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 I	
  

RESUMEN 

La molécula CD33 es un receptor de membrana que contiene un 

dominio tipo lectinas en la región extracelular y un motivo de inhibición 

basado en tirosina (ITIM) en la región intracelular y cuya función es 

inhibir la activación celular y la producción de citocinas. CD33 se expresa 

principalmente en monocitos y la reducción de  su expresión correlaciona 

con la producción de citocinas inflamatorias como la IL-1β, el TNF-α, y la 

IL-8. Sin embargo, el papel de CD33 en la inflamación asociada con la 

hiperglucemia y la diabetes es desconocido. Por lo tanto, en este estudio 

se evaluó la expresión de CD33 y la secreción de citocinas inflamatorias 

en monocitos recién aislados de un grupo de pacientes con diabetes  

mellitus tipo 2  (DM2) en comparación con monocitos de sujetos sanos. 

Para evaluar el efecto de la hiperglucemia, se utilizó un modelo de 

hiperglucemia in vitro en donde los monocitos de sujetos sanos fueron 

cultivados con diferentes concentraciones de glucosa (15-50 mmol/l de 

D-glucosa), se evaluó tanto la expresión de CD33 como la producción de 

citocinas inflamatorias. Para conocer los mecanismos involucrados en la 

disminución de CD33, se cuantificó la generación de las especies 

reactivas del oxígeno (ROS), así como la expresión de la molécula 

supresora de la señalización de citocinas 3 (SOCS-3). 
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 II	
  

Se observó que los monocitos de pacientes con DM2 expresaron un 

menor número de moléculas de CD33 sobre la superficie celular así como 

también un menor número de copias del RNAm de CD33 respecto al 

grupo de sujetos sanos. También se encontró incremento de las citocinas 

inflamatorias TNF-α, IL-8 e IL-12p70 en el plasma de los pacientes con 

DM2 en comparación con los sujetos sanos. Un análisis posterior 

utilizando un modelo in vitro de hiperglucemia mostró que en los 

monocitos de sujetos sanos cultivados en condiciones de glucosa alta, 

tanto la expresión de CD33 sobre la superficie celular como la expresión 

de RNAm disminuyen y se asocia con el incremento de la producción 

espontánea de TNF-α, éste efecto se revirtió cuando los monocitos fueron 

cultivados en presencia del antioxidante α-tocoferol y alta glucosa, lo que 

sugiere la participación de la generación de EROS en la regulación de la 

expresión  de CD33. Al evaluar el efecto de la alta concentración de 

glucosa sobre la expresión de SOCS-3 que es la molécula que induce la 

degradación de CD33 de la superficie celular, se encontró un incremento 

significativo de la misma con respecto a los monocitos cultivados en 

concentraciones normales de glucosa.  

Nuestros resultados sugieren que la hiperglucemia tiene efecto 

sobre  la expresión de CD33 y activa la secreción espontánea de TNF-α 

por monocitos periféricos. Este fenómeno esta asociado con la 
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generación de ROS y la expresión de SOCS-3. Estas observaciones 

sugieren la participación de CD33 en el perfil inflamatorio asociado con la 

diabetes tipo 2 y un efecto de la glucosa sobre moléculas de la respuesta 

inmune innata pro-inflamatoria  
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ABSTRACT 

BACKGROUND: CD33 is a membrane receptor containing a lectin 

domain and a cytoplasmic immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 

motif (ITIM) that is able to inhibit cytokine production. CD33 is 

expressed by monocytes, and reduced expression of CD33 correlates 

with augmented production of inflammatory cytokines, such as IL-1b, 

TNF-a, and IL-8. However, the role of CD33 in the inflammation 

associated with hyperglycemia and diabetes is unknown. Therefore, we 

studied CD33 expression and inflammatory cytokine secretion in freshly 

isolated monocytes from patients with type 2 diabetes. To evaluate the 

effects of hyperglycemia, monocytes from healthy donors were cultured 

with different glucose concentrations (15-50 mmol/l D-glucose), and 

CD33 expression and inflammatory cytokine production were assessed. 

The expression of suppressor of cytokine signaling protein-3 (SOCS-3) 

and the generation of reactive oxygen species (ROS) were also evaluated 

to address the cellular mechanisms involved in the down regulation of 

CD33. 

RESULTS: CD33 expression was significantly decreased in 

monocytes from patients with type 2 diabetes, and higher levels of TNF-

a, IL-8 and IL-12p70 were detected in the plasma of patients compared 
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 V	
  

to healthy donors. Under high glucose conditions, CD33 protein and 

mRNA expression was significantly decreased, whereas spontaneous 

TNF-α secretion and SOCS-3 mRNA expression were increased in 

monocytes from healthy donors. Furthermore, the down-regulation of 

CD33 and increase in TNF-α production were prevented when monocytes 

were treated with the antioxidant a tocopherol and cultured under high 

glucose conditions. 

CONCLUSION: Our results suggest that hyperglycemia down-

regulates CD33 expression and triggers the spontaneous secretion of 

TNF-a by peripheral monocytes. This phenomenon involves the 

generation of ROS and the up-regulation of SOCS-3. These observations 

support the importance of blood glucose control for maintaining innate 

immune function and suggest the participation of CD33 in the 

inflammatory profile associated with type 2 diabetes. 
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ABREVIATURAS 

ADH                                          (hormona antidiuretica)  

AGEs                                         (productos finales de glucosilación avanzada) 

CD33                                         (Sialoadhesina 3) 

DNA                                          (Ácido desoxirribonucleico)  

DM                                            (diabetes mellitus) 

DM1                                          (diabetes mellitus tipo 1) 

DM2                                          (diabetes mellitus tipo 2) 

FcγR                              (receptor para la fracción cristalizable de la 
inmunoglobulina G) 

 
GLUT                                        (transportador de la glucosa) 

Hiperglucemia                           (altas concentraciones de glucosa en sangre) 

HSP                                          (proteinas de choque térmico) 

ICAM-1                                     (Molécula de adhesión intercelular) 

Ig                                             (Inmunoglobulina) 

Ig-Like                                      (semejante a las inmunoglobulinas) 

IL-1β                                        (Interleucina 1 beta) 

IL-6                                          (Interleucina 6) 

IL-8                                          (Interleucina 8) 

IL-12p70                                   (Interleucina 12 p70) 

IL-18                                        (Interleucina 18) 

IKKβ                                          (inhibidor del factor nuclear kappa-B subunidad   
beta cinasa) 

 
ITAM                                         (motivo de activación basados en tirosina) 
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ITIM                                          (motivo de inhibición basado en tirosina) 

JNK                                           (c-Jun cinasa N-terminal) 

LDL                                           (lipoproteínas de baja densidad) 

LDLox                                        (LDL oxidados) 

MAPp38                                     (P38 proteína cinasas activadas por mitógenos)  
 
mmol/l                                      (milimol por litro) 

mOsm/Kg                                  (miliosmoles por kilogramo)  

Neu5Ac                                      (Ácido N-acetilneuramínico) 

NF-kB                                        (factor nuclear kappa-B) 

NLRP3                                       (familia de receptores tipo NOD, que contiene un 
dominio 3 pryin) 

 
NOD                                          (dominio de oligomerización de nucleótidos) 

O2-                                           (anión superóxido) 

PAMS                                        (patrones moléculares asociados en patógenos) 
 
PI3K                                          (fosfoinositol 3-cinasas) 

PKC                                           (proteína cinasa C)  

RAGE                                         (receptorores de AGEs) 

RAW264                                     (linea celular de en macrófagos murinos) 

RNA                                          (Ácido ribonucleico)                     

RNAi                                          (Ribointerferencia o ARN interferente) 

RNAm  (RNA mensajero)  

ROS                                           (especies reactivas de oxígeno) 

Siglec                                        (lectinas semejantes a las inmunoglobulinas) 

SHP                                           (proteína tirosina fosfatasa) 
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SOCS-3                                     (molécula supresora de la señalización de 
citocinas 3 ) 

 
TLR4                                          (receptores tipo toll 4)  

TNF-α                                         (Factor de Necrosis Tumoral alfa) 

Trp2                                           (triptófano 2)  

Trp106                                        (triptófano 106) 

TXNIP                                         (proteina de interacción con tiorredoxina)  
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 1	
  

INTRODUCCIÓN 

Diabetes mellitus. 

La diabetes mellitus (DM), es un desorden metabólico de etiología múltiple 

caracterizado por hiperglucemia crónica con alteraciones en el metabolismo de 

carbohidratos, lípidos y proteínas que se producen por defectos en la secreción 

y/o acción de la insulina.1 Se estima que la DM afecta a 250 millones de 

individuos en el mundo y se calcula que estas cifras se duplicarán en el 2020, 

significa que la DM es ahora una epidemia.2 En México la DM afecta entre el 10 a 

15% de la población adulta.  

 

De acuerdo con la etiología, la DM se clasifica en varios tipos siendo los 

más frecuentes el tipo 1 y 2. La DM tipo 1 (DM1) se produce por destrucción 

autoinmune de las células beta pancreáticas con la ausencia en la producción de 

insulina, y la DM tipo 2 (DM2) presenta deficiencia en la secreción y/o acción de 

la insulina. Otros tipos menos frecuentes son la diabetes gestacional, el grupo de 

diabetes tipo MODY (del inglés, maturity-onset diabetes of the young, diabetes 

del adulto de inicio juvenil) que se caracteriza por su herencia autosómica 

dominante, la diabetes causada por ciertos fármacos (glucocorticoides, agonistas 

alfa y beta adrenérgicos) y la diabetes inducida por infecciones (rubéola 

congénita, citomegalovirus, etc).  
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 2	
  

La DM2 es la forma clínica más frecuente causando alrededor del 90% de 

todos los casos de esta enfermedad, es una enfermedad metabólica progresiva y 

crónica siendo la hiperglucemia la principal causa de las complicaciones 

asociadas a la DM2.1 

 

HIPERGLUCEMIA. 

Las concentraciones normales de glucosa en sangre periférica se 

encuentran en un rango de 60 a 110 mg/dl (3.3-7.0 mmol/l)1, el aumento de la 

glucosa por encima de los valores normales máximos es una condición que se 

conoce como hiperglucemia y no siempre se acompaña de síntomas. Aunque 

existen diferentes condiciones en las que pueden observarse estados de 

hiperglucemia (por ejemplo, en el abuso en la dieta, infecciones, cirugías o 

accidentes, enfermedades del corazón, tensión emocional, edema cerebral, y 

medicamentos como los corticoides), ésta se mantiene elevada de forma crónica 

solo en pacientes con enfermedades metabólicas como la DM.3, 4 

 

En los pacientes con DM, la hiperglucemia se mantiene en un estado 

crónico por diferentes causas; entre las principales se encuentra la insuficiencia 

de insulina, resistencia a la insulina, disminución del metabolismo de la glucosa o 

lípidos o una combinación de los anteriores.1, 5 
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Hiperglucemia asociada a insulina. La insulina es una hormona 

pleiotrópica y su principal función es estimular la absorción de glucosa en el 

músculo esquelético y el corazón. Otros efectos metabólicos de la insulina 

incluyen la inhibición de la liberación de glucosa desde el hígado y la inhibición 

de la liberación de ácidos grasos libres del tejido adiposo. La deficiencia y /o 

resistencia a la insulina (RI) son condiciones en las cuales la insulina no activa la 

señal para la absorción de glucosa y las consecuencias clínicas incluye a la 

hiperglucemia.6, 7 Además de la RI, puede presentarse insuficiencia de insulina, 

clasificada de acuerdo a su origen en primaria o secundaria. La primaria a su vez 

puede ser absoluta o relativa. La absoluta es por  falta de producción o secreción 

de insulina (esta condición se relaciona con la reducción en el tamaño y/o el 

número de islotes) y en la relativa, hay inhibición o destrucción de la insulina 

circulante por anticuerpos o enzimas. La insuficiencia primaria se observa en 

pacientes con diabetes mellitus tipo 1, en donde la herencia es el factor 

etiológico más importante vinculado a este tipo de diabetes. La insuficiencia de 

insulina secundaria puede ser por falla del páncreas,  por factores anti-insulínicos 

hormonales, como los contrarreguladores (glucagón, epinefrina, y cortisol), o por 

aumento de la demanda de insulina por los tejidos. La insuficiencia de insulina 

secundaria y/o la RI se presenta en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.8-10 
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Hiperglucemia asociada a la disminución del metabolismo de la 

glucosa y de los lípidos. El mantenimiento de glucosa a una concentración 

normal en plasma requiere de un balance entre la utilización de glucosa, la 

producción endógena de glucosa, y la ingesta de glucosa. La glucosa en periferia 

proviene de 3 fuentes: la absorción intestinal inmediatamente después de la 

ingestión de carbohidratos en la dieta, la glucogenólisis y la gluconeogénesis. La 

glucosa es transportada a las células a través de múltiples vías metabólicas: se 

puede almacenar en forma de glucógeno, puede sufrir glucólisis a piruvato y, por 

último, puede ser liberada a la circulación por el hígado y los riñones (son los 

únicos órganos que contienen glucosa-6-fosfatasa, el enzima necesaria para la 

liberación de glucosa en la circulación).11, 12 

 

Otra vía de inducción de hiperglucemia es el alto contenido en grasa en la 

dieta, ésta es considerada una de las principales causas de la resistencia a la 

insulina asociada a la obesidad. El alto contenido de grasa induce hiperglucemia 

debido a que disminuye la expresión de GLUT4 y como consecuencia reduce la 

captación de glucosa periférica. En tejidos dependientes de la insulina como el 

corazón, músculo esquelético y tejido adiposo, el transportador de glucosa 4 

(GLUT4) juega un papel importante en la homeostasis de la glucosa en todo el 

cuerpo. Este transportador es responsable de la captación de glucosa inducido 

por la insulina. Esta induce la rápida translocación del transportador GLUT4 de 

vesículas intracelulares a la membrana plasmática.13 
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CONSECUENCIAS FISIOPATÓLOGICAS DE LA 

HIPERGLUCEMIA. 

 

Cuando la glucosa sanguínea es mayor a 600 mg/dl, y la osmolaridad 

sérica se incrementa a más de 350 mOsm/Kg se produce un estado hiperosmolar 

hiperglucémico.14 El estado hiperosmolar resulta de la deficiencia de insulina, de 

la elevación de las hormonas contrarreguladoras (glucagón, epinefrina, cortisol) 

en el hígado, el tejido adiposo así como también de la diuresis osmótica inducida 

por hiperglicemia en el riñón y la disminución de la captación periférica de 

glucosa. Las prostaglandinas I2 y E2 generadas por el tejido adiposo y que se 

ven aumentadas en el estado hiperosmolar hiperglucémico pueden llevar a la 

caída de la resistencia vascular periférica y otras alteraciones como taquicardia, 

hipotensión, náuseas, vómitos, y dolor abdominal.  

 

El riñón desempeña un papel clave en el desarrollo de la hiperglicemia ya 

que cuando la glucosa permanece por un periodo largo de tiempo en el espacio 

extracelular produce un efecto osmótico con el paso de agua desde el 

compartimento intracelular. La glucosa, el agua y las sales son filtradas por el 

glomérulo y la reabsorción tubular de glucosa es de aproximadamente 200 

mg/min, por lo que el exceso de glucosa en el túbulo produce una diuresis 

osmótica que lleva a una pérdida excesiva de agua junto a sales minerales. La 
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glucosa excesiva junto con los productos de desecho del metabolismo incompleto 

de las grasas y las proteínas, se acumulan como detritos en el torrente 

sanguíneo y con ello se produce un aumento en la hiperosmolaridad. Para 

disminuirla, el líquido es arrastrado desde el compartimento intracelular hacia el 

lecho vascular, produciéndose una intensa depleción del volumen intracelular. La 

hemoconcentración persiste a pesar de eliminar grandes cantidades de glucosa 

en la orina. La filtración glomerular y la eliminación de glucosa por los túbulos 

renales son insuficientes para reducir el nivel de glucosa sérica. La 

hiperosmolaridad y el volumen sanguíneo reducido estimulan la liberación de 

hormona antidiurética (ADH) para aumentar la reabsorción tubular de agua, pero 

la ADH no tiene potencia para vencer la fuerza osmótica que ejerce la carga de 

glucosa y se pierde un volumen excesivo de líquido por los túbulos renales lo que 

provoca la deshidratación. Sin un tratamiento eficaz del episodio de 

hiperglucemia, puede generar un coma diabético, que a veces conduce a la 

muerte.15, 16 

 

HIPERGLUCEMIA E INFLAMACIÓN. 

El sistema inmune innato está involucrado en la patogénesis de la 

diabetes, observándose un proceso inflamatorio crónico sistémico asociado a la 

hiperglucemia.17, 18 La inflamación es una respuesta inmediata del organismo a 

cualquier daño posterior a la exposición a agentes infecciosos, estímulos 
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antigénicos no infecciosos o lesiones físicas que involucra al sistema nervioso, 

vascular e inmunológico. Es de corto tiempo y su función es homeostática, de 

protección o defensa, no obstante si el proceso es ineficiente y se mantiene 

crónicamente, se transforma en un proceso fisiopatológico (causando disfunción 

microvascular y macrovascular, hipotensión, leucocitosis, caquexia etc) que 

compromete la inflamación activa e implica la reparación tisular.19-21  

 

La inflamación se clasifica como aguda o crónica dependiendo del tipo de 

estímulo, de la eficacia de la respuesta inicial y de las moléculas anti-

inflamatorias. La inflamación aguda tiene un inicio inmediato y de corta duración, 

se caracteriza por la producción de proteínas de fase aguda (proteína C reactiva 

PCR, amiloide A sérico, fibrinógeno, haptoglobina, ferritina) por el hígado. La 

inflamación crónica tiene una larga duración y se caracteriza por una respuesta 

celular principalmente de monocitos, macrófagos, y linfocitos [con producción de 

citocinas inflamatorias como IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18 y el TNF-α. La inflamación 

crónica se desarrolla cuando la fase aguda no es controlada (el control involucra 

la reparación del tejido conectivo con fibrosis y escarificación) o cuando la 

respuesta inflamatoria continúa (por ejemplo; en episodios recurrentes de 

inflamación aguda, en una resolución  incompleta de la inflamación aguda, y los 

casos donde la curación involucra la destrucción tisular con formación de 

fibrina).22      
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En la actualidad es ampliamente aceptado que la diabetes se asocia con un 

estado de inflamación aguda que posteriormente se mantiene de forma crónica. 

19 Los pacientes con DM2 presentan niveles elevados de proteínas de fase aguda 

circulantes (tales como la PCR, haptoglobina, el fibrinógeno, inhibidor del 

activador del plasminógeno y el amiloide A sérico), de ácido siálico, así como 

citocinas y quimiocinas proinflamatorias. 23 

 

En pacientes con DM2 los monocitos juegan un papel importante en la 

inflamación sistémica con la producción de IL-6, TNF-α, IL-8, IL-1β y de las 

moléculas de adhesión intercelular ICAM-1, E-selectina y de la IL-10. 24-27 La IL-

10 es un inhibidor importante de la síntesis de citocinas debido a que suprime la 

función de los macrófagos e inhibe la producción de citocinas proinflamatorias. 

Los niveles séricos bajos de IL-10 ó polimorfismos en el gen de la IL-10 están 

asociados con un incremento en la susceptibilidad del síndrome metabólico y la 

diabetes mellitus tipo 2.28, 29 La IL-1β favorece la destrucción tisular debido a que 

induce la expresión de metaloproteinasas, y mantiene la inflamación crónica 

evitando la reparación de tejidos, al inhibir la síntesis de colágena y 

proteoglicanos, la IL-6 aumenta el número de plaquetas circulantes, las proteínas 

de fase aguda, induce la transición de la inflamación aguda a crónica al reclutar 

neutrófilos polimorfonucleares y monocitos/macrófagos los cuales potencian por 

periodos prolongados. Por otro lado, la IL-1β también tiene un papel importante 

en la etiopatología de diabetes debido a que contribuye a la resistencia a la 
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insulina. 30, 31 La principal acción del TNF-α es inducir la secreción de proteínas de 

inflamación de fase aguda y crónica, regula el metabolismo de la glucosa y de 

lípidos, el TNF-α en particular es de gran interés, ya que juega un papel 

importante en las complicaciones de la diabetes (por ejemplo, en las 

complicaciones microvasculares, y en la inflamación local crónica en ojos). 32, 33 

 

 

MECANISMOS DE INDUCCIÓN DE INFLAMACIÓN POR LA 

HIPERGLUCEMIA. 

 

En condiciones clínicas y experimentales, se ha demostrado que la 

hiperglucemia activa las vías de señalización intracelular reguladas por la 

proteína cinasa C (PKC), la proteína cinasa p38, y del factor nuclear kB (NF-kB); 

estas moléculas inducen a su vez la producción de citocinas y quimiocinas 

inflamatorias 17, 34, 35 por las siguientes vías: 

 

1. Formación de productos finales de glucosilación avanzada. El 

mecanismo más ampliamente descrito es la generación de los productos finales 

de glucosilación avanzada AGEs (por sus siglas en inglés advanced glycation end 

products), se forman por la interacción química de la glucosa con las proteínas, 

sin que haya necesidad de una intervención enzimática; este proceso depende 
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exclusivamente de la concentración de la glucosa y del tiempo de contacto de 

este monosacárido con las proteínas, que es determinado por la vida media de 

cada proteína.  

 

El proceso de glucosilación de las proteínas se representa en la Figura 1. 

En la etapa inicial del proceso de glucosilación se forman enlaces covalentes 

entre los grupos libres amino (reactivos) de las proteínas, lípidos o ácidos 

nucleicos con la glucosa. En el caso de las proteínas, estos grupos se ubican 

generalmente sobre las cadenas laterales de lisina y en los residuos NH2-

terminales de los aminoácidos. Esta reacción solo ocurre cuando la glucosa se 

encuentra en su conformación de cadena abierta, lo cual permite que quede 

expuesto un grupo carbonilo reactivo (grupo aldehído de la glucosa), y es la que 

da lugar a la base de Schifff. Por lo tanto, el primer producto de reacción de la 

glucosilación temprana es la aldimina inestable conocida como base de Schiff, y 

este proceso bioquímico inicial es fácilmente reversible. Sin embargo, la base de 

Schiff formada también puede experimentar un reordenamiento intramolecular 

lento, que la transforma en un producto más estable, el compuesto de Amadori, 

conocido también con el nombre de fructosamina (1-amino-1-desoxicetona); que 

se forma cuando el glucosil (de la base de Schiff) se transforma en fructosil, por 

el desplazamiento del grupo carbonilo del carbono 1 al 2 durante el 

reordenamiento. Tanto la reacción en la cual se forma la base de Schiff como en 

la consecutiva en la que se produce el compuesto de Amadori, son reversibles, lo 
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cual significa que la interrupción del contacto de la glucosa con la proteína en 

cualquiera de estas etapas produce la reversión completa del efecto.36  

 

La conversión del compuesto de Amadori en AGEs es un proceso que 

ocurre en proteínas estructurales, muy abundantes en el organismo, y de vida 

media larga como, hemoglobina, colágena, elastina, mielina, actina, miosina y 

proteínas del cristalino; aunque también puede afectar a proteínas de vida media 

corta, como las lipoproteínas, especialmente cuando estas son retenidas por 

períodos prolongados en la pared arterial.36 

 

Los AGE son reconocidos por receptores expresados en la superficie de los 

monocitos y macrófagos conocidos como receptores de AGEs (RAGE), su 

reconocimiento activa a la molécula de señalización intracelular PKC e induce la 

expresión de un gran número de citocinas y quimiocinas inflamatorias, sin 

embargo para que se generen los AGEs en sangre se requiere de un periodo de 

4-6 semanas, por lo que este mecanismo juega un papel importante en las 

complicaciones de la diabetes. Por ejemplo, los AGE se encuentran en los vasos 

de la retina de los pacientes diabéticos, y sus niveles correlacionan con la 

severidad de la retinopatía, también se acumulan en los nervios periféricos de 

pacientes diabéticos afectando la velocidad de conducción nerviosa y neuronal.38 

Por otro lado, la interacción ligando-RAGE induce la activación celular lo que 

conduce a la generación de estrés oxidativo activa factores de transcripción 37 
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como NF-kB que a su vez induce la transcripción proteínas importantes en la 

inflamación; estos incluye al TNF-α, la IL-1, IL-6 e IL-8 y la molécula de adhesión 

vascular 1 (VCAM-1) y la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1).39, 40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1⏐ La formación de productos finales de glucosilación avanzada (AGES), reconocimiento y 
activación celular. (imagen publicada por Forbes JM, et al. J Am Soc Nephrol. 2003).37 
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Las lipoproteínas glucosiladas, oxidadas y glucooxidadas están implicadas 

en la patogenia de la enfermedad microvascular/macrovascular y en el proceso 

inflamatorio en la DM, sobre todo, las lipoproteínas de baja densidad (LDL), la 

cual ha sido la más estudiada y puede presentar diferentes modificaciones, como 

un descenso de 25 a 60 % de su contenido de ácido siálico, una disminución de 

su diámetro y un aumento de su densidad y de su electronegatividad.41, 42 

 

Las lipoproteínas glucosiladas, oxidadas y glucooxidadas son reconocidas 

por los receptores tipo toll (TLRs), éstos receptores participan en el 

reconocimiento de patrones moleculares de los agentes infecciosos, sin embargo, 

también se ha  demostrado que desempeñan un papel importante en el 

desarrollo de la inflamación inducida por la hiperglucemia. El TLR4 reconoce LDL 

modificadas y proteínas de choque térmico (HSP). Esta última es una proteína 

que se expresa cuando se expone a lípidos de baja densidad oxidados (LDLox).43-

45 Estos estímulos extracelulares activan las vías intracelulares que convergen en 

la vía de señalización del factor de transcripción kB (NF-kB) y de la proteína c-

Jun cinasa N-terminal (JNK) ambos factores de trancripción activan genes de 

respuesta inflamatoria. 
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Figura 2⏐ Los mecanismos por los cuales la producción intracelular de productos finales de 
glucosilación avanzada(AGE). La modificación covalente de las proteínas intracelulares por los 
precursores AGE altera varias funciones celulares. La modificación de proteínas de matriz 
extracelular causa interacciones anormales con otras proteínas de la matriz y con las integrinas. La 
modificación de las proteínas del plasma por los precursores AGE crea ligandos que se unen a los 
receptores de AGE, la inducción de cambios en la expresión génica en las células endoteliales, 
células mesangiales y macrófagos. (Imagen publicada por Michael Brownlee. Nature, 2001). 46 
 
 
 
 
 
2. Especies reactivas de oxígeno. Un segundo mecanismo por el que la 

hiperglucemia induce inflamación, incluye la generación de especies reactivas de 

oxigeno (ROS). Las mitocondrias son la principal fuente de ROS endógenas, en la 

mayoría de los mamíferos del 1-al 5% del oxígeno consumido se convierte a 

ROS, como subproductos de las reacciones de oxidación-reducción en la cadena 

respiratoria. Las concentraciones altas de glucosa incrementan la glucólisis y la 

producción mitocondrial de anión superóxido (O2-), y la sobreproducción de 

radicales libres 47 que activan a la proteína PKC y NF-kB, 48, 49 la activación por 
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esta vía, induce la producción de IL-1β e IL-6 en monocitos humanos.50 La 

producción mitocondrial de especies reactivas del oxígeno (ROS) inducidos por la 

hiperglucemia es reconocida como una de las principales causas de las 

complicaciones clínicas asociadas a diabetes y a la obesidad.46 

 

3. Inflamasoma. El inflamasoma es un complejo de proteínas que desencadena 

la activación de la caspasa-1 y la subsiguiente secreción de IL-1β e IL-18. El 

inflamasoma está compuesto por el receptor NLR (Nod-like receptor) llamado 

NLRP3 la proteína adaptadora apoptosis-associated speck-like protein containing 

a CARD (ASC) y la caspasa-1. Esta vía pro-inflamatoria se induce cuando la 

Tiorredoxina (TRX) se disocia de la proteína TRX (TXNIP), posteriormente la 

TXNIP en forma libre se une a la proteína NLRP3, con el subsecuente ensamble 

del inflamasoma,y la activación de la caspasa-1, esta enzima produce la forma 

activa de la IL-1β e IL-18 por escisión del precursor inactivo de la pro-IL-1β y 

pro-IL-18 (Figura 3).51 El reconocimiento de patógenos mediante el NLR y de la 

liberación citocinas pro-inflamatorias son importantes en la defensa del 

hospedero contra numerosas infecciones.  

 

Estudios recientes han identificado una nueva función del inflamasoma en 

la inducción y la patogénesis de varias enfermedades autoinmunes e 

inflamatorias en las que se encuentra la DM2. Los ácidos grasos saturados y 

otros metabolitos relacionados con la obesidad se encuentran elevados en los 
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pacientes con DM2 y se sospecha que contribuyen a la progresión de la 

inflamación y la enfermedad. El palmitato, uno de los ácidos grasos saturados 

más abundantes en el plasma de los pacientes con DM2, pueden inducir la 

activación del inflamasoma NLRP3-ASC y provocar la secreción de IL-1β e IL-

18.52 Adicionalmente el inflamasoma puede activarse por las ROS inducidas por 

la hyperglucemia, por el mismo mecanismo (Figura 3).53  

 

Tanto la IL-1β como la IL-18 son potentes mediadores de la inflamación y 

la respuesta inmune. La secreción de IL-1β desencadena la producción de IL-6 y 

TNF-α, que a su vez provoca la migración celular y la infiltración de células 

inmunes en el tejido. La IL-18 también es una citocina proinflamatoria que incita 

el reclutamiento de células inmunes y la activación activa a las células natural 

killer (NK) que potencian la respuesta inflamatoria.  
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Figura 3⏐ El inflamasoma NLRP3. La activación del inflamasoma inicia con la generación de ROS 
por la hiperglucémia. Durante el estrés oxidativo, Se disocia TXNIP de TRX. El TXNIP interactúa con 
la región rica en leucina de NLRP3. Este estado facilita la formación de la caspasa1 por el 
inflamasoma, lo que conduce a la elaboración de la forma activa la IL-1β. (Imagen publicada por 
Beckley K Davis, Nature Immunology, 2010).51 
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OTROS MECANISMOS DE INDUCCIÓN DE INFLAMACIÓN 

ASOCIADOS A HIPERGLUCEMIA. 

 

Aunque los mecanismos descritos anteriormente explican parcialmente los 

altos niveles de citocinas inflamatorias observadas durante la hiperglucemia, aún 

se desconoce el mecanismo que sostiene la inflamación crónica observa en los 

pacientes con DM2. Una molécula que podría estar involucrada en la inflamación 

crónica inducida por la hiperglucemia es la sialoadhesina 3 (Siglec-3 o CD33), 

esta molécula se expresa en la superficie de los monocitos e inhibe la activación 

celular y la producción de citocinas inflamatorias durante las interecciones celula-

celula en condiciones homeostaticas o de reposo (steady-state). La expresión 

disminuida de CD33 en la membrana celular se ha asociado con la producción 

espontánea de citocinas inflamatorias como la IL-1β, TNFα e IL8.54  

 

Inicialmente se describió que la expresión de CD33 se restringía a las 

células hematopoyéticas. Posteriormente se observó que su expresión continúa 

hasta la diferenciación mielomonocítica, donde su expresión está disminuida en 

granulocitos pero se mantiene alta en los monocitos. La expresión de CD33 en el 

sistema hematopoyético indica un papel en la regulación de la diferenciación de 

células mieloides (Figura 4).55  
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Figura 4⏐ Expresión en humanos de las lectinas de la familia de las inmunoglobulinas (Ig) que 
unen ácido siálico (Siglecs) dentro del sistema hematopoyético. La molécula de superficie CD33 se 
expresa tempranamente en el progenitor mieloide y además de CD33 y CD22, se sabe poco acerca 
de los patrones de expresión de Siglecs sobre las stem cell y progenitoras. La molécula CD33 se 
expresa altamente en monocitos en sangre periférica, en células dendríticas derivadas de 
monocitos y en las subpoblaciones de macrófagos tisulares. (Imagen publicada por Paul R. Crocker 
and Ajit Varki en TRENDS in Immunology 2001).55 
 

 

 

La sialoadhesina 3 o CD33 es una glicoproteína pertenece a la familia de 

los Siglec (Lectinas que une ácido siálico semejantes las inmunoglobulinas), la 

familia se compone de 11 lectinas de tipo I. CD33 es una glicoproteína de 67 kDa 

transmembranal que contiene un dominio variable y un dominio constante 
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parecido a las inmunoglobulinas (Ig-like), los Siglecs relacionados a CD33 forman 

un subconjunto de la familia Siglec, que comparten aproximadamente  del 50 al 

80% de secuencia dentro de la región extracelular. La función de CD33 es  

participar en las interacciones celulares, y regular la activación, proliferación y la 

adhesión celular (Figura 7).55 

 

Los Siglecs son proteinas de membrana tipo I, con una región extracelular 

que contiene un dominio V similar a las inmuoglobulinas (Ig) con un extremo N-

terminal y un número variando de dominios C semejante a las Ig. En la figura 5, 

se muestra que la región intracelular de la mayoría de las Siglecs contienen 

motivos de señalización ITIM basados en residuos de tirosina (Tyr ó Y). Los 

motivos de activación basados tirosina que están altamente conservadas en los 

Siglecs relacionados a CD33 (CD33-Siglecs). Estas proteínas reconocer una 

familia de carbohidratos llamados ácidos siálicos o ácido N-acetilneuramínico 

(Neu5Ac) que se expresan abundantemente en las superficies de células 

huésped. En la figura 5 b se muestra el reconocimiento de los receptores de 

ácido siálico (Siglec), los residuos clave de reconocimiento son la arginina 97 

(Arg97) en la hebra F (conservada en las otras Siglecs) forma un puente salino 

con el carboxilato de ácido siálico (Neu5Ac) y dos triptófanos (TRP2 y Trp106) 

sobre las cadenas b-plegadas A y G forman se forman contactos hidrófobos con 

el N-acetilo y grupos glicerol secundarios de Neu5Ac respectivamente. 
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En términos generales, la activación celular está regulada por el equilibrio 

dinámico de los receptores activadores e inhibidores. La fosforilación de tirosinas 

y la desfosforilación de las proteínas constituyen los principales acontecimientos 

de regulación en la transducción de señales que conducen a la proliferación, 

diferenciación y muerte. En condiciones de estado estacionario, la fosforilación de 

las tirosina de las proteínas intracitoplasmicas están dictaminadas por las 

acciones opuestas de la proteína tirosina cinasas (PTK) y la proteína tirosina 

fosfatasas (PTP).56 

 

Los dominios intracelulares de activación se conoce como 

immunoreceptores y contienen motivo de activación basados en tirosina (ITAM) y 

su fosforilación resulta en el reclutamiento y la activación de tirosina cinasas 

(PTK) citoplasmáticas que inicia una cascada de transducción de señal. En 

contraste, los receptores inhibidores poseen un immunoreceptor denominado 

motivos de inhibición basado de tirosina (ITIM). La fosforilación de tirosina de los 

motivos del ITIM recluta a las proteinas tirosina- fosfatasa (PTP), 

específicamente a las proteínas Src-homology 2 domain (SHP) que bloquean la 

señalización proveniente de los receptores de activación. El dominio 

citoplasmático del CD33 humano contiene dos secuencias ITIM, las tirosinas 

324(LHYASL) y 342 (TEYSEV) que reclutan a las proteínas SHP1 y SHP2.57,58 
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Figura 5⏐ Características estructurales de Siglecs. (a) Siglecs son proteínas de membrana con una 
región extracelular que contiene un dominio V y un dominios C2 semejante a las Ig (b) Principales 
residuos implicados en el reconocimiento del ácido siálico por los Siglecs. (Imagen publicada por 
Paul R. Crocker and Ajit Varki en TRENDS in Immunology 2001).55 

 

 

 

La función de CD33 es inhibir la activación de los monocitos durante las 

interacciones celulares y la ausencia o disminución de las moléculas CD33 en la 

superficie celular de los monocitos induce la producción de citocinas inflamatorias 

de forma espontánea. La disminución de CD33 y / o de su ligando resulta en la 
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secreción de IL-1b, IL-8, y TNF-α (Figura 6). Debido a que la función de CD33 es 

inhibir la activación celular no especifica, otros estímulos provenientes de la 

activación del receptor de las células T (TCR), del receptor de inmunoglobulina G 

(FcγR), o por productos bacterianos como el lipopolisácarido (LPS) están 

específicamente acompañados por disminución en la expresión de CD33 en 

superficie celular de los monocitos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6⏐ Funciones biológicas mediadas por CD33. El entrecruzamiento de CD33 con receptores 
activadores (por ejemplo FcγRI) recluta las fosfatasas inhibidoras de tirosina SHP-1 y SHP-2 para 
inhibir la señalización de activación. (Imagen publicada por Varki A, Cummings RD, Esko JD, et al. 
Essentials of Glycobiology. 2nd edition, 2009) 
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La actividad represora de CD33 es directamente dependiente de la 

interacción con su ligando, el ácido siálico. La disminución de CD33 en la 

superficie de la célula (por bloqueo con anticuerpos anti-CD33 o por el 

tratamiento con RNA interferente contra CD33) o por la disminución de su 

ligando el ácido siálico (con tratamiento con la enzima neuraminidasa), resulta 

en la activación celular.54, 59 En condiciones de reposo la molécula CD33 se 

expresa constitutivamente, sin embargo, bajo condiciones inflamatorias o 

patológicas la molécula CD33 es regulada por la molécula supresora de la 

señalización de citocinas 3 (SOCS3) (Figura 7). La familia de supresores de la 

señalización de citoquinas (SOCS), se ha implicado en el control de la respuesta 

inmune mediante la acción de las citocinas, actuando así en una manera 

inhibitoria. SOCS3 une a las tirosinas fosforiladas de CD33, compitiendo con 

SHP-1/2  y lleva a la degradación proteosomal del SOCS3 junto con CD33.60, 61 

Así, SOCS y CD33 son degradados, la eliminación de CD33 es una vía de control 

de la inflamación. Esto mecanismo es un vía importante de la respuesta de 

defensa del hospedero. Por otro lado, hay evidencias de que SOCS3 incrementa 

su expresión en monocitos de pacientes con diabetes tipo 2 por efecto de la 

hiperglucemia. 62 
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Figura 7⏐ Señalización mediada por los Siglecs relacionados a CD33. Los motivos de tirosinas 
fosforiladas reclutara las proteínas SHP ó SOCS3 (supresor de citocinas de señalización. El 
reclutamiento de SHP activa las funciones represoras de CD33, mientras que el reclutamiento de 
SOCS3 induce la degradación de CD33 junto con SOCS3. (Imagen modificada de: Siglecs and their 
roles in the immune system, de Paul R. Crocker, Nature Reviews Immunology, 2007)63 
 
 

  

Internalization and 
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JUSTIFICACIÓN 

 

La diabetes mellitus es una enfermedad metabólica que afecta a 150 millones de 

individuos en el mundo y se calcula que estas cifras se duplicarán en el 2030, lo 

que significa que la DM es ahora una epidemia. En México la DM afecta entre el 

10 a 15% de la población adulta. En los pacientes con diabetes mellitus, la 

hiperglucemia está asociada al estado de inflamación crónica sistémica. El estado 

inflamatorio crónico está vinculado con la resistencia a la insulina, la apoptosis de 

las células β pancreáticas, y la disfunción de la respuesta inmune. Aunque se han 

descrito diferentes vías por los cuales la hiperglucemia induce inflamación, aún 

se desconoce que mecanismo contribuye a la inflamación sistémica crónica 

asociada a la hiperglucemia, por este motivo en el presente trabajo se evaluó el 

papel de la molécula CD33 en la secreción de citocinas inflamatorias por los 

monocitos de sangre periférica.  
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HIPÓTESIS 

 

 

La hiperglucemia disminuye la expresión de CD33 en pacientes con DM2 y en 

monocitos de sujetos sanos expuestos a altas concentraciones de glucosa y esta 

disminución se asocia con el incremento en la producción de citocinas pro-

inflamatorias. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar la expresión de CD33 y la producción de citocinas inflamatorias en 

monocitos de pacientes con diabetes tipo 2, y en un modelo in vitro de 

hiperglucemia en monocitos de sujetos sanos.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1⏐Evaluar la expresión de CD33 en la superficie celular y la expresión del RNAm 

en monocitos de sangre periférica de pacientes con DM2 y sujetos sanos. 

 

2⏐Cuantificar las citocinas inflamatorias IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 y TNF-

α en el plasma de pacientes con DM2 y sujetos sanos. 

 

3⏐En un modelo in vitro de hiperglucemia, evaluar la expresión de CD33 tanto en 

la superficie celular como la expresión del RNAm en monocitos de sangre 

periférica de sujetos sanos cultivados con diferentes concentraciones de D-

glucosa. 
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4⏐En un modelo in vitro de hiperglucemia, cuantificar las citocinas inflamatorias 

IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 y TNF-α secretadas por monocitos de sujetos 

sanos cultivados en altas concentraciones de D-glucosa. 

 

5⏐En un modelo in vitro de hiperglucemia, evaluar la participación de las 

especies reactivas de oxígeno y la expresión de SOCS3 en monocitos de sujetos 

sanos cultivados en altas concentraciones de D-glucosa. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

GRUPOS DE ESTUDIO. 

Este protocolo fue aprobado por el comité de ciencia y bioética 

institucional. Los pacientes con DM2 fueron invitados a participar y reclutados en 

la clínica de síndrome metabólico del Instituto Nacional de Enfermedades 

Respiratorias (INER). Se incluyeron 21 pacientes con diagnóstico de DM2 y 26 

sujetos sanos, todos los participantes otorgaron su consentimiento informado por 

escrito. El diagnóstico de DM2 se realizo de acuerdo con los criterios de 

Asociación Americana de Diabetes (ADA).1 Cuando el paciente presente: un valor 

de hemoglobina glucosilada (HbA1c) mayor a 6.5%, o glucosa plasmática en 

ayunas (FPG) mayor a 126 mg/dl (7.0 mmol/l) el ayuno se define como ausencia 

de ingesta calórica por lo menos durante 8 horas, o muestre una prueba de 

tolerancia a la glucosa mayor a 200 mg/dl (11.1 mmol/l) utilizando una carga de 

glucosa que contiene el equivalente de 75 g de glucosa, o en los casos que un 

paciente presente síntomas clásicos de crisis de hiperglucemia con una glucosa 

plasmática al azar mayor a 200 mg/dl (11.1 mmol/l). 
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SEPARACIÓN DE MONOCITOS. 

De cada uno de los voluntarios se obtuvieron 60ml de sangre periférica 

heparinizada y se separaron las células mononucleares de sangre periférica 

(PBMC) por centrifugación sobre ficoll-Hypaque (Lymphoprep ®NycomedPharma, 

Oslo, Noruega).64 Los monocitos se separaron por selección positiva utilizando 

microperlas magnéticas recubiertas con anticuerpo anti-CD14 utilizando el kit de 

Miltenyi por selección positiva (MACS ® Miltenyi Biotech, Auburn, CA), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Brevemente, se reservó una muestra de 0.2X106  

PBMC antes de realizar la tinción para el análisis de pureza.  

 

Posteriormente las PBMC se incubaron con anticuerpos anti-CD14 

acopladas a microesferas metálicas  (MicroBeads) y se incubaron durante 15 

minutos a 4°C, y se realizaron 3 lavados con amortiguador de fosfatos (PBS, 

Cambrex, Walkersville, MD), 0.5% de albúmina serica bovina (Sigma St. Louis, 

MO), 2 mM de EDTA (Sigma), a pH 7,2) y al final, las PBMC se resuspendieron en 

1 ml de PBS. La separación se realizó con una columna (LS), y un magneto 

separador MACS. Se colocó la columna sobre el magneto y sobre la columna un 

microfiltro, se humedeció la columna y el filtro adicionando 3 ml de PBS, 

posteriormente se adicionó la suspensión celular, las células negativas pasan 

libremente y fueron colectadas en un tubo como fracción negativa, las células no 

adheridas que son retenidas en la columna se removieron adicionando 3 veces 1 
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ml de PBS, de esta fracción se extrajo una muestra de 0.2X106 células para el 

análisis de pureza. Por último, la fracción positiva de monocitos CD14+ fue 

colectada retirando la columna del separador, adicionando 3 ml de PBS y con 

ayuda del émbolo se empujó firmemente para obtener la fracción positiva. De la 

fracción positiva se extrajo una muestra de 0.2X106 de células CD14+ para el 

análisis de pureza por citometría de flujo.  

 

ENSAYOS DE PUREZA CELULAR. 

La pureza de los monocitos CD14+ se evaluó por citometría de flujo usando 

anticuerpos anti-humano CD14. Brevemente, 0.2X106 de las células totales, de 

las fracciones positiva y negativa fueron incubadas con anticuerpo monoclonal 

anti-CD14-FITC (BD Biosciences, San Jose, CA) durante 15 minutos a 

temperatura ambiente, y el exceso de anticuerpo se eliminó adicionando 1 ml de 

solución de  lavado para FACS (PBS, 2% suero de bovino fetal), las células 

fueron resuspendidas en un volumen final de 200 µl de Buffer para FACS y se 

adquirieron 10,000 eventos de cada fracción, la pureza se analizó con el 

programa CellQuest software versión 3,1 (BD biosciences) y los datos fueron 

reportados como porcentaje de células CD14+. 
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MEDIOS Y CULTIVOS CELULARES. 

Las células fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (Cambrex, Walkersville, MD) 

suplementado con 50 ug/ml de sulfato de gentamicina (Sigma, St. Louis, MO) , 

2.0 mmol/l de L-glutamina (Sigma) y 10% de suero humano inactivado por calor 

(Gemini Bioproducts, Sacramento, CA) a 37°C en una atmósfera de CO2 al 5%. 

Para los cultivos de hiperglucemia in vitro, se utilizó medio RPMI 1640 sin 

glucosa (Sigma) y fue suplementado con D-glucosa (Sigma) a una concentración 

de 5,5 mmol/l (concentraciones de glucosa normal equivalente a 99 mg/dl), o 

suplementados con alta glucosa concentración final de D-glucosa de 15, 20, 30, 

ó 50 mmol/l. 

 

EXPRESION DE CD33. 

La expresión de CD33 en la superficie celular se evaluó en monocitos de sangre 

periférica recién obtenida de un grupo de pacientes con DM2 y un grupo de 

voluntarios sanos. Una concentración de 5X105 PBMC fueron incubadas con los 

anticuerpos monoclonales anti-CD33 humano acoplado a ficoeritrina (PE),  anti-

CD3 humano acoplado a PerCP y anti-CD14 acoplado a FITC (BD Biosciences) o 

con los respectivos controles de isotipo durante 15 minutos a temperatura 

ambiente, posteriormente se eliminó el exceso de anticuerpo con 1 ml de 

solución de lavado para FACS. Las células fueron resuspendidas en 200 µl de 
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paraformaldehído al 1% y se analizó la expresión de CD33 por citometría de 

flujo. Los resultados se expresan como la intensidad de fluorescencia media 

(IMF) de 20.000 eventos adquiridos en un citómetro de flujo FACS Calibur (DB 

Biosciences). Los datos fueron analizados con el programa CellQuest software 

versión 3,1 (BD Biosciences). 

 

MODELO DE HIPERGLUCEMIA IN VITRO. 

Para los ensayos de hiperglucemia in vitro, se utilizaron monocitos de voluntarios 

sanos purificados por la técnica de miltenyi a partir de sangre periférica. Los 

monocitos CD14+ a una concentración de 5X105 células/ml fueron resuspendidos 

en medio RPMI con diferentes concentraciones de glucosa 5.5 (90 mg/dL), 15 

(270 mg/dL), 20 (360 mg/dL) y 30 (540 mg/dL) mmol/l, en placas de 24 pozos 

de baja adherencia, y se incubaron a 37° C y 5% CO2 durante 7 días. 

Posteriormente las células fueron separadas mecánicamente por pipeteo, y se 

evaluó la viabilidad celular por el método de MTT. 
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VIABILIDAD CELULAR POR ENSAYOS DE MTT. 

La viabilidad de los monocitos fue evaluada por el ensayo de reducción de 3 (4,5-

dimetiltiazol) 2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma). Brevemente, 2x105 células / 

pozo fueron cultivados durante 3h en presencia de MTT (0,3 mg/ml), 

posteriormente se aspiró el medio y se adicionó isopropanol, se agitó 

suavemente durante 5 minutos para solubilizar los cristales de formazan. Se 

midió la absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas (Multiskan Accent, 

Thermo). Los datos fueron expresados como el porcentaje con respecto a 5.5 

mmol/l de D-glucosa. La viabilidad celular se evaluó 7 días después de los 

tratamientos de glucosa. 

 

EXTRACCIÓN DEL RNA. 

En los grupos de pacientes con DM2 y de voluntarios sanos la extracción del RNA 

total se realizó a partir de 5X105 monocitos recién purificados de sangre 

periférica. En los cultivos de hiperglucemia in vitro 5X105 monocitos purificados 

de voluntarios sanos fueron cultivados en condiciones de hiperglucemia (15, 30, 

o 50 mmol/l de D-glucosa) o en condiciones  normoglucemicas (5.5 mmol/l de D-

glucosa) durante 7 días. En ambos experimentos el RNA total fue extraído de los 

monocitos utilizando el kit RNeasy Mini (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) como 

se describe: De las células en cultivo (5x105) se eliminó el medio de cultivo y se 
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adicionó la solución de lisis (RLT,) el lisado se transfirió a un tubo ependorff de 

1.5 ml y se adicionó etanol al 70%. Se colocó una columna RNeasy Mini sobre un 

tubo de 2 ml, se adicionó en la columna la mezcla del lisado con etanol y se 

centrifugó. Posteriormente se adicionaron las soluciones de (RW1 y RPE, QIAGEN 

GmbH, Hilden, Germany) a la columna RNeasy centrifugando entre cada 

solución. Por último se adicionó agua libre de RNasas directamente a la 

membrana columna, y se centrifugó para obtener el RNA total. 

 

SÍNTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO.  

El DNA complementario se sintetizó por transcripción reversa del RNA total 

utilizando el Kit SuperScript® III Reverse Transcriptase (Life Technologies, NY, 

USA). Brevemente, se mezcló el RNA total, los hexámeros aleatorios, la mezcla 

desoxirribonucleósidos-trifosfato  (dTTP, dATP, dCTP dGTP) a un volumen de 

reacción de 25 µl. Se incubó a 65°C durante 5 min, y 1min a 4°C. Posteriormente 

se adicionó 10 µl de una mezcla que incluye el amortiguador para la reacción de 

transcripción, Dithiothreitol 25 mM, MgCl2 0,1 M, RNaseOUT (40 U/l) y la enzima 

SuperScript III RT (200 U/l) y se incubó 10 min a 25°C, seguido por 50 min a 

50°C, y la reacción se terminó a 85°C durante 5 min y 1 minuto a 4°C. Por 

último se añadió 1 ml de RNasa H (Life Technologies, NY, USA) a cada tubo y se 

incubó durante 20 min a 37°C. El proceso de síntesis se realizó utilizando un 

termociclador (iCycler, Bio-Rad, Hercules, CA). 
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ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA qPCR. 

Se cuantificó la expresión del RNAm de CD33, IL 1β, IL-6, TNF-α, y el gen 

constitutivo 18S ribosomal con las siguientes sondas pre-diseñadas: 

CD33(Hs00233544_m1), TNF-α(Hs01000485_m1), IL-1β(IHs0174097_m1), IL-

6(Hs00985639_m1), SOCS-3(Hs01000485_g1), y 18S (Applied Biosystems, 

Carlsbad, CA). Brevemente, se realizó una mezcla del DNA complementario 

(diluido 1:5), los iniciadores, las sondas pre-diseñadas, la enzima Taq polimerasa 

y el amortiguador para PCR Master Mix (Qiagen) [esta mezcla contiene  la 

enzima DNA polimerasa de Thermus aquaticus (Taq-Polimerasa), cloruro de 

magnesio (MgCl2), los desoxirribonucleósidos-trifosfato  dTTP, dATP, dCTP y 

dGTP,(dNTPs) en un amortiguador a concentraciones optimizadas].  

Posteriormente se adicionó 25 µl de esta mezcla por triplicado en una placa de 

reacción de 96 pozos, y se amplificaron en un termociclador ABI Prism 7700 

(Applied Biosystems), las temperaturas de amplificación utilizadas fueron 50°C 

por 2 min, 95°C por 10 minutos iniciales y posteriormente 40 ciclos a 95°C por 

30s y 62°C por un minuto. Los resultados se analizaron de acuerdo al método 

ΔΔCt (el primer Δ ó incremento, se hace respecto al gen constitutivo 18s y el 

segundo Δ, respecto al control D-glucosa a 5.5 mmol/l) y se reportaron como el 

número de veces de incremento o decremento en con respecto a la condición de 

5,5 mmol/l de D-glucosa. 
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CUANTIFICACION DE CITOCINAS INFLAMATORIAS. 

Cultivos de monocitos (5×105 células/ml) de voluntarios sanos se cultivaron en 

condiciones de baja o alta glucosa (5,5 o 50 mmol/l D-glucosa) durante 7 días en 

placas de 24 pozos. Se colectaron los sobrenadantes y se congelaron a -20 °C. 

La IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 (Forma activa formado por un heterodímero 

de una cadena ligera de 35-kDa y una cadena pesada de 40-kDa) y TNF-α se 

cuantificaron en los sobrenadantes de las células cultivadas en  condiciones 

hiperglicemia in vitro y en el plasma de pacientes con DM2 y sujetos sanos, 

utilizando el KIT de inflamación de CBA  (BD Biosciences). Brevemente, 50uL de 

un cóctel de anticuerpos anti-, TNF-α, IL-1-β, IL-6, IL-8, IL-10, e IL-12 p70 

acoplados a PE se mezclan con 20 µL de una mezcla de perlas de captura para 

cada citocina con diferente intensidad media de fluorescencia (IMF) y 50 µL de la 

muestra ó el coctel de citocinas para la curva estándar, la mezcla se agitó 

perfectamente y se incubaron durante 3h a temperatura ambiente protegidos de 

la luz, después se adicionó 1 ml de solución amortiguadora de lavado a cada 

tubo de ensayo para eliminar el exceso de anticuerpos o perlas y se centrifugó a 

200 g durante 5 minutos. Posteriormente se adicionó a cada muestra 300 µl de 

amortiguador PBS-BSA. Las muestras fueron adquiridas con el software CBA 

(BD) para 6 analitos en un FACsCalibur. Los resultados fueron cuantificados con 

base a la curva estándar y los resultados se expresan como pg/ml. 
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TRATAMIENTO CON TOCOFEROL.  

El α-tocoferol se utilizó como antioxidante en cultivos de monocitos de 

voluntarios sanos. El stock de α-tocoferol disuelto en DMSO se diluyó protegido 

de la luz en pool de suero humano (PHS) a una concentración de 100 mM al 

momento del experimento. En placas de 24 pozos de baja adherencia se 

adicionaron los 5 x 105 monocitos CD14+ y se les adicionó 100 mmol/l de α-

tocoferol o DMSO, se incubaron durante 20 minutos y se añadió las condiciones 

de hiperglucemia in vitro adicionando medio RPMI con D-glucosa a una 

concentración final de 5.5 o 50 mmol/l. 

 

 

DETERMINACIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXÍGENO.  

El marcador fluorescente 5 - (y 6) carboxi-2 ,7-dichlorodihydrofluorescein 

diacetato (carboxi-HZDCF-DA, Molecular Probes Inc., Eugene, Oregón, EE.UU.) 

se utilizó para evaluar la producción de ROS. Carboxi-HZDCF-DA entra en la 

célula y es desacetilada, oxidado por el oxígeno reactivo y especies de nitrógeno 

y se convierte en el compuesto fluorescente 5 - (y 6 -) carboxi-2 ,7-

diclorofluoresceína (carboxi DCF). Después de la incubación con diferentes 

tratamientos, las células fueron incubadas con 10 mM carboxi-HZDCF-DA 

durante 30 min a 37° C con CO2 al 5%. Posteriormente, las células fueron 

teñidas con PE-anticuerpos anti-CD33 humano y PerCP marcado anti-CD3 
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humanos o los controles de isotipo. Carboxi DCF fluorescencia se evaluó en CD33 

células positivas por citometría de flujo. Los resultados se expresaron como la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) en intensidad media de 

Fluorescencia (carboxi-DCF IMF), basado en 20.000 eventos adquiridos. 

 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO.  

Todos los resultados se expresan como media ± desviación estándar (SD). Para 

comparar dos grupos se utilizó la prueba de U de Mann-Whitney para datos no 

paramétricos. Para múltiples comparaciones se utilizó la prueba de Friedman que 

evalúa la diferencia de las medianas seguida de la prueba de Dunnett que 

compara los tratamientos con un grupo control. Los datos fueron analizados 

utilizando el software graph pad prism (versión 5.0). Un valor de P ≤ 0,05 se 

consideró como estadísticamente diferente.  
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RESULTADOS 

 

CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS DE LOS SUJETOS DE 

ESTUDIO. 

 

Las características demográficas de participantes en el estudio se detallan 

en la Tabla 1. Se analizaron 21 pacientes con diagnóstico de DM2 y 26 sujetos 

sanos. El análisis no mostró diferencias significativas respecto al género, la edad, 

el índice de masa corporal (IMC), la creatinina, el colesterol, la LDL y HDL entre 

el grupo de pacientes con DM2 y el grupo control. Como se esperaba los niveles 

de glucosa y de hemoglobina glucosilada (HbA1c) fueron significativamente 

mayores en los pacientes con DM2 respecto a los voluntarios sanos. No se 

observó ninguna otra diferencia clínica entre los grupos, aunque cabe mencionar 

que el valor de triglicéridos se encontró incrementado en ambos grupos. Los 

pacientes con DM2 habían recibido tratamiento hipoglucemiante (metformina y / 

o glibenclamida) al momento de la toma de muestra, ninguno de los pacientes 

estaba recibiendo otro medicamento concomitante. 
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LA MOLÉCULA CD33 ESTA DISMINUIDA EN MONOCITOS DE 

PACIENTES CON DM2. 

 

Para evaluar si la expresión de CD33 está disminuida en los monocitos de 

sangre periférica de los pacientes con DM2, se realizó un análisis de la expresión 

de CD33 en la superficie de los monocitos por citometría de flujo y se analizó la 

expresión de RNAm de CD33 por medio de ensayos por PCR en tiempo real 

(qPCR). Como se muestra en la Figura 1, se observó una disminución 

significativa de la expresión de CD33 en los monocitos obtenidos de pacientes 

con DM2 en comparación con voluntarios sanos (P <0,05) (Figura 1A). Al 

analizar la expresión del RNAm de CD33 también se observó una disminución en 

el grupo de pacientes con DM2 (Figura 1B). Debido a que CD33 es un regulador 

positivo de la producción de citocinas, estos hallazgos sugieren que la baja 

expresión de CD33 podría estar involucrada con el incremento de citocinas 

inflamatorias observado en los pacientes con DM2. 
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Figura 1⏐ Expresión de CD33 en monocitos de pacientes DM2. (A) La sangre recién aislada se incubó con 
anticuerpos anti-CD3, CD14 y CD33 para identificar la intensidad media de fluorescencia (IMF) de CD33 en los 
monocitos. El análisis se realizó en las células CD3-CD14+ (dot plot), y posteriormente se realizó un histograma 
de la expresión de CD33 en los pacientes con DM2 (histograma relleno) y de los sujetos sanos (histograma 
abierto). (B) Grafica de barras que muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF) de CD33 en los 
monocitos recién aislados de pacientes con DM2 (n=10) y los voluntarios sanos (n=10). Los datos se presentan 
como media ± desviación estándar. El * indica una P <0,05 en comparación con donantes sanos. (C) Análisis 
de expresión del ARNm de CD33, en los monocitos de pacientes con DM2 (n=9) y voluntarios sanos (n = 8). 
Los resultados se analizaron de acuerdo al método ΔΔCt, y los datos se presentan como media ± desviación 
estándar. El * indica una P<0,05 en comparación con los voluntarios sanos. 
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CITOCINAS INFLAMATORIAS EN PACIENTES CON DM2. 

 

Para conocer si la reducción de CD33 en los monocitos de los pacientes 

con DM2 se asociaba con un incremento en la producción de citocinas pro-

inflamatorias, se cuantificó los niveles de IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, y 

TNF-α en el plasma de los pacientes con DM2 y en los voluntarios sanos por 

citometría de flujo. Como se muestra en la Figura 2, todas las citocinas pro-

inflamatorias evaluadas (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, y TNF-α) se 

encontraron incrementadas en los pacientes con DM2, aunque este aumento fue 

significativo solo para TNF-α, la IL-8,y la IL-12p70 con respecto a los individuos 

sanos (p <0,05) (Figura 2A). Posteriormente se evaluó la expresión del RNAm de 

la citocinas IL-1β, IL-6, y de TNF-α en los monocitos de pacientes con DM2 y en 

voluntarios sanos por qPCR. En la Figura 2b se muestra la expresión del RNAm 

de TNF-α, donde se observa que los monocitos de pacientes con diabetes tipo 2 

tenían significativamente más mensajero de esta citocina que los voluntarios 

sanos (P <0,05), sin diferencias en la expresión de la IL-1β y IL-6 (datos no 

presentados). 
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Figura 2⏐ Cuantificación de citocinas inflamatorias en pacientes con DM2. En el plasma de los pacientes 
con diabetes tipo 2 y controles sanos se evaluaron las citocinas inflamatorias IL-8, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70 
y TNF-α utilizando el kit CBA. (A) Dot plot representativo de la cuantificación simultánea de citocinas por 
citometría de flujo. (B) Los gráficos de barras muestran la cuantificación de estas citocinas en los pacientes con 
DM2 (n=14) y controles sanos (n=10). Todos los datos se presentan como media ± desviación estándar. El * 
representa una P <0,05 en comparación con los voluntarios sanos. (C) La expresión de RNAm de TNF-α se 
analizó en los monocitos obtenidos de pacientes con DM2 (n=7) y voluntarios sanos (n=9). Los resultados se 
expresan de acuerdo al método ΔΔCt, y los datos se presentan como la media ± DE. * P <0,05 en comparación 
con voluntarios sanos. 
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LA HIPERGLUCEMIA IN VITRO DISMINUYE LA EXPRESIÓN 

DE CD33. 

 

CD33 es una molécula reguladora de la producción de citocinas, y niveles bajos 

de su expresión ha sido asociada con la producción de citocinas inflamatorias. 

Por lo tanto, para evaluar si la hiperglucemia in vitro tiene un efecto sobre la 

expresión de CD33 en la superficie de monocitos de voluntarios sanos. Se realizó 

un cultivo de monocitos CD14+ en presencia de diferentes concentraciones de D-

glucosa (desde 5.5 -50 mmol/l) y se evaluó la expresión de CD33 por citometría 

de flujo. La figura 3A y 3B muestra que la expresión de CD33 se disminuye 

significativamente en los monocitos de voluntarios sanos cultivados en presencia 

de 30 o 50 mmol/l glucosa con respecto a monocitos cultivados con 

concentraciones normales de glucosa (5,5 mmol/l D-glucosa) (p <0,05). 

Para investigar si la glucosa también afecta la transcripción del RNAm de CD33, 

se realizaron ensayos de monocitos en las condiciones previamente descritas 

(ensayos paralelos) y se evaluó la expresión del RNAm de CD33. Como se 

muestra en la figura 3C la expresión del ARNm de CD33 es significativamente 

menor en los monocitos cultivados en el 15, 30 ó 50 mmol/l de D-glucosa 

respecto a concentraciones normales de glucosa (5,5 mmol/l de D-glucosa) (p 

<0,05). 
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Figura 3⏐Las altas concentraciones de glucosa disminuye la expresión de CD33. Los monocitos de 
voluntarios sanos se cultivaron en presencia de D-glucosa (5,5, 15, 30, o 50 mmol/l) durante 7 días. (A) 
histogramas representativos donde se muestra la expresión de CD33 en los monocitos cultivados con 5,5 
mmol/l (histograma gris), 15, 30, ó 50 mmol/l D-glucosa (histograma abierto). (B) Gráficos de barras que 
muestra la intensidad media de fluorescencia de (IMF) de CD33 en monocitos cultivados en alta glucosa en 
comparación con aquellos cultivados con glucosa normal. Los datos se presentan como media ± desviación 
estándar (n=6). (C) Expresión del ARNm de CD33, los resultados fueron analizados según el método ΔΔCt 
respecto al gen constitutivo 18S. Los datos se presentan como la media ± SD (n=3). * P <0,05 en comparación 
con 5,5 mmol/l de D-glucosa.  
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LA HIPERGLUCEMIA IN VITRO INDUCE LA PRODUCCIÓN 

ESPONTANEA DE TNF-α. 

Para evaluar si la disminución de CD33 por la hiperglucemia in vitro se 

asocia con incremento en las citocinas inflamatorias. Se colectaron los 

sobrenadantes de cultivos de monocitos de voluntarios sanos con 

concentraciones normales (5.5 mmol/l) y con alta concentracion de glucosa (50 

mmol/l) después de 7 días y se evaluó la producción de IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, 

IL-12p70, y TNF-α usando citometría de flujo. Nuestros resultados mostraron 

que Las concentraciones de 15 y 30 mmol/l de D-glucosa no inducen una mayor 

producción de citocinas inflamatorias en comparación con los monocitos 

cultivados en 5,5 mmol/l de D-glucosa (datos no presentados). Por otro lado 

observamos que 50 mmol/l de D-glucosa induce un aumento significativo en la 

secreción espontánea de TNF-α (P <0,05). En ausencia de cambios en la 

secreción de otras citocinas como IL-1β e IL-6, estos datos sugieren que la 

disminución de la expresión de CD33 asociada a  altas concentraciones de D-

glucosa no es el resultado de la producción autocrina de IL-1β, IL-6, o IL-8. 

Finalmente para sustentar el incremento de la producción de TNF-α por la 

glucosa, se examinó la expresión del RNAm de TNF-α por la técnica de qPCR. 

Como se muestra en la figura 4B, la expresión de RNAm de TNF-α se incrementa 

en monocitos cultivados con 50 mmol/l en comparación con 5,5 mmol/l de D-

glucosa (p <0,05). 
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Figura 4⏐ Efecto de las altas concentraciones de glucosa en las producción de citocinas 
pro-inflamatoria. Los sobrenadantes de monocitos cultivados en presencia de 5,5 y 50 mmol/l D-
glucosa durante 7 días fueron utilizados para la cuantificación de la proteína de IL-8, IL-1β, IL-6, 
IL-10, IL-12p70 y TNF-α. (A) Los gráficos de barras representan la cuantificación de la producción 
de citocinas (n=3). (B) La expresión del RNAm de TNF-α en monocitos cultivados en altas 
concentraciones de glucosa, los resultados analizaron de acuerdo al método ΔΔCt. Los datos se 
presentan como media ± desviación estándar para todos los gráficos (n=3). * P <0,05 en 
comparación con el tratamiento con 5,5 mmol/l de D-glucosa. 
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LA HIPERGLUCEMIA IN VITRO INDUCE LA PRODUCCIÓN DE 

TNF-α EN MONOCITOS QUE EXPRESAN BAJOS NIVELES DE 

CD33.  

 

Con el fin de investigar si la producción de TNF-α proviene de los 

monocitos que expresan bajos niveles de CD33. Se analizó la producción de TNF-

α en monocitos que expresan bajos niveles de CD33 por citometría de flujo. 

Como se muestra en la figura 5, concentraciones de 50 mmol/l de D-glucosa 

disminuye la expresión de CD33 en monocitos e induce la producción espontánea 

de TNF-α. Interesantemente la glucosa no disminuye la expresión de CD33 en 

todos los monocitos y una subpoblación mantiene los niveles de CD33 altos y 

aunque estas células también producen TNF-α el porcentaje es significativamente 

menor. Por lo tanto, estos resultados indican que la hiperglucemia in vitro induce 

una producción espontánea de TNF-α principalmente en monocitos que expresan 

bajos niveles de CD33. 
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Figura 5⏐ Producción de TNF-α por monocitos expresando altos niveles de CD33 (High) o 
con baja expresión de CD33 (Low). Los monocitos de voluntarios sanos se cultivaron en 
presencia de alta glucosa durante 7 días y fueron teñidas con anticuerpos anti-CD33 y anti-TNF-α. 
(A) Grafica de puntos de los porcentajes monocitos produciendo TNF-α cultivados en 5,5 mmol/l 
(izquierda) o 50 mmol/l (derecha) de D-glucosa (B) El gráfico de barras resume los porcentajes de 
TNF-α producidos por los monocitos y CD33low CD33high en alta glucosa (50 mmol/l de D-glucosa) 
(n=4). Los datos se expresan como media ± desviación estándar. * P <0,05 en comparación con la 
producción de TNF-α por los monocitos CD33low y CD33high. 
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LA DISMINUCIÓN DE CD33 Y LA SECRECIÓN DE TNF-α ES 

PREVENIDA CON EL ANTIOXIDANTE α-TOCOFEROL. 

 

Reportes previos han demostraron que la hiperglucemia induce la 

producción de TNF-α a través de la generación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), y que el pre-tratamiento con el antioxidante α-tocoferol reduce la 

generación de ROS y la producción TNF-α65, 66. Por lo tanto, se evaluó si la 

generación de ROS está asociado con la disminución de CD33 y en la producción 

de TNF-α en monocitos cultivados en altas concentraciones de glucosa.  

 

La figura 6A muestra que altas concentraciones de glucosa (50 mmol/l) 

induce la generación de ROS, y que el tratamiento previo con α-tocoferol 

previene la disminución de la superficie de CD33 en la superficie de los 

monocitos (Figura 6B), el incremento en la expresión del RNAm y la secreción de 

TNF-α inducida por las altas concentraciones de glucosa (Figura 6C). Estos 

resultados sugieren que la generación de ROS inducida por la alta glucosa 

conduce a la regulación negativa de la expresión CD33 y la producción 

espontánea de TNF-α. 
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Figura 6⏐ El efecto de α-tocoferol en la expresión CD33 y la producción de TNF-α. Los 
monocitos de voluntarios sanos se cultivaron en 50 mmol/l de D-glucosa con o sin α-tocoferol 
durante 7 días. (A) Histograma representativo de la generación de ROS a partir de monocitos 
cultivados con 5,5 mmol/l (gris) o 50 mmol/l D-glucosa (histograma abierto) sin α-tocoferol 
(izquierda) o con α-tocoferol (derecha). El gráfico de barras muestra la generación relativa de ROS 
(n=6). (B) Histograma representativo que muestra la expresión de CD33 en monocitos cultivados 
sin (izquierda) o con α-tocoferol (derecha). Gráfica de barras que muestra los niveles de expresión 
relativos CD33 (n=3). (C) Grafica de barras que muestra la producción de TNF-α (panel izquierdo), 
o la expresión del RNAm de TNF-α (panel de la derecho), con y sin α-tocoferol (n=3). Los datos se 
expresan como media ± desviación estándar. * P <0,05 en comparación con con 5,5 mmol/l de D-
glucosa. 
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LA HIPERGLUCEMIA IN VITRO INDUCE LA EXPRESIÓN DEL 

SUPRESOR DE LA SEÑALIZACIÓN DE CITOCINAS 3 (SOCS3). 

 

Aunque previamente demostramos que la generación de ROS participa en 

la disminución de CD33 en la superficie de los monocitos, la molécula encargada 

de internalizar y degradar a CD33 es la proteína supresora de la señalización de 

citocinas 3 (SOCS3)61. Estudios recientes han documentado que concentraciones 

altas de glucosa incrementan la expresión del RNAm de SOCS3 en células 

mononucleares62, 67. Por tal motivo, se evaluó la expresión SOCS3 en monocitos 

cultivados con 50mmol/l de glucosa durante 2, 24, 48 h y 7 días de cultivo. En la 

figura 7 se muestra que la expresión del RNAm de SOCS3 aumentó después de 

48 h de cultivo en presencia de concentraciones altas de glucosa (50 mmol/l). 

Aunque los niveles de RNAm de la SOCS3 disminuyeron a los 7 días, los niveles 

en el día siete son aún más altos que los detectados en los monocitos cultivados 

en una concentración de 5,5 mmol/l de D-glucosa. Este resultado sugiere que la 

disminución de la expresión CD33 en la superficie celular de monocitos puede ser 

regulada por el incremento de SOCS3 inducido bajo condiciones de 

hiperglucemia.  
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Figura 7⏐ Expresión de RNAm de SOCS3 en monocitos. Los monocitos de voluntarios sanos 
fueron cultivados en 5,5 o 50 mmol/l de D-glucosa por 2, 24, o 48 horas o 7 días, y los niveles de 
expresión de RNAm de SOCS3 se evaluó utilizando el ensayo Taqman. La expresión génica se 
normalizó con el gen 18S, y los resultados se expresan según el método ΔΔCt como cambio 
relativo de la expresión con respecto a las células tratadas con 5,5 mmol/l de D-glucosa. Los datos 
se presentan como media ± desviación estándar (n=3). * P <0,05. 
 

 

  

C
am

bi
o 

re
la

tiv
o 

de
 la

 e
xp

re
si

ón
 

de
l R

N
A

m
 d

e 
SO

C
S3

 (Δ
ΔC

t) 



 
 
 
                                TESIS DE DOCTORADO 2012                      
                                YOLANDA GONZÁLEZ HERNÁNDEZ 
 

      Efecto de la hiperglucemia sobre la activación y función de CD33 en monocitos de pacientes con 
DM2 y sujetos sanos. 

 
 

 
 

 57	
  

DISCUSIÓN 

 

El principal hallazgo de nuestro estudio es que la expresión de CD33 en 

superficie y el RNAm se redujo significativamente en los monocitos de los 

pacientes con DM2. Las citocinas  IL-8, IL-12 y TNF-α en el plasma de pacientes 

con DM2 se encontraban incrementadas en comparación con voluntarios sanos. 

Estos resultados sugieren que la elevación de citocinas pro-inflamatorias en el 

suero de pacientes con DM2 podría estar relacionado con la disminución en la 

expresión de CD33.  

 

Los resultados concuerdan con reportes previos donde se observo que la 

inhibición de la expresión de CD33 induce la producción espontánea de TNF-α, 

IL-6 y IL-8 en los monocitos humanos,54 y que en el plasma de pacientes con 

DM2 se observo aumento de las citocinas pro-inflamatorias. 32, 45, 68 A pesar de 

que diversos mecanismos se han descrito en relación al incremento de citocinas 

inflamatorias en pacientes con diabetes, este es el primer estudio que describe 

una asociación entre CD33 y el perfil de citocinas inflamatorias en pacientes con 

DM2. 
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Adicionalmente en este estudio se demostró que la hiperglucemia in vitro 

disminuye la expresión de la proteína en la superficie celular y el RNAm de CD33 

en monocitos humanos de voluntarios sanos y un incremento significativo en la 

producción de  TNF-α, pero no de otras citocinas inflamatorias. Estudios previos, 

han mostrado resultados inconsistentes. Por ejemplo, en monocitos cultivados 

con 33 mmol/l de glucosa se observó un incremento del RNAm de TNF-α 69.  

 

Además, en una línea de monocitos como la THP-1 se observo que la 

hiperglucemia aumenta la producción de IL-1β e IL-6, y en monocitos humanos 

primarios la hiperglucemia inducen la producción de IL-6. 70, 71 Mientras que otros 

estudios demostraron una reducción de los niveles de IL-1β en macrófagos 

murinos RAW264 expuestos a 8.20 mmol/l de D-glucosa.72 Estas diferencias 

podrían estar relacionadas con el uso de diferentes tipos de células, las 

concentraciones de glucosa o los tiempos de cultivo utilizados para determinar 

las citocinas. Nuestro estudio mostró que las alta concentración de glucosa en 

tiempos largos induce en monocitos primarios la producción de TNF-α. 

 

Por otro lado, también se observó que la alta concentración de glucosa 

aumentan la proporción de monocitos con baja expresión de CD33 que producen 

TNF-α. Interesantemente, nuestros resultados muestran una subpoblación de 

monocitos que no son afectados por la glucosa y mantienen la expresión de 

CD33 alta, aunque estas células también producen TNF-α es significativamente 
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menor el porcentaje de células productoras de citocinas. Estos resultados apoyan 

la idea de que la hiperglucemia conduce a un aumento de la producción TNF-α a 

través de un mecanismo mediado por CD33. En este contexto, previamente se 

había reportado la producción espontánea de IL-6 en células dendríticas CD33+ y 

en células dendríticas plasmocitoides que expresan CD33-/dim en pacientes con 

diabetes sin complicaciones73 Estos hallazgos sugieren que un incremento en la 

producción de citocinas pro-inflamatorias en pacientes con DM2 puede estar 

parcialmente asociado a la subpoblación de monocitos CD33low. 

 

Para dilucidar el mecanismo por el cual la hiperglucemia disminuye la 

expresión de CD33 e incrementa la producción de TNF-α en los monocitos, se 

exploró el papel de las especies reactivas de oxígeno (ROS), ya que en estudios 

previos se había descrito que la producción de ROS generadas por las altas 

concentraciones de glucosa contribuye en la inflamación.50, 62, 66 Los resultados 

mostraron que el tratamiento con α-tocoferol disminuyó la generación de ROS e 

impidió el efecto de la glucosa sobre la expresión CD33.  

 

Este resultado apoya la idea de que el estrés oxidativo generado en 

concentraciones altas de glucosa in vitro contribuye a la disminución de CD33, 

adicionalmente, se observó que los monocitos que fueron tratados con α-

tocoferol y cultivados en concentraciones altas de glucosa no produjeron TNF-α. 

Este resultado indica que la generación de ROS induce la producción de TNF-α en 
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monocitos humanos cultivados en concentraciones altas de glucosa. Por lo tanto, 

la baja expresión de CD33 y la inhibición de TNF-α por los monocitos se 

relacionan con la generación de ROS. Estos datos sugieren que la generación de 

ROS inducida por altas concentraciones de glucosa participa en la desregulación 

de la expresión de CD33. Por otra parte, la generación de ROS puede inducir la 

producción de citocinas pro-inflamatorias que a su vez regulan la expresión de 

CD33. Shamsasenjan et al. describieron previamente que la producción de IL-

6regula la expresión CD33 en células de mieloma.74 Sin embargo, no se observó 

incremento de la producción de IL-6 en los sobrenadantes de monocitos en 

nuestras condiciones experimentales, por lo que es probable que esta citocina no 

participe en el mecanismo de desregulación de CD33. Adicionalmente 

encontramos un incremento en la expresión del RNAm de SOCS3 en monocitos 

cultivados en las condiciones de hiperglucemia in vitro, lo que sugiere que esta 

molécula podría estar regulando los niveles de expresión de CD33 en los 

monocitos. Esta hipótesis es consistente con resultados previos donde se observó 

que SOCS3 induce la degradación de CD33 en monocitos.61 Recientemente, se ha 

reportado que la ingesta de altas concentraciones de glucosa induce in vivo la 

expresión de SOCS3 en monocitos periféricos.62, 67, 75 Interesantemente, la 

expresión SOCS3 es inducida por el TNF-α y, por lo tanto, podría ser un 

mecanismo de retroalimentación en la inflamación por un mecanismo a través de 

CD33.76, 77  

 



 
 
 
                                TESIS DE DOCTORADO 2012                      
                                YOLANDA GONZÁLEZ HERNÁNDEZ 
 

      Efecto de la hiperglucemia sobre la activación y función de CD33 en monocitos de pacientes con 
DM2 y sujetos sanos. 

 
 

 
 

 61	
  

LIMITACIONES DEL ESTUDIO. 

Cabe mencionar que se requieren más estudios para dilucidar el efecto de TNF-α 

sobre la expresión de SOCS3 y su efecto en la disminución de CD33 en la 

superficie celular. Por otro lado, también es necesario evaluar en estudios futuros 

las implicaciones clínicas de la disminución CD33 en la superficie celular de los 

monocitos de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2.  

 

CONCLUSIÓN. 

La hiperglucemia in vitro induce la disminución de la expresión de CD33 lo que 

desencadena la secreción de la citocina inflamatoria TNF-α por un mecanismo 

que involucra la generación de estrés oxidativo y de la expresión de SOCS3. 
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Abstract

Background: CD33 is a membrane receptor containing a lectin domain and a cytoplasmic immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) that is able to inhibit cytokine production. CD33 is expressed by monocytes,
and reduced expression of CD33 correlates with augmented production of inflammatory cytokines, such as IL-1b,
TNF-a, and IL-8. However, the role of CD33 in the inflammation associated with hyperglycemia and diabetes is
unknown. Therefore, we studied CD33 expression and inflammatory cytokine secretion in freshly isolated
monocytes from patients with type 2 diabetes. To evaluate the effects of hyperglycemia, monocytes from healthy
donors were cultured with different glucose concentrations (15-50 mmol/l D-glucose), and CD33 expression and
inflammatory cytokine production were assessed. The expression of suppressor of cytokine signaling protein-3
(SOCS-3) and the generation of reactive oxygen species (ROS) were also evaluated to address the cellular
mechanisms involved in the down-regulation of CD33.

Results: CD33 expression was significantly decreased in monocytes from patients with type 2 diabetes, and higher
levels of TNF-a, IL-8 and IL-12p70 were detected in the plasma of patients compared to healthy donors. Under
high glucose conditions, CD33 protein and mRNA expression was significantly decreased, whereas spontaneous
TNF-a secretion and SOCS-3 mRNA expression were increased in monocytes from healthy donors. Furthermore, the
down-regulation of CD33 and increase in TNF-a production were prevented when monocytes were treated with
the antioxidant a-tocopherol and cultured under high glucose conditions.

Conclusion: Our results suggest that hyperglycemia down-regulates CD33 expression and triggers the
spontaneous secretion of TNF-a by peripheral monocytes. This phenomenon involves the generation of ROS and
the up-regulation of SOCS-3. These observations support the importance of blood glucose control for maintaining
innate immune function and suggest the participation of CD33 in the inflammatory profile associated with type 2
diabetes.

Keywords: Antioxidant, Cytokines, Monocytes, ROS, Siaglec-3, Type 2 diabetes

Background
Both acute and chronic hyperglycemia are associated
with inflammation [1]. Patients with newly diagnosed or
established diabetes mellitus (DM) have significantly
higher levels of acute-phase proteins and pro-inflamma-
tory cytokines compared to control subjects without

DM [2-5]. Monocytes isolated from patients with type 1
diabetes produce increased levels of IL-6, IL-1b and che-
mokines of the CXC family including IL-8 and inter-
feron gamma-induced protein 10 (IP-10) [6].
Furthermore, monocytes from patients with DM pro-
duce higher levels of TNF-a and IL-8 in comparison to
control monocytes [7-9].
TNF-a production is thought to play a role in the

generation of microvascular complications associated
with diabetes, e.g., by enhancing chronic eye
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inflammation [10,11]. In addition to triggering acute and
chronic inflammation, TNF-a regulates glucose and
lipid metabolism and inhibits insulin production in pan-
creatic beta cells [12]. TNF-a is also produced in adi-
pose tissue.
In both clinical and experimental conditions, hypergly-

cemia has been shown to alter many cellular parameters.
This metabolic state leads to the generation of reactive
oxygen species (ROS), the activity of protein kinase C
(PKC), and the expression of p38 mitogen-activated pro-
tein kinase, nuclear factor �B (NF-�B), inflammatory
cytokines, and chemokines [13-15].
Diverse mechanisms have been proposed to explain

how hyperglycemia contributes to inflammation. For
example, PKC activity may be increased secondarily to a
poorly reversible, non-enzymatic protein glycation pro-
cess, which could lead to the irreversible production of
advanced glycation end products (AGEs). AGEs are
known to stimulate the production of inflammatory
cytokines in monocytes and macrophages through the
activation of a specific receptor for AGEs (RAGE)
[16,17]. Additionally, hyperglycemia may stimulate the
production of inflammatory cytokines by increasing the
levels of peroxides and free radicals. High serum con-
centrations of glucose can lead to enhanced glycolysis
and mitochondrial overproduction of superoxide anion
(O2

-) and other reactive oxygen species (ROS), which
directly induce the activation of protein kinase C (PKC)
and nuclear factor �B (NF-�B) [18,19]. Indeed, these
transcription factors have been shown to induce the
release of IL-1b and IL-6 by human monocytes cultured
under high glucose conditions [20]. The secondary
effects of PKC and NF- �B activation resulting from
hyperglycemia can further amplify the inflammatory
response, resulting in the production of the chemokine
IP-10 and the up-regulated expression of TLR2 and
TLR4 [6].
Although these mechanisms can partially explain the

high levels of inflammatory cytokines observed under
acute hyperglycemic conditions, the effects of high glucose
on other regulatory molecules involved in the control of
inflammatory cytokine production have not yet been iden-
tified. Low membrane expression levels of CD33 have
been associated with higher levels of inflammatory cyto-
kine production, and CD33 is expressed by myeloid pro-
genitor cells of the bone marrow as well as peripheral
blood monocytes and lymphocytes [21,22]. CD33, which is
also referred to as human sialic acid-binding Ig superfam-
ily lectin (hSiglec-3), is a member of the Siglec family that
includes 11 human proteins of I-type (Ig-type) lectins with
a V-set Ig-like domain and varying numbers of C2-set Ig-
like domains, such as sialoadhesins (Siglec-1 and CD169),
CD22 (Siglec-2), myelin-associated glycoprotein (MAG;
Siglec-4), and additional members from a subgroup that

contains CD33 (Siglec-3) and CD33-related Siglecs
(Siglec-5 to -11) [22-25].
The regulation of cytokine production via CD33 is

believed to depend on two putative conserved tyrosine-
based signaling motifs contained within the cytosolic tail
of CD33. These signaling motifs, known as immunore-
ceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs), act as
regulatory elements that inhibit signaling [22]. CD33
activity is regulated by SOCS3, which is a member of
the suppressor of cytokine signaling (SOCS) protein
family. The binding of SOCS3 to the phosphorylated
ITIM of CD33 induces the proteosomal degradation of
both molecules [26], and the reduction of CD33 surface
expression on monocytes by silencing with small inter-
fering RNA (siRNA) or antibody blockade results in the
increased secretion of IL-1b, IL-8, and TNF-a [27].
Interestingly, the role of CD33 in the production of

pro-inflammatory cytokines secondary to hyperglycemia
has not yet been explored. Thus, the aim of the current
study was to examine the effects of high glucose concen-
trations on the expression of CD33 and the production
of cytokines in human monocytes from healthy indivi-
duals. Additionally, from patients with type 2 diabetes,
the levels of CD33 expression on freshly obtained mono-
cytes and serum cytokine levels were evaluated and com-
pared to those from healthy individuals. Our results show
that under hyperglycemic conditions, monocytes CD33
mRNA and surface protein expression was decreased,
whereas TNF-a production was increased. These changes
were inhibited by antioxidant pre-treatment, suggesting
that the hyperglycemic-dependent decrease in CD33
expression involves the generation of oxidative stress.

Results
The clinical characteristics of the studied subjects are
summarized in Table 1. There were no significant differ-
ences in gender, age, BMI, or the levels of creatinine or
LDL or HDL cholesterol between the control group and
the type 2 diabetes group. The levels of glucose, HbA1c
and triglycerides were significantly higher among type 2
diabetes subjects than control subjects. Most patients
with type 2 diabetes had received metformin and Glib-
enclamide. Only one of the diabetes patients had
received metoprolol, and another had been administered
clonazepam and levopromazine. None of the patients
had been prescribed angiotensin receptor blockers, insu-
lin, or statins. Healthy donors did not have any infec-
tions or inflammatory diseases and did not take any
medications during the study period.

Diminished CD33 expression in monocytes from patients
with type 2 diabetes
To determine whether CD33 expression is decreased in
freshly isolated peripheral monocytes from type 2
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diabetes patients relative to healthy control subjects,
flow cytometry and qPCR studies were performed. As
shown in Figure 1, a significant decrease in the cell sur-
face expression of CD33 was detected in monocytes
obtained from patients with type 2 diabetes, as com-
pared to those from healthy volunteers (P < 0.05) (Fig-
ure 1A and 1B).
In addition, CD33 mRNA expression was also reduced

in monocytes from type 2 diabetes patients (Figure 1C).
Because CD33 is a regulator of cytokine production,
these findings suggest that low levels of CD33 expression
could be involved in the elevated inflammatory cytokine
production observed in patients with type 2 diabetes.

Increased pro-inflammatory cytokine levels in plasma
from patients with type 2 diabetes
We next measured the levels of pro-inflammatory cyto-
kines in the blood plasma of type 2 diabetes patients
and healthy subjects. As shown in Figure 2, all of the
pro-inflammatory cytokines evaluated (IL-1b, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12p70, and TNF-a) were increased in patients
with type 2 diabetes, although only the increases in
TNF-a, IL-8, and IL-12 p70 were statistically significant
in comparison to healthy individuals (P < 0.05) (Figure
2A). In addition, TNF-a production by monocytes was
assessed by quantitative real time PCR (qPCR), and
monocytes from patients with type 2 diabetes had signif-
icantly elevated levels of TNF-a mRNA than controls (P
< 0.05) (Figure 2B).

High glucose conditions down-regulate the surface
expression of CD33 in cultured monocytes
CD33 is known to play a role in the regulation of
cytokine production, and low levels of CD33 expres-
sion have been associated with high levels of inflam-
matory cytokine production. Therefore, using flow
cytometry, we measured the relative levels of CD33
surface expression on peripheral monocytes that were
isolated from healthy volunteers and cultured in the
presence of low or high concentrations of D-glucose.
As shown in Figures 3A and 3B, culturing monocytes
with 30 or 50 mmol/l D-glucose for 7 days induced a
significant decrease in CD33 expression on the cell
surface, compared to culture conditions containing
5.5 mmol/l D-glucose (P < 0.05). CD33 mRNA
expression was also decreased in monocytes cultured
for 7 days under high glucose conditions. As shown
in Figure 3C, CD33 mRNA expression was signifi-
cantly reduced in monocytes cultured in 15, 30 or 50
mmol/l D-glucose, compared to those cultured under
normal glucose conditions (5.5 mmol/l D-glucose) (P
< 0.05).

High glucose conditions induce pro-inflammatory
cytokine production
Previous studies have shown that high glucose concen-
trations in vitro induce the production of greater
amounts of IL-6 [20], which is a cytokine that can regu-
late CD33 expression [28]. Therefore, we evaluated the
long-term effects (7 days) of high glucose conditions on
the levels of interleukin-1b (IL-1b), interleukin-6 (IL-6),
interleukin-8 (IL-8), interleukin-10 (IL10), interleukin-
12p70 (IL-12p70), and tumor necrosis factor (TNF-a)
released into the supernatants of cultured monocytes
using flow cytometry. In addition, we examined the
levels of cytokine mRNA using qPCR. Concentrations of
15 and 30 mmol/l D-glucose did not induce the produc-
tion of pro-inflammatory cytokines (data not shown).
However, 50 mmol/l D-glucose significantly induced
both TNF-a secretion (P < 0.05) and TNF-a mRNA
expression, compared to 5.5 mmol/l D-glucose (P <
0.05) (Figure 4A and 4B). In addition, an increase in IL-
12 p70 expression was observed, although it did not
reach statistical significance. The levels of IL-1b, IL-6
and IL-10 were not increased under these conditions.
These results suggest that the low levels of CD33
expression observed in monocytes cultured in high con-
centrations of D-glucose were not the result of autocrine
IL-1b, IL-6, IL-8 or IL-10 production. Nonetheless, the
reduction in CD33 mRNA and cell surface protein
expression may be associated with high levels of TNF-a
production.

Table 1 Demographic characteristics and clinical data of
the groups

Type 2
diabetes

Healthy P value

n 21 26

Gender (M/F) 8/13 6/20 0.0832

Age (years) 51.16 (10.17) 48.48 (9.42) 0.1868

BMI (kg/m2) 27.85 (4.64) 28.32 (2.22) 0.4579

Glucose (mg/dl) 265.30 (79.71) 96.28 (9.19) < 0.0001
*

Creatinine (mg/dl) 0.70 (0.24) 0.76 (0.12) 0.0757

Cholesterol (mg/dl) 211.50 (37.15) 212.00 (43.44) 0.4547

Triglycerides (mg/dl) 295.50 (297.10) 198.00
(116.80)

0.0171 *

LDL cholesterol (mg/dl) 129.30 (37.29) 134.60 (34.26) 0.5

HDL cholesterol (mg/dl) 45.16 (8.96) 46.08 (12.23) 0.4019

Hb1Ac (%) 10.42 (2.04) 5.58 (0.25) < 0.0001
*

Time since diagnosis
(years)

7 -

Data are means SD. *P values correspond to the differences between healthy
and type 2 diabetes
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Figure 1 CD33 expression in human monocytes from type 2 diabetes patients. (A) Monocytes were stained with anti-CD3, CD14 and CD33
mAbs. At least 50,000 events were acquired for the flow cytometry analysis. CD33 expression is shown after gating for the CD3-CD14+ cells, and
a histogram of CD33 expression was plotted for type 2 diabetes patients (tinted histogram) and healthy subjects (open histogram). (B) A bar
graph showing the mean intensity fluorescence (MFI) data for CD33 expression in freshly isolated monocytes from patients with type 2 diabetes
(n = 10) and healthy donors (n = 10). The data are presented as the mean ± SD. * P < 0.05 compared to healthy donors. (C) Monocytes from
type 2 diabetes patients (n = 9) and healthy donors (n = 8) were evaluated using Taqman gene expression analysis for CD33 mRNA expression.
The results were analyzed according to the ΔΔCt method, and the data are presented as the mean ± SD. * P < 0.05 compared to healthy
donors.
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Figure 2 Pro-inflammatory cytokine production in type 2 diabetes patients. Plasma from type 2 diabetes patients and healthy controls was
tested for the presence of pro-inflammatory cytokines using the CBA kit for IL-8, IL-1b, IL-6, IL-10, IL-12p70 and TNF-a. (A) The bar graphs show
the quantification of these cytokines for type 2 diabetes patients (n = 14) and healthy controls (n = 10). All data are presented as the mean ±
SD. * P < 0.05 compared to healthy donors. (B) The expression of TNF-a mRNA and 18 S ribosomal RNA was analyzed for monocytes collected
from type 2 diabetes patients (n = 7) and healthy subjects (n = 9). The results are expressed according to the ΔΔCt method, and the data are
presented as the mean ± SD. * P < 0.05 compared to healthy donors.
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Figure 3 High glucose concentrations down-regulate CD33 expression in human monocytes. Monocytes from healthy donors were
cultured in the presence of D-glucose (5.5, 15, 30, or 50 mmol/l) for 7 days. (A) Representative histograms show the expression of CD33 in
monocytes cultured with 5.5 mmol/l (gray), 15, 30, or 50 mmol/l (open histogram) D-glucose. (B) Bar graphs show the MFI of CD33 in
monocytes cultured under high glucose compared to those cultured in normal medium. The data are presented as the mean ± SD (n = 6). (C)
Taqman gene expression mRNA analysis of CD33 and 18 S ribosomal RNA expression. The results were analyzed according to the ΔΔCt method,
and all data are presented as the mean ± SD (n = 3). * P < 0.05 compared to 5.5 mmol/l D-glucose.
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TNF-a production is increased in monocytes cultured
under high glucose conditions
To investigate whether the observed increase in TNF-a
production was mediated by an effect of high glucose
concentrations on CD33 expression in monocytes, we
assessed the production of TNF-a in monocytes expres-
sing low or high levels of CD33. As shown in Figure 5A,
50 mmol/l D-glucose increased the relative percentage of
CD33low monocytes, thereby decreasing the fraction of
CD33high cells. However, both populations demonstrated
increased TNF-a production. Thus, these results indicate
that in vitro hyperglycemia induces the overproduction
of TNF-a in both CD33low and CD33high monocytes.
However, the frequency of TNF-a-producing cells was
significantly higher in the CD33low subset (Figure 5B).

CD33 down-regulation and TNF-a production is
prevented by a-tocopherol treatment
The generation of ROS resulting from high concentra-
tions of glucose is believed to contribute to hypergly-
cemia-induced inflammatory responses. Thus, we

assessed whether ROS generation was involved in the
production of TNF-a and CD33 expression by human
monocytes cultured under high glucose conditions. As
shown in Figure 6A, the generation of ROS by glucose
was dose-dependent, and this effect was prevented by
co-incubation with a-tocopherol, a compound known
to reduce ROS generation and TNF-a production
[29,30]. Additionally, a -tocopherol treatment pre-
vented the decrease in surface CD33 expression by
monocytes (Figure 6B), the up-regulation of TNF-a
mRNA expression, and the secretion of TNF-a
induced by high glucose conditions (Figure 6C). Thus,
these results suggest that ROS generation induced by
high glucose concentrations is responsible for the
down-regulation of CD33 expression and spontaneous
production of TNF-a.

High glucose concentrations induce the expression of
suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) in monocytes
Recent studies have demonstrated that high glucose
concentrations increase the expression of SOCS3
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Figure 4 Effect of high glucose concentrations on pro-inflammatory cytokine production. Supernatants from monocytes cultured in the
presence of 5.5 and 50 mmol/l D-glucose for 7 days were used for the quantification of IL-8, IL-1b, IL-6, IL-10, IL-12p70 and TNF-a protein levels.
(A) The bar graphs represent the quantification of cytokine production (n = 3). (B) The expression of TNF-a mRNA from monocytes cultured in
high glucose. TNF-a mRNA and 18 S ribosomal RNA expression was analyzed by qPCR, and the results are expressed according to the ΔΔCt
method. The data are presented as the mean ± SD for all graphics (n = 3). * P < 0.05 compared to treatment with 5.5 mmol/l D-glucose.
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Figure 5 TNF-a production in CD33lowand CD33highmonocytes. Monocytes from healthy donors were cultured in the presence of glucose
for 7 days and were then stained with anti-human CD33 and anti-human TNF-a antibodies. (A) Representative dot-plots show the percentages
of TNF-a-producing CD33low and CD33high monocytes that were cultured with either 5.5 mmol/l (left) or 50 mmol/l (right) D-glucose (B) The bar
graph summarizes the levels of TNF-a production by CD33low (white) and CD33high (black) monocytes cultured with 50 mmol/l D-glucose (n =
4). The data are expressed as the mean ± SD. * P < 0.05 as compared to the TNF-a production by CD33low and CD33high

Gonzalez et al. BMC Immunology 2012, 13:19
http://www.biomedcentral.com/1471-2172/13/19

Page 8 of 14



mRNA in mononuclear cells [31,32]. Furthermore,
SOCS3 has been shown to induce proteosomal degra-
dation of CD33 in adherent monolayers of human
cells [26]. Thus, we evaluated SOCS3 mRNA expres-
sion in monocytes cultured under hyperglycemic con-
ditions for 2, 24, 48 h and 7 days. As shown in Figure
7, the levels of SOCS3 mRNA increased after 48 h of
culture in the presence of high glucose concentrations
(50 mmol/l). Although the levels of SOCS3 mRNA
had decreased after 7 days of culture, the levels
detected at this time remained greater than those in
monocytes cultured in 5.5 mmol/l D-glucose. These
results suggest that the down-regulation of cell surface
CD33 expression mediated by high glucose concentra-
tions may be regulated by increased levels of SOCS3
protein.

Discussion
The primary finding of our study is that CD33 cell sur-
face protein and mRNA expression levels are signifi-
cantly reduced in monocytes from patients with type 2
diabetes. The analysis of the plasma cytokine profile of
patients with type 2 diabetes showed that pro-inflamma-
tory cytokine levels were increased, although only the
levels of IL-8, IL-12, and TNF-a were significantly
increased when compared to healthy volunteers. These
results suggest that the elevated levels of pro-inflamma-
tory cytokines in the serum of patients with type 2 dia-
betes could be related to the down-regulated expression
of CD33. Increased levels of pro-inflammatory cytokines
in the plasma of patients with type 2 diabetes have been
widely reported [5,9,33]. On the other hand, sponta-
neous production of TNF-a, IL-6, and IL-8 was
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Figure 6 The effect of a-tocopherol treatment on monocyte CD33 expression andTNF-a production. Monocytes from healthy donors
were cultured in 50 mmol/l D-glucose either with or without a-tocopherol for 7 days. (A) Representative histogram of ROS generation from
monocytes cultured with 5.5 mmol/l (gray) or 50 mmol/l D-glucose (open histogram) without a-tocopherol (left) or with a-tocopherol (right).
The bar graph shows relative ROS generation (n = 6). (B) A representative histogram showing CD33 expression from monocytes cultured without
(left) or with a-tocopherol (right). The bar graph shows the relative CD33 expression levels (n = 3). (C) Left panel, the production of TNF-a, as
measured by flow cytometry. Right panel, relative fold change of TNF-a mRNA expression with and without a-tocopherol treatment (n = 3). All
data are expressed as the mean ± SD. * P < 0.05 compared to treatment with 5.5 mmol/l D-glucose.
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observed in human monocytes treated with anti-CD33
or by decreasing CD33 surface expression by RNA inter-
ference [27]. Although diverse mechanisms have been
proposed to explain the increase of inflammatory cyto-
kines in patients with type 2 diabetes, to our knowledge,
this is the first study to describe an association between
CD33 and the inflammatory cytokine profile in type 2
diabetes patients.
This study also demonstrated that high glucose con-

centrations in vitro resulted in decreased expression of
CD33 protein and mRNA in human monocytes from
healthy donors.
In addition, we observed a significant increase in levels

of TNF-a present in the supernatants of monocytes cul-
tured under high glucose conditions (50 mmol/l D-glu-
cose), although this increase was not observed for other
cytokines. Increased levels of TNF-a mRNA from
monocytes cultured with 33 mmol/l glucose have pre-
viously been described for healthy individuals [3]. In
addition, we did not detect an effect of high glucose
concentrations on the production of IL-1b or IL-6 in
monocytes. However, previous studies have reported
inconsistent results; some have shown that hyperglyce-
mia increases the production of IL-1b and IL-6 in the
THP-1 cell line, whereas others have shown that hyper-
glycemia only induces the production of IL-6 in primary
human monocytes [20,34]. In addition, other studies
have demonstrated reduced IL-1b levels in RAW264

murine macrophages exposed to 8-20 mmol/l D-glucose
[35]. These differences may be related to differences in
the cell types, glucose concentrations or lengths of cul-
ture time used to measure cytokine levels. Other authors
reported that high glucose concentration and LPS treat-
ment act synergistically for stimulate the secretion of
inflammatory cytokines in peripheral mononuclear cells
from humans [36,37]. Consistent with the formerly
mentioned data from other authors, our results pre-
sented here serve to extend previous knowledge of the
role of high glucose concentrations on the promotion of
inflammation by demonstrating the in vitro effects of
high glucose concentrations on TNF-a production by
human monocytes.
We also presented evidence demonstrating that high

glucose concentrations in vitro could increase the pro-
portion of CD33low monocytes and reduce the propor-
tion of CD33high monocytes, although TNF-a
production was increased in both cell populations.
These results support the idea that hyperglycemia leads
to an increase in TNF-a production through a CD33-
mediated mechanism, although there are likely addi-
tional mechanisms involved in production of TNF-a
that are beyond the scope of this study. Furthermore,
the spontaneous production of IL-6 by CD33-/lowplasma-
cytoid dendritic cells from patients with diabetes with-
out atherosclerotic complications has been reported
[38]. These findings suggest that the increased produc-
tion of pro-inflammatory cytokines in patients with type
2 diabetes may be partially associated with the subpopu-
lation of CD33low monocytes.
The precise mechanisms by which hyperglycemia

down-regulates CD33 expression have not yet been elu-
cidated, although the generation of ROS by high glucose
concentrations is believed to contribute to hyperglyce-
mia-induced inflammatory responses [19,29,30]. Thus,
we explored the association between ROS generation
and CD33 expression in monocytes cultured under high
glucose concentrations and treated with a-tocopherol.
The results showed that a-tocopherol decreased ROS
generation and prevented the effect of high glucose on
CD33 expression. This result supports the idea that the
oxidative stress generated by high glucose concentra-
tions contributes to the down-regulation of CD33.
We observed an inhibition of TNF-a production in

monocytes that were cultured under conditions of high
glucose and were treated with a-tocopherol. This result
indicates that ROS generation is involved in the TNF-a
production by human monocytes cultured under high
glucose conditions. Thus, the low expression of CD33
and the inhibition of TNF-a production in monocytes
cultured under high glucose concentrations are primar-
ily related to ROS generation. Therefore, we propose
that ROS generation induced by high glucose conditions

Figure 7 Expression of SOCS3 mRNA in monocytes. Monocytes
from healthy donors were cultured in 5.5 or 50 mmol/l D-glucose
for 2, 24, or 48 hours or 7 days, and the expression levels of SOCS3
mRNA and 18 S ribosomal RNA were evaluated using the Taqman
gene assay. Gene expression was normalized to that of the
housekeeping gene, and the results are expressed according the
ΔΔCt method as the relative fold-change with respect to cells
treated with 5.5 mmol/l D-glucose. The data are presented as the
mean ± SD (n = 3). * P < 0.05.
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directly induces the down-regulation of CD33 expres-
sion. Alternatively, ROS generation could induce the
production of pro-inflammatory cytokines that could
then regulate the expression of CD33. A study by Sham-
sasenjan et al. postulated that IL-6 down-regulates CD33
expression in myeloma cells [28]. However, in the cur-
rent study, IL-6 production was not increased in the
supernatants of monocytes cultured under high glucose
conditions, and therefore, IL-6 is likely not the mechan-
ism responsible for CD33 regulation under hyperglyce-
mic conditions.
In this study, we also showed that high glucose con-

centrations could up-regulate the expression of SOCS3
mRNA in human monocytes, suggesting that this mole-
cule may regulate the levels of monocyte CD33 expres-
sion. This hypothesis is consistent with results showing
that SOCS3 could contribute to CD33 degradation in
peripheral monocytes [26]. Recently, it was reported
that glucose ingestion induces the over-expression of
SOCS3 in peripheral monocytes [31,32,39]. Interestingly,
SOCS3 expression is induced by TNF-a and could
therefore represent a feedback mechanism for inflamma-
tion associated with CD33 regulation [40,41]. However,
further studies are needed to assess whether TNF-a
production regulates SOCS3 expression and its effect on
CD33 expression.
Our study had limitations, the most critical of which

was the limited ability of our in vitro model to recapitu-
late what occurs in patients with type 2 diabetes. None-
theless, we demonstrated that a significant increase in
TNF-a production and decrease in CD33 protein and
mRNA expression were induced by high concentrations
of glucose (30-50 mmol/l). A concentration of 50
mmol/l is equivalent to 900 mg/dl of blood glucose,
which is a concentration that is rarely attained in type 2
diabetes patients is much greater than the mean value
found in the diabetes patients included in this study
(265.3 ± 79.71 mg/dl or 14.73 ± 4.42 mmol/l blood glu-
cose). Hence, it is possible that the glucose sensitivity of
TNF-a production associated with CD33 expression is
greater in vivo than in vitro. However, this increased
level of sensitivity may occur if other factors in vivo
could potentiate glucose-induced ROS generation.
Further studies are required to examine this possibility.
The increase in TNF-a associated with the down-regula-
tion of CD33 expression presented here constitutes an
interesting in vitro model to further investigate the
molecular processes involved in the modulation of
inflammation by glucose.

Conclusion
We conclude that hyperglycemic conditions induce the
down-regulation of CD33, which triggers the secretion
of the pro-inflammatory cytokine TNF-a by monocytes.

The mechanisms underlying the regulation of the TNF-
a release induced by CD33 down-regulation may involve
the generation of oxidative stress and the over-expres-
sion of SOCS3.

Methods
Participants
Twenty-one patients with type 2 diabetes and twenty-six
healthy subjects were enrolled in this study. Type 2 dia-
betes patients were invited to participate in the study at
the metabolic syndrome clinic of the National Institute
of Respiratory Diseases (INER) in Mexico City. Patients
with type 2 diabetes were diagnosed according to the
criteria of the American Diabetes Association (diagnosis
and classification of diabetes mellitus) [42]. Sixty millili-
ters of heparinized human peripheral venous blood was
obtained from consenting individuals. The study was
approved by the Institutional Review Board of the
National Institute of Respiratory Diseases.

Monocyte isolation
Mononuclear cells (PBMCs) were obtained from whole
blood by centrifugation using Lymphoprep® (Nycomed-
Pharma, Oslo, Norway) [43]. Monocytes were enriched
by adherence and positive selection using MACS® mag-
netic beads coupled to anti-human CD14 antibodies
(Miltenyi Biotech, Auburn, CA), according to the manu-
facturer’s recommendations. Purity was assessed by con-
ventional flow cytometry using anti-human CD14
antibodies; the cell preparations were routinely > 95%
monocytes. Monocyte viability was evaluated using the
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MTT) reduction assay [44], and cell viability was
typically above 95%.

Media and cell culture
Monocytes were cultured in RPMI 1640 (Cambrex,
Walkersville, MD) supplemented with 50 μg/ml genta-
micin sulfate, 2.0 mmol/l L-glutamine and 10% heat-
inactivated pooled human serum (Gemini Bioproducts,
Sacramento, CA) at 37°C in a 5% CO2 atmosphere.
Control medium contained 5.5 mmol/l D-glucose, and
high glucose conditions were achieved by supplementa-
tion with D-glucose (Sigma, St. Louis, MO) to obtain
final concentrations of 15, 20, 30, or 50 mmol/l D-glu-
cose. CD33 expression at the cell surface was examined
using flow cytometry. Monocytes from healthy volun-
teers were cultured with or without high concentrations
of glucose (15, 20, 30, or 50 mmol/l) for 7 days at 37°C
and 5% CO2 in ultra-low adherence 24-well cell culture
plates. Cells were then mechanically detached by pipet-
ting, and cell viability was typically greater than 95%, as
assessed by the MTT assay. The cells were then stained
using phycoerythrin (PE)-labeled anti-human CD33 and
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PerCP-labeled anti-human CD3 antibodies (BD Bios-
ciences, San Jose, CA, USA) or isotype controls. Fresh
monocytes from type 2 diabetes patients were also
stained. Cells were fixed with 1% paraformaldehyde, and
CD33 surface expression was analyzed by flow cytome-
try. The results are expressed as the mean fluorescence
intensity (MFI) of 20,000 acquired events. CellQuest
software version 3.1 (BD Biosciences) was used for the
analysis of the samples.

Total RNA extraction, cDNA synthesis and gene
expression analysis by qPCR
Monocytes from healthy volunteers were cultured with
5.5, 15, 30, or 50 mmol/l D-glucose for 7 days, and the
supernatants were collected and stored at -20°C for the
cytokine measurements. Cell viability was routinely
above 95%, as assessed by the MTT assay. Monocytes (5
× 105 cells) were lysed in RTL buffer (Qiagen, German-
town, MD), and total RNA was column-isolated accord-
ing to the manufacturer’s recommendations (RNase
mini kit, Qiagen). RNA was also purified from freshly
isolated monocytes of patients with type 2 diabetes.
cDNA was prepared using a SuperScript First-Strand
Synthesis System for RT-PCR kit (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Briefly, RNA was mixed with 10 mMdNTPs and
random hexamers and incubated at 65°C for 5 minutes.
The samples were then mixed with a Reverse Transcrip-
tase Mix (10× Reverse Transcriptase buffer, 25 mM
MgCl2, RNaseOUT recombinant ribonuclease inhibitor
and 0.1 M DTT). cDNA was synthesized using the
SuperScript II RT enzyme, and samples were placed in
an iCycler (Bio-Rad, Hercules, CA) with the following
cycling conditions: 25°C for 10 min, 42°C for 50 min
and 70°C for 10 min. The samples were also treated
with RNaseH.
The levels of CD33, IL-1b, IL-6 and TNF-a mRNA

were measured and normalized to that of the 18 S ribo-
somal RNA housekeeping gene. Real-time PCR reactions
were performed in duplicate wells, according to the pro-
tocols for Taqman gene assays for CD33
(Hs00233544_m1), TNF-a (Hs01000485_m1), IL-1b
(IHs0174097_m1), IL-6 (Hs00985639_m1), SOCS-3
(Hs01000485_g1), and 18 S ribosomal RNA (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA). Briefly, a universal master
mix was added to the target gene primers and probes
(CD33, SOCS3, IL-1b, IL-6, TNF-a, and 18 S ribosomal
RNA), DEPC water and cDNA samples (diluted 1:5),
and 25 μl from each reaction was added to a single well
of a 96-well optical reaction plate, which was then
sealed with optical adhesive film. Amplification reactions
were performed using an ABI Prism 7700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) with the follow-
ing conditions: 2 minutes at 50°C, 10 minutes at 95°C,
and 40 cycles consisting of 30 seconds at 95°C and one

minute at 62°C. Gene expression was normalized to that
of 18 S ribosomal RNA, and the results were analyzed
according to the ΔΔCt method and reported as the fold-
change in comparison to samples treated with 5.5
mmol/l D-glucose.

Pro-inflammatory cytokine production
Monocytes from healthy volunteers were cultured under
low or high glucose conditions (5.5 and 50 mmol/l D-
glucose, respectively) for 7 days at 5 × 105 cells/well in
24-well cell culture plates. Supernatants were collected
and frozen at -20°C for cytokine quantification. Secreted
cytokines were measured in the supernatants using a
pro-inflammatory cytometric bead array (CBA) kit (BD
Biosciences), according to the manufacturer’s recom-
mendations. Cytokine concentrations were also quanti-
fied in the blood plasma of patients with type 2
diabetes. The cytokines measured included IL-1b, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12p70 TNF-a. Cell Quest software was
used for the sample acquisition, and the data were ana-
lyzed using the Cytometric Bead Array software (CBA,
BD Biosciences). Values were extrapolated from a stan-
dard concentration curve and are expressed as pg/ml.

Monocyte culture in the presence of high glucose
concentrations and a-tocopherol
a-tocopherol was used as an antioxidant treatment in
monocyte cultures from healthy volunteers. a-toco-
pherol was diluted in pooled human serum (PHS) at a
concentration of 100 μmol/l and was protected from
light. Monocytes (5 × 105 cells) were pre-incubated for
20 minutes with 100 μmol/l a-tocopherol. Culture med-
ium with the high glucose concentration (50 mmol/l D-
glucose) was then added to simulate hyperglycemic con-
ditions in vitro. Cells were cultured for 7 days and were
then assessed for the production of reactive oxygen spe-
cies (ROS) and the expression of CD33.

Determination of reactive oxygen species (ROS)
generation
The fluorescent marker 5-(and 6-) carboxy-2,7-dichloro-
dihydrofluorescein diacetate (carboxy-HZDCF-DA;
Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA) was used to
assess ROS production. Carboxy-HZDCF-DA enters the
cell and is deacetylated, oxidized by reactive oxygen and
nitrogen species and converted to the fluorescent com-
pound 5-(and-6-) carboxy-2,7-dichlorofluorescein (car-
boxy-DCF). Following incubation under high glucose or
high glucose plus a -tocopherol conditions, the cells
were loaded with 10 μMcarboxy-HZDCF-DA for 30 min
at 37°C in an atmosphere of 5% CO2. The cells were
then stained using PE-labeled anti-human CD33 and
PerCP-labeled anti-human CD3 antibodies or isotype
controls. Carboxy-DCF fluorescence was evaluated in
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CD33-positive cells by flow cytometry. The results for
ROS production are expressed as the carboxy-DCF
mean fluorescence intensity (MFI) of 20,000 acquired
events.

Statistical analysis
The data are expressed as the means ± SD. Nonpara-
metric data were analyzed using the Mann Whitney test.
For multiple conditions and repeated measures, the
Friedman test and Dunn’s test were performed. The
data were analyzed using Prism software (GraphPad
Prism Software version 5.0), and statistical significance
was set at P < 0.05.
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