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RESUMEN

En México actualmente la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es la principal causa de
muerte. El pie diabético es una de las principales complicaciones en pacientes con
DM2 Esta complicacion se debe en parte a la disfuncion endotelial que causa
hipoxia tisular en los tejidos blandos de las extremidades inferiores. La disfuncion
endotelial se ha atribuido a una reduccion en la bioactividad de éxido nitrico (NO).
El NO induce la angiogénesis. KLF2 es un factor de transcripcién que regula la
expresion de la enzima eNOS en el endotelio, pero este factor de transcripcion
disminuye su expresion debido a la hipoxia y a las concentraciones altas de
glucosa en los tejidos. FoxO1 es un factor de transcripcion que afecta la expresion
de KLF2 en condiciones de hiperglicemia. FoxO1 se mantiene en el citoplasma
debido a su fosforilacion en la en la serina (ser256) por AKT en la via de
sefalizacion de la insulina y del IGF-1. Cuando existe resistencia a la insulina,
este factor se puede translocar al nicleo. Se sabe que el aumento en la expresiéon
de FoxO1 disminuye la produccién de colagena, lo que se traduce como fibrosis.
La fibrosis es importarte en la cicatrizacion, principalmente en la fase de
proliferacion cuando se genera una red de colagena que permite la movilizacion
de células endoteliales para la formacion de nuevos vasos. En el CMN La Raza
IMSS se cuenta con una Unidad de Medicina Hiperbarica donde se da atencién a
pacientes con pie diabético. Para determinar si la oxigenoterapia hiperbarica
(OTH) afecta la angiogénesis y fibrosis mediada por KLF2 y FoxO1 en pacientes
con pie diabético, se seleccionaron pacientes con pie diabético con Wagner 3y 4.
De los cuales so6lo 18 completaron los criterios de inclusion y exclusion. A estos
pacientes se les administré oxigeno al 100% a 1.5 ATA en una camara hiperbérica
por 1 hora, durante un total de 20 sesiones. Se les tomo6 sangre periférica en las
sesiones 1, 11, y 20. También se les tomd biopsia del tejido ulcerado antes y
después de las 20 sesiones. En el plasma se realizé la reaccion de Griess para
determinar las concentraciones de NO. En las biopsias se realizé la tincion de
tricromo de Masson, inmunohistoquimica, western blot y extraccion de RNA para

RT-gPCR para determinar la angiogénesis, fibrosis, expresiéon de KLF2, FoxOl y



FoxO1l fosforilado. La OTH favorecid la cicatrizacibn con 20 sesiones. Se
determin6é que hay un aumento en la expresion in situ de KLF2 en los pacientes
con IMC normal. Esto se ve afectado en pacientes con IMC alto. También hay una
disminucién en la actividad de FoxO1, por aumento en la fosforilacion de la ser256
en las biopsias. Se observdé una tendencia al aumento en los depoésitos de
colagena y en la angiogénesis vista con la tincidon de tricromo de Masson. La
concentracion de NO en plasma fue mayor en los pacientes que mostraron
aumento en la angiogénesis y contrario a los pacientes que no la mostraron. El
efecto de la OTH sobre la resistencia a la insulina, el metabolismo de grasas y
carbohidratos podra seguir esclareciendo los efectos benéficos de la OTH en esta
complicacion. También, determinar el efecto de esta terapia en otros
padecimientos que causen isquemia podra fortalecer el efecto de la terapia y

aclarar sus vias de accion.



ABSTRACT

In Mexico Type 2 Diabetes Mellitus (DM2) is currently the leading cause of death.
Diabetic foot is one of the major complications in patients with DM2. This
complication is partly due to endothelial dysfunction that causes hypoxia of the soft
tissues in the lower extremities. Endothelial dysfunction has been attributed to a
reduction in bioactivity of nitric oxide (NO) which induces angiogenesis. KLF2 is a
transcription factor that regulates the expression of eNOS in the endothelium.
However, this transcription factor decreases its expression during hypoxia and high
glucose concentrations in tissues. FoxO1 is a transcription factor that affects
expression of KLF2 in conditions of hyperglycemia. FoxOl1 is held in the cytoplasm
by phosphorylation of AKT at ser256 after insulin and IGF-1 signaling pathway.
When insulin resistance is present, this factor can translocate to the nucleus. It is
known that an increase in the expression of FoxO1l also decreases collagen
production which causes fibrosis. Fibrosis is important feature during healing,
mainly in the proliferation phase, when collagen forms a network which allows the
mobilization of endothelial cells and new vessels are generated. The Infectious
Diseases Hospital at CMN La Raza IMSS has a Hyperbaric Medicine Unit where
patients with diabetic foot are treated. To determine whether hyperbaric oxygen
therapy (OTH) has an effect on angiogenesis and fibrosis mediated KLF2 and
Foxol, patients with diabetic foot at stages Wagner 3 and 4 were studied, 18
compelled with the selection criteria. These patients were subjected to 100%
oxygen in a hyperbaric chamber for 1 hour, for a total of 20 sessions. Peripheral
blood was obtained in sessions 1, 11, and 20. Biopsy from the ulcerated tissue was
obtained before and after 20 sessions. Plasma was obtained to determine the
concentrations of NO by the Griess reaction. Biopsies were stained the Masson's
trichrome immunohistochemistry, Western blotting and RNA extraction for RT-
gPCR was performed to determine angiogenesis, fibrosis expression KLF2, FoxO1
and phosphorylated FoxO1. The OTH promotes healing with 20 sessions.There is
an increase in the expression in situ of KLF2 in patients with normal BMI. This is
affected in patients with high BMI. There is also a decrease in activity of FoxO1, by
increased phosphorylation of ser256 detected in biopsies. A tendency to increased

collagen deposition and angiogenesis view with Masson trichrome staining was
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observed. There is an increase in NO production in plasma of patients showing
increased angiogenesis and the opposite occurs in patients who did not. The effect
of the OTH on insulin resistance, metabolism of fats and carbohydrates may further
clarify the beneficial effects of the OTH in this complication. Also, to determine the
effect of this therapy in other diseases that cause ischemia may strengthen the

effect of therapy and clarify their courses of action.



INTRODUCCION

Panorama Epidemiolégico

Diabetes Mellitus

La Federacion Internacional para la Diabetes (FID) calcula que en el 2014
existieron 387 millones de casos de Diabetes Mellitus (DM) en el mundo en
personas de entre 20-79 afios de edad, con el mayor nimero de casos en
personas entre 40 a 59. Se considera que mas de la mitad no estan
diagnosticados. La DM caus6 4.9 millones de muertes en el 2014,
aproximadamente 77%, de las cuales ocurrieron en paises de ingresos bajos o
medios. La DM es la cuarta o quinta causa de muerte en la mayoria de los paises
de ingresos altos y se considera una epidemia en muchos paises en vias de
desarrollo. México ocupa el sexto lugar mundial en el nUmero de personas con
diabetes(1). En México la DM representa la primera causa de muerte y su
tendencia muestra un incremento del 3% cada afio (2). De acuerdo a la Encuesta
Nacional de Salud (ENSANUT-2012), 6.4 millones de personas fueron
diagnosticadas con DM en 2012 , lo que equivale al 9.2% de adultos en México
(3). La FID reporté que para el 2014 hubo una prevalencia del 11.9%, mostrando

un aumento del 2.7% en 2 afios (1).

En el IMSS se atiende el 73.9% de la poblacién diabética, la enfermedad consume
entre el 4.7 y el 6.5% del presupuesto para la atencion de la salud y es la primera
causa de muerte desde el afio 2000. En 2011 se reportaron 21,096 defunciones
que corresponden del 18-20% del total de ocurridas en el periodo del 2004-2011.
Se estima que entre 7 y 8 de cada 10 personas con DM mueren por dafio
macrovascular. En la consulta de medicina familiar ocup6 el segundo lugar de
demanda; en la consulta de especialidades el quinto lugar; y en la consulta de
urgencias y como motivo de egreso hospitalario, el octavo lugar (4). La diabetes es
la primera causa de alta hospitalaria en el IMSS, que es el proveedor de atencion
médica para el 60% de la poblacién. La duracion de la estancia hospitalaria

también es mayor en los diabéticos (6.1 dias), en comparacion con todas las



demas enfermedades (3.5 dias) (5) . Entre las complicaciones presentadas por los
pacientes diabéticos, la retinopatia (13.9%) y las Ulceras de pie diabético (7.2%)

fueron las mas frecuentes (3).
Pie diabético

La DM es la principal causa de amputaciones de origen no traumatico (1). En el
IMSS cada afio se realizan mas de 6 000 amputaciones por pie diabético en el
territorio nacional de las cuales el 79% ocurre en personas entre 40 y 74 afos de
edad, afectando en una mayor proporcién a la poblacién masculina (6). El riesgo
de por vida de una persona con diabetes a desarrollar Ulceras de pie diabético
podria ser hasta en un 25%, y se estima que cada 30 segundos se pierde una
extremidad inferior en algun lugar del mundo como una consecuencia de la
diabetes. Se presume un aumento en la carga de la enfermedad del pie diabético
ya que los factores que contribuyen a la enfermedad, tales como la neuropatia
periférica y la enfermedad vascular, estdn presentes en mas de 10% de las
personas en el momento de diagnéstico de DM2, y el primer afio posterior al
diagnostico es un periodo de riesgo para desarrollar las Ulceras del pie y
amputaciones. Por otra parte, el aumento en el prevalencia de DM2 es mayor en
los paises en desarrollo que se encuentran en continentes como: Africa, Asia y
América. Las personas con DM2 en estos paises son mas propensas a padecer
Ulceras de pie de origen neuropatico (7). Los problemas en las extremidades
inferiores representan mas hospitalizaciones que cualquiera de las otras

complicaciones a largo plazo entre los pacientes con diabetes (8).

Conceptos

Diabetes Mellitus

La DM es una enfermedad cronica que se desarrolla cuando el pancreas no
produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina
que produce (9). En la DM2, el pancreas produce insulina, pero esta no es
suficiente o bien el organismo no puede responder a sus efectos, dando lugar a
una acumulacién de glucosa en sangre. Los principales factores de riesgo para el

desarrollo de la DM2 son la obesidad, la mala alimentacién, la inactividad fisica, la



edad avanzada, los antecedentes familiares de diabetes y el grupo étnico. Los
niveles altos constantes de glucosa en sangre pueden conducir a enfermedades
graves que afectan a los ojos, rifiones, corazén, los vasos sanguineos y nervios.
Las personas con diabetes también tienen un mayor riesgo de desarrollar
infecciones (1).

Pie diabético

El signo caracteristico de la diabetes no controlada es la hiperglucemia, su
persistencia por largo tiempo dafia gravemente varios Organos Yy sistemas,
especialmente los nervios periféricos y los vasos sanguineos (1). Los factores de
riesgo que fomentan la formacion de Ulceras de pie diabético son: la neuropatia,
isquemia, deformidad del pie, callosidades en el area de presion (8). La neuropatia
se caracteriza por la disminucién y/o ausencia en la sensibilidad del pie y perdida
de la sudoracion, esto favorece a aparicion de traumas leves, la formacion de
callos y grietas, que al no ser percibidos a tiempo pueden desencadenar una
infeccion. Por otro lado, también se genera dafio endotelial y vascular que
desencadena la hipoxia tisular. El conjunto de todos estos factores llevan a la
aparicion del pie diabético, que pueden derivarse en una afectacidon cronica que al
no ser tratada con los cuidados necesarios se traducira en una amputaciéon de la
extremidad (8;10;11). Las Ulceras del pie diabético se clasifican segun la
profundidad de la Ulcera y presencia de osteomielitis (infeccion 6sea) o gangrena
(tejido necrdtico) en 5 grados en el sistema internacional de Wagner descritos en
la Tabla 1. (10).

Tabla 1. Sistema Internacional de Wagner

Grado 0 Lesion pre-ulcerativa
Grado 1 Herida de espesor parcial que no atraviesa la dermis
Grado 2 Herida de espesor completo que se extiende a los tendones o tejido

subcutdneo mas profundo pero sin afectacion ésea u osteomielitis
Grado 3 Herida de espesor completo que se extiende e involucra hueso

Grado 4 Gangrena localizada



Grado 5 Gangrena en todo el pie

Oxigenoterapia Hiperbarica (OTH)

Existen diversos tratamientos para las Ulceras cronicas del pie diabético,
encaminadas a revertir la inflamacion, oxigenar el tejido y por consiguiente
promover la cicatrizacion. Entre los tratamientos alternativos, cuya eficacia es
controversial, se encuentran la ozonoterapia, la presibn negativa y la
oxigenoterapia hiperbarica (OTH). La OTH consiste en dar a respirar al paciente
oxigeno al 100% a través de una mascarilla en un cuarto hermético, denominado
camara hiperbarica, a 1.5 atmdsferas absolutas de presion (ATA). Esto permite
que el oxigeno penetre con mayor facilidad en la sangre y los tejidos del paciente
llegando especialmente a aquellas areas afectadas por alguna lesién. En
condiciones normales de perfusién, los tejidos en descanso requieren
aproximadamente 50 ml de oxigeno por litro de sangre, los cuales se transportan a
través de la hemoglobina. Durante la respiracion de aire a presion normobarica (1
ATA), la hemoglobina se satura alrededor del 97% al salir de la circulacion
pulmonar, y sélo una pequefia fraccion de oxigeno se disuelve en la sangre,
alrededor de 3 mL de oxigeno por litro de sangre. Si se administra oxigeno al
100% a 1.5 ATA el oxigeno aumenta hasta 50 mL por litro de sangre. En la OTH,
mediante el aumento de la presion y de la concentracion de oxigeno aumenta la
presion de oxigeno (pO2) y las moléculas de oxigeno adicionales se disuelven en
la sangre del paciente (12). Esta terapia ha tenido una historia controversial y se
requiere mas investigacion para dilucidar los mecanismos por los cuales promueve
la cicatrizacién. La OTH aumenta los factores de crecimiento y de sefalizacion en
las heridas, promoviendo al mismo tiempo liberacion de células progenitoras del
endotelio (EPC) de la médula ésea por el NO (13). Los efectos benéficos de la
OTH incluyen la mejoria de las ulceras, reduccion del edema, cicatrizacion y

aumento de la respuesta inmune del hospedero (14).

Proceso de cicatrizacion



La cicatrizacion de heridas ocurre como una respuesta al dafio e involucra la
activacion de queratinocitos, fibroblastos, células endoteliales, macréfagos vy
plaguetas, ademas de factores de crecimiento y citocinas que inducen a estas
células y que son necesarias para coordinar la cicatrizacién (15). Este proceso
conlleva cuatro fases principales superpuestas. En primer lugar, al presentarse un
dafio se tiende a la homeostasis mediante la activacion de la cascada de
coagulacion, dando lugar a la formacion de un entramado de fibrina con plaguetas
gue evitan el sangrado. En segundo lugar, se presenta la fase de inflamacion,
caracterizada por infiltracion de leucocitos, principalmente neutrdfilos, vy
posteriormente de macréfagos al sitio de la lesion para eliminar a patdégenos. Esta
fase requiere de regulacion, ya que puede generar mas dafio en el tejido e impedir
el progreso a la siguiente fase. En tercer lugar, se produce la fase de proliferacién,
al haberse regulado la fase anterior comienza la infiltracion de fibroblastos que
producen colagena, la cual conforma la matriz extracelular (fibrosis) y juegan un
papel importante en el sostén de la migraciéon de nuevas células en formacion,
como es en caso de las células endoteliales, facilitando asi la angiogénesis que
fomenta la buena oxigenacion del tejido. Por ultimo, ocurre la remodelacion del
tejido nuevo, cuando se contrae la cicatriz y desarrollan apoptosis las células

innecesarias (16).

Marcadores
FoxO1

Los factores de transcripcion Forkhead box (Fox) constituyen una superfamilia de
mas de 100 proteinas estructuralmente relacionadas con un residuo conservado
de union a DNA, el dominio forkhead. En los seres humanos se han descrito 19
subgrupos llamados FoxA-FoxS. La clase O incluye FoxO1l, FoxO3, FoxO4 y
FoxO6 los cuales tienen un papel importante durante la funcién celular normal, se
expresan en todos los tejidos del organismo, se encuentran en ovario, prostata,
musculo esquelético, cerebro, corazén, pulmén, higado, pancreas, bazo, timo y los
testiculos. Se ha demostrado que FoxO1, FoxO3, y FoxO4 pueden promover la

proliferacion celular, asi como la muerte celular. En lo que respecta a la inhibicion
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de la actividad de la proteina FoxO, la protein-cinasa B de serinatreonina
(AKT/PKB) es un mediador primario de la fosforilacion de FoxO1, FoxO3, y
FoxO4. La activacion de Akt tiene un efecto citoprotector, y se activa durante la
exposicion a radicales libres, la hiperglucemia, la hipoxia, la toxicidad de beta-
amiloide, y el estrés oxidativo (17). FoxO1l se encuentra transcripcionalmente
activo en el nucleo y al haber sefiales externas mediadas por factores de
crecimiento como IGF-1 se activa AKT/PKB (18). AKT/PKB fosforila a FoxO1 en
ser256 y lo transloca al citoplasma inctivandolo (19). FoxO1l activa genes que
participan en gluconeogénesis en higado e inhibe la adipogénesis, la insulina
revierte estos efectos a través de AKT/PKB y asi se transloca al citoplasma (20).
FOXO1 inhibe la proliferacion celular a través de la regulacién transcripcional de
inhibidores del ciclo celular; inhibidor cinasa dependiente de ciclinalB (p27) y el
inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina 1 (p21) (21).

KLF2

Los miembros de la familia de KLF (Kruppel-like factor) son factores de
transcripcion que regulan diversos procesos biolégicos que incluyen la
proliferacion, diferenciacion, crecimiento, desarrollo, supervivencia y respuestas al
estrés. Hasta el momento se han identificado 17 miembros de la familia KLF los
cuales se ha observado que son reguladores importantes en el desarrollo y la
homeostasis de numerosos 6rganos y sistemas tales como el sistema
cardiovascular, el digestivo, el respiratorio, el hematologico y el inmune; también
se han visto que estan involucrados en desérdenes tales como la obesidad, la
enfermedad cardiovascular, el cancer y en condiciones inflamatorias (22). Todo
ello debido a su capacidad para reprimir y activar la expresion de un gran nimero
de genes. Se han denominado asi debido a su homologia con los genes Kriippel
de Drosophila Melanogaster que regulan la segmentacion del térax y del abdomen
anterior. Los miembros de la familia KLF2 se caracterizan por contener 3 dominios
bien conservados de dedos de zinc CzH2, localizados en el carboxilo terminal lo
cual les permite interaccionar con secuencias ricas en GC. La region amino
terminal es variable en los diferentes KLF's concediéndoles su capacidad para

interaccionar con co-activadores y co-represores, culminando en la activacién o
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represion de un promotor dado (23). KLF2, es un factor de transcripcidn, con
funciones que dependen del tipo de célula y tejido en el cual se expresen (24).
KLF2 en el endotelio, induce la vasculogénesis en etapas tempranas del
desarrollo, tiene un efecto vaso-protector, genera vasodilatacion y mantiene el
tono vascular. Ademas se ha demostrado por medio de experimentos que KLF2 es
inducido por el estrés generado por el flujo sanguineo laminar (25;26). KLF2
induce la expresién de la enzima éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) uniéndose
directamente a su promotor (26).

Oxido Nitrico (NO)

El 6xido nitrico (NO) es un gas incoloro producido por la oxido nitrico sintasa
(NOS). Existen 3 tipos de NOS en mamiferos: NOS neuronal (hnNOS o NOS1),
NOS inducible (iNOS o NOS2) y NOS endotelial (eNOS o NOS3). eNOS sintetiza
NO en el endotelio y es liberado al flujo sanguineo, lo cual fomenta la
vasodilatacién, previene la agregacién plaquetaria y la formacién de placas
ateroscleroticas (27). También, induce la angiogénesis por medio de la formacién
de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) por activaciéon de la guanilato ciclasa
soluble (sGC). EI GMPc activa la cascada de sefializacibn de cinasas como;
protein-cinasa G (PKG) y protein-cinasas activadas por mitégeno (MAPK) con la
consiguiente activacion de Ras, Rafl y ERK. Ademas, refuerza la angiogénesis
por incremento en la expresion de factor de Crecimiento Endotelio Vascular
(VEGF) y Factor de Crecimiento Fibroblastico (bFGF). EI NO también induce la
migracion de las células endoteliales por estimulacion de la podogénesis y la
integrina avB3, que es un receptor de fibronectina (28).
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ANTECEDENTES

La disfuncién endotelial forma parte de la fisiopatologia del pie diabético, esto se
ha atribuido a una reduccion en la bioactividad de NO y un aumento en la
formacion de radicales libres de oxigeno (29). EI NO inhibe la activacion y
agregacion plaquetaria, impide la adhesion de leucocitos, fomenta la
vasodilatacion y la angiogénesis (30). La angiogénesis, es el proceso de nuevo
crecimiento capilar a través de la formacion de pequefios vasos sanguineos y se
inicia a partir de la activacion de células endoteliales (31). Se ha demostrado que
la presencia de NO es fundamental para la angiogénesis. Por medio de
experimentos en ratones “knockout” para la eNOS, con isquemia en sus
extremidades, se ve alterado el remodelado vascular aun con la administracion de
Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF) exdégeno (32). En otro
experimento in vitro, donde se estudiaron células endoteliales de explantes de
aorta de conejo cultivadas en presencia de Lipoproteina de Baja Densidad (LDL)
oxidada, se reduce la biodisponibilidad de NO y disminuy6 la angiogénesis (33).

KLF2 es fundamental para el desarrollo del sistema vascular, como se demostro
en ratones deficientes de KLF2 (“knockout”), donde los ratones mueren en el Gtero
por hemorragia, debido a una malformacion de los vasos sanguineos. Ademas, la
sobre-expresion de KLF2 induce la expresion de la eNOS que confiere un efecto
anti-inflamatorio, anti-trombotico, y anti-proliferativo, inhibiendo la expresién de la
molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1) y de la molécula de adhesion
vascular selectina E (E-Selectina). Estos datos sugieren que KLF2 como un
regulador anti-ateroesclerdtico y anti-inflamatorio (24). Se ha determinado que la
expresion de KLF2 se suprime cuando existen niveles elevados de glucosa en
células endoteliales (34) y en condiciones de hipoxia en monocitos (35;36). Se
sugiere que la inhibicion por efecto de la hiperglucemia se debe al factor FoxO1,
ya que se ha encontrado que la region promotora de KLF2 tiene un sitio de union
para el factor de transcripcion FoxO1 (37). Se ha reportado que la hiperglucemia
activa a FoxO1l. La sobre-expresion de FoxO1l debido a hiperglucemia crénica
induce muerte celular programada o apoptosis y detiene la proliferacion de las
células B-pancreéticas en pacientes con DM2 (21). El incremento en la actividad
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de FoxO1 aumenta la apoptosis y la inflamacién, lo que disminuye la eficiencia de
la cicatrizacion en condiciones de hiperglucemia. En condiciones normales de
cicatrizacion FoxOl1l mejora la migracion de queratinocitos; en condiciones de
hiperglucemia FoxOl1l se hiperactiva lo que disminuye la migracion de
queratinocitos en mas de un 50%, esto se demostré en experimentos in vitro o in
Vivo en ratones diabéticos (38). En una linea celular endotelial (HUVEC) donde se
sobre-expresd FoxO1, se observo una disminucién en la division y migracion de

estas células; por lo contrario al silenciar FoxO1 se promovio la angiogénesis (39).

Existen terapias alternativas que facilitan y aceleran la cicatrizacion de heridas
como: dermis humana cultivada, factores de crecimiento, presion negativa,
larvoterapia y la OTH (11). La OTH consiste en dar a respirar al paciente oxigeno
al 100% a través de una mascarilla en un cuarto hermético denominado camara
hiperbarica, para poder alcanzar la misma presion en todo el cuerpo, llegando a
1.5 atmosferas absolutas de presion. Esto permite que el oxigeno penetre con
mayor facilidad en la sangre y los tejidos del paciente llegando especialmente a
aquellas areas afectadas por alguna lesion. Los efectos benéficos de la OTH
incluyen la mejoria de las Ulceras, reduccion del edema, cicatrizacion y aumento
de la respuesta inmune del hospedero (14). En diferentes estudios en pacientes
con pie diabético se ha visto que la OTH facilita la cicatrizacion de las Ulceras
comparados con un grupo placebo a los cuales se les administra sélo aire (40).

En el grupo de trabajo se ha observado que los pacientes con pie diabético con
tratamiento convencional de control de diabetes y OTH presentan una disminucion
en la hipoxia e inflamacion, asi como mejoria significativa de las Ulceras

(manuscrito en elaboracion).
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JUSTIFICACION

En el Hospital de Infectologia del C.M.N. La Raza, IMSS se cuenta con una
camara hiperbarica, en la cual se tratan diversos tipos de ulceras del pie diabético,
en los cuales se ha reportado mejoria clinica significativa comparado con aquellos
qgue no reciben el tratamiento, presentandose cicatrizacién de las Ulceras. La
importancia de explicar los mecanismos de la regulacion de la inflamacién y la
angiogénesis a través del estudio de la expresion de moléculas implicadas,
proporcionara evidencias para apoyar la aplicacion de esta terapia alternativa para

los pacientes diabéticos con Ulceras en el pie.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Puede la OTH modular la expresion y accion de KLF2 y FoxO1 sobre el NO y su

efecto en la angiogénesis y cicatrizacion de pacientes con DM2 y pie diabético?

HIPOTESIS

La OTH aumenta la disponibilidad de oxigeno en los tejidos, esto genera
resolucion del estrés hipdéxico y disminucion en los niveles de expresion de FoxO1,
aumento de KLF2 y activacién de sus genes blanco como es el caso de eNOS, por
lo que se espera la reduccion de la inflamacion y por consiguiente la restauraciéon

del proceso de angiogénesis y cicatrizacion.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion de FoxO1 y KLF2, la angiogénesis y la fibrosis en pacientes

con DM2 y pie diabético sometidos a OTH
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la presencia de las proteinas KLF2 y FoxOl por medio de
inmunohistoquimica de biopsias de pacientes con pie diabético antes y
después de la OTH.

e Determinar los niveles de expresion a nivel traduccional de KLF2 y FoxO1
en biopsias de pacientes con pie diabético antes y después de la OTH.

e Determinar los niveles de expresion a nivel transcripcional de KLF2 en
biopsias de pacientes con pie diabético antes y después de la OTH.

e Determinar la produccion de NO por medio de la reaccion de Griess en
plasma de pacientes con pie diabético antes y después de OTH.

e Determinar la angiogénesis y fibrosis por medio de la tincién de tricromo de
Masson en cortes histoldégicos de biopsias de pacientes tratados antes y
después de OTH.
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MATERIAL Y METODOS

Modelo experimental
Pacientes con DM2 y pie diabético que cursan con Wagner 3 y 4 fueron

seleccionados para participar en el ensayo.

Pacientes

Criterios de inclusidén

e Pacientes mayores de 18 afios de edad.

e Sexo masculino o femenino.

e Con diagnoéstico de DM2 y pie diabético.

e Con lesién de tejidos blandos de extremidades inferiores, virgenes al
tratamiento.

e Con lesiones abiertas evidentes que dentro de su manejo incluyan
desbridamiento (bordes quirdrgicos) previo al tratamiento con OTH vy
susceptibles de tomar la muestra inicial previa aceptacion del
consentimiento informado.

e Con toma de muestra de lesiones persistentes que dentro de su manejo
incluyan desbridamiento después de iniciado el tratamiento con OTH previa
aceptacion del consentimiento informado.

e Con o sin insuficiencia arterial o venosa (superficial y/o profunda)

e Con o sin padecimientos asociados que no influyan sobre la oxigenacion de

tejidos blandos como hipertension arterial sistémica.

Criterios de exclusion

e Pacientes con diagndstico de Diabetes tipo 1.

e Pacientes con diagnostico de sepsis u otro padecimiento que curse con
respuesta inflamatoria sistémica severa (SIRPA) o falla organica mdltiple.

e Pacientes con cualquier otra enfermedad que curse con hipoxia de origen
cardiaco o no cardiaco o, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC).
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e Pacientes con complicaciones graves como por ejemplo coma
hipoglucémico.

e Ulceras resueltas.
Criterios de eliminacion

e Pacientes que se retiren voluntariamente del estudio.

® Pacientes con expediente clinico incompleto.

* Pacientes cuyas muestras sanguineas o tejidos no sean factibles de
procesar por situaciones inherentes a la toma y/o procesamiento de la misma.

e Pacientes en quienes no se pueda tener acceso al tejido productivo de
desbridamiento (bordes quirargicos) o estas sean insuficientes o inadecuadas.

e Ulceras resueltas

Tamano de la muestra

Se reclutaron un total de 18 pacientes de los cuales 11 completaron las 20
sesiones de OTH y de ellos sélo a 9 se les pudo tomar biopsia tanto al principio
como al final. Los otros 3 pacientes no se les pudo tomar biopsia al final de la
terapia debido a la cicatrizacién avanzada que mostraron después del tratamiento.

Aspectos éticos y de bioseguridad

Aspectos éticos

Se requirid carta de consentimiento informado, la cual fue discutida con los

médicos tratantes.
Riesgo de la investigacion

Se tratd de un estudio con riesgo mayor al minimo. Se realizaron seis tomas de
muestra de sangre periférica antes y después de la sesiones 1, 11, y 20 de OTH,
en dénde el riesgo fue bajo ya que sélo implico una puncién venosa y recoleccion
de 10 ml de sangre, la cual pudo presentar dolor en la toma y en algunas
ocasiones inflamaciéon local y hematoma. Se tomaron dos biopsias como riesgo
agregado, una de lesiones evidentes en el momento del diagndstico con tejidos
virgenes al tratamiento con OTH y la otra después de 20 sesiones de iniciado el

tratamiento en lesiones residuales.
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Confidencialidad

Todos los datos proporcionados por los pacientes fueron manejados de manera
estrictamente confidencial por personal autorizado, y no fueron revelados,
nombres, ni datos personales de los pacientes.

Se solicité el consentimiento informado una semana antes de la OTH, una vez
que los pacientes fueron evaluados por el médico infectélogo y cumplieron con los
criterios de inclusion, previa autorizacion del médico cirujano tratante. EI médico

internista no forma parte del equipo tratante.

e Se obtuvo consentimiento informado de los pacientes.

e Los datos clinicos requeridos son los asociados al proceso infeccioso y
fueron recabados por el médico encargado de la exploracion inicial de los
pacientes.

e En este estudio no se administraron medicamentos distintos al esquema
terapéutico establecido por el médico tratante.

e Este estudio se apegd a la norma ética de la Ley General de Salud y la
declaracion de Helsinki, enmendada en 1993. Asi como al Cddigo Sanitario
de los Estados Unidos Mexicanos.

e Se informd al médico tratante de cualquier hallazgo del estudio del paciente
gue pueda ser de relevancia. El mismo fue quien evalué la pertinencia de
cualquier otro procedimiento diagnéstico o terapéutico oportuno, y si fue

requerido, la derivacion del enfermo para su adecuada atencion.
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Aspectos de Bioseguridad

Los participantes contaron con la capacitacion adecuada para la toma, manejo,

transporte, manipulacién y almacenamiento de las muestras bioldgica.

El Laboratorio Central de Epidemiologia (LCE), conto con la infraestructura y

equipamiento de nivel de bioseguridad 2, adecuados para realizar los

procedimientos del laboratorio.

Asimismo, declara que se conoce, se ha leido y se cumplio con las normas,

reglamentos y manuales de bioseguridad que apliquen al proyecto:

Ley General de Salud.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion Para
La Salud.

Bioseguridad en laboratorios biomédicos y microbiolégicos 2009, (52
Edicién), Centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC),
Institutos Nacionales de Salud, Departamento de Salud y Servicios
Humanos, USA.

Manual de Bioseguridad en el Laboratorio OMS (2005).

Norma Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-2012. Disposicibn de sangre
humana y sus componentes con fines terapéuticos.

Norma Oficial Mexicana NOM-087-SSA1-2002. Proteccion ambiental -
Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion
y especificaciones de manejo.

Manual de Bioseguridad y Biocustodia del LCE, DLVIE. Vigente.

OMS. Guidance on regulations for the Transport of Infectious Substances.
WHO/HSE/GCR/2015.

También manifiesta que existid evidencia documental auditable de que:

Se cont6é con los permisos y/o licencias oficiales que se requieran para
llevar a cabo el trabajo propuesto.
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e Las instalaciones del laboratorio involucrado se encontraban en estado
satisfactorio de operacion y eran adecuadas para llevar a cabo el trabajo
propuesto.

e El equipo que se utilizé se encontraba en estado satisfactorio de operacion.

e Se utilizaron dispositivos personales de proteccion que se encuentran en
estado satisfactorio de operacion.

e Los involucrados en el proyecto, incluyendo a los estudiantes que
participaron en el mismo, recibieron la capacitacion necesaria para trabajar
con el material sefialado anteriormente.

e Se mantuvieron las condiciones adecuadas de instalaciones, equipo y
personal durante el desarrollo del proyecto.

e EI LCE conto con un sistema nacional de transporte de muestras que
garantizo la bioseguridad y biocustodia del material biolégico.

Tratamiento y toma de la muestra

Los pacientes que cumplieron los criterios de inclusién, recibieron la terapia de
oxigeno hiperbarico (OTH) en sesiones diarias, de una hora durante veinte dias.
Se tomaron muestras de sangre total antes y después de la OTH, en las sesiones
1, 11 y 20. También se tomaron biopsias antes de la sesién 1 y después de la

sesion 20.

Procesamiento de las biopsias

Las biopsias fueron fijadas con formol/PBS 1X (4% v/v) por 8 dias. Posteriormente
fueron procesadas y embebidas en parafina. Se realizaron cortes de 4 um y fueron
montadas en un bafio maria de flotacion que contenia agua con gelatina en
portaobjetos para la tincion de tricromo de Masson y en portaobjetos cargados

electrostaticamente para las inmunohistoquimicas con agua a 60°C.

Elaboracion de la Inmunohistoquimica

Los cortes histologicos se desparafinaron a 60°C. A continuacion, se colocaron en
el equipo automatizado marca Roche Ventana modelo BenchMARK GX.
Posteriormente, se adicion6 el anticuerpo diluido con SBF/PBS 1X (10% v/v)
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segun fuera el caso. Los anticuerpos utilizados fueron: (Mouse IgG Abcam, No. de
Cat. ab102445), anti-KLF2 (LKLF rabbit IgG Santa Cruz Biotechnology, No. Cat.
sc-28675), anti-FoxO1 (FoxO1 rabbit IgG Cell Signaling 1:100, No. Cat. 2880) y P-
FoxO1 (P-FoxO1 [Ser-256] rabbit IgG Cell Signaling 1:100). El desarrollo de color
se realiz6 con el kit ultraView Universal DAB Detection (Ventana Medical
Systems). Después de terminado el tratamiento en el equipo, las laminillas se
lavaron con agua y jabon neutro y se secaron a temperatura ambiente por 12

horas y se montaron con resina sintética y cubre objetos.

Visualizacién y analisis de las Inmunohistoquimicas

Las laminillas se visualizaron y analizaron en el microscopio Olympus modelo
BX53 a 10X, 40X y 100X, utilizando el software cellSens Dimension. Se tomaron
10 campos al azar a 40X y posteriormente se seleccioné el tono de color café que
revela la expresion de la proteina de interés. Esta tonalidad del color varia
dependiendo si se encuentra en el nucleo (café intenso) y en el citoplasma (café
claro), esto ayudo a determinar la expresion en los diferentes compartimientos
celulares. Se obtuvo un valor en porcentaje de Region de Interés (%ROI) del tono

seleccionado en pixeles.

Western blot a partir de biopsias

Las biopsias de pie diabético fueron procesadas para la técnica de western blot.
Brevemente, los tejidos fueron triturados en un mortero estéril con la adicion de
nitrogeno liquido. Posteriormente los extractos de proteinas totales se obtuvieron
utilizando buffer de lisis. Las proteinas fueron cuantificadas y desnaturalizadas con
calor y a partir de las concentraciones de las proteinas totales de cada muestra
problema, se ajustaron a una concentracion de 20 pg/mL de proteinas. Se
realizaron geles de acrilamida al 12% para separar la proteina KLF2 (37 kDa) y al
8% para FoxO1 (78-82 kDa) y p-FoxO1 (82 kDa). La transferencia se realiz6 en
membranas de nitrocelulosa. Los anticuerpos usados fueron; primario anti-KLF2
(LKLF (H-60) rabbit 1gG, Santa Cruz Biotechnology, 1:500, No. Cat. sc-28675),
anti-FoxO1 (FoxO1 rabbit IgG Cell Signaling, 1:1000, No. Cat. 2880), P-FoxO1 (P-
FoxO1 [Ser-256] rabbit IgG Cell Signaling, 1:1000, No. Cat. 9461) y como control
de carga lrio anti-B-actina (mouse IgG Millipore, 1:2500, No. Cat. MAB1501). Para
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el revelado, se adicioné sustrato para quimioluminiscencia (Super Signal® West-

Pico, Thermo Scientific).

Analisis del Western blot

Se tomo la imagen del western blot en el equipo de revelado BioRad ChemiDoc™
XRS+ System. Para el analisis de western blot se utilizé el programa Image J que
toma valores en pixeles de la banda en especifico. Posteriormente esto se

normaliz6 con B-actina obteniendo un valor de expresion relativa (E.R.).

Extraccion de RNA de muestras de tejido parafinado

Las muestras de tejido embebido en parafina fueron usadas para la extraccion de
RNA total por medio del kit RecoverALL™ (Life Technologies™ No. de Cat.
AM1975). Se realizé la extraccion segun las especificaciones del kit. Brevemente,
se cortaron de 300 um del blogue de parafina con el tejido en un micrétomo marca
Microm No. de Cat. HM325, se homogeneizo el tejido con nitrégeno liquido y se
adiciono xileno al 100% a la muestra mezclando con vortex. Se centrifugo y
decanto el xileno sin perturbar el pellet. Posteriormente se afiadid etanol al 100%.
Se decantd el alcohol y se dej6 secar a temperatura ambiente hasta que se
elimind. A continuaciéon, se adiciono buffer de digestion. Los pasos siguientes
consistieron en pasar el tejido por columnas de exclusién/afinidad molecular,
realizando lavados e incubaciones con proteasa y DNasa. Al final el RNA fue
obtenido de la columna por medio de un buffer de elucién.

Cuantificacion y determinacion de la integridad del RNA

El RNA obtenido fue cuantificado en un Nanodrop marca Thermoscientific No. de
Cat. 2000C. Se realiz6 un gel de agarosa 8 % para correr las muestras de RNA y
localizar las bandas del RNA ribosomal que corresponden a 18S y 28S, todo eso
para verificar la integridad del RNA y que no se encuentre contaminado con DNA
y proteinas.

PCR en tiempo real
Por medio de la enzima Super Script Il Platinum® One Step RT-gPCR (No. de
Cat. 11732-088), se realiz6 la retrotranscripcion del RNA extraido y la

amplificacion del cDNA. Se utilizaron sondas TagMan® predisefiadas para KLF2 la
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secuencia consenso de reconocimiento fue: 5° CTG CAG GAG CGC TGG CCG
CGC GCC G 3. La RT-gPCR fue realizado en un termociclador 7500 Fast
(Applied Biosystem) Para la cuantificacion de la expresion de KLF2 se utilizé el
método de Curva Estandar Relativa. Brevemente, se selecciondé una muestra de
referencia donde se exprese de forma constante KLF2 en este caso fue RNA
extraido de la linea celular Raji. Se realizan los calculos para saber cuantas copias
del RNA de KLF2 se encuentran en la muestra de referencia. Posteriormente se
hacen diluciones 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 y se realiza la RT-gPCR tanto
de las muestras de los pacientes tratados con OTH como de las muestras de la
curva estandar. Los resultados se obtienen al interpolar los datos en la curva
estandar. Se utiliz6 RP como gen endégeno con secuencia consenso de
reconocimiento: 5 TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG 3.

Determinacidon de la concentracion de 6xido nitrico

Se realizo la reaccion de Griess con el kit colorimétrico Cayman Chemical (No. de
Catdlogo 780001) para la determinacion de nitratos y nitritos. La cual es
directamente proporcional a la concentracion de NO medida en plasma de
pacientes que recibieron OTH antes y después de 20 sesiones. El desarrollo de
color se midi6 a 540 nm en un espectrofotometro de microplacas marca xMark
BioRad.

Tincion de tricromo de Masson

Se realizé la tincion de tricromo de Masson para la determinacion del porcentaje
de fibrosis y la angiogénesis de novo. Brevemente, las biopsias de los pacientes
recolectadas antes y después del tratamiento, fueron fijadas e incluidas en
parafina y se tifieron con hematoxilina de Weigerth, fucsina acida-Biebrich Scarlet
y contrateflidas con azul de anilina. Se realizé el analisis a 40X utilizando un
microscopio Olympus, modelo BX53 (Center Valley, PA, USA). Se analizaron las

laminillas de los pacientes antes y después del tratamiento.
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Determinacién de fibrosis

Para la determinacion de fibrosis se utilizé la tincion de tricromo de Masson ya que
esta técnica permite distinguir la colagena en color azul, la cual es caracteristica
de un proceso de fibrosis. Se seleccionaron 10 campos al azar a 40X y se
selecciond el area de fibrosis que es directamente proporcional a la cantidad e
intensidad del color azul de la tincion utilizando el software cellSens Dimension®
(Olympus, Center Valley, PA, USA). Se obtuvo el promedio de los valores
obtenidos en diez campos. Los resultados se analizaron con la prueba estadistica
de Wilcoxon.

Determinacién de angiogénesis
Para la determinaciéon de la angiogénesis se contaron vasos sanguineos en un

total de 10 campos a 40 X de cada laminilla y se calculé un valor promedio.

Analisis estadistico

Por medio del paquete estadistico GraphPad Prism version 6, se realizaron las
graficas y las pruebas estadisticas de Wilcoxon, Friedman y correlacion de
Pearson. P<0.05 se consider0 estadisticamente significante.
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RESULTADOS

Ulceras de pie diabético antes y después de la OTH

Los pacientes autorizaron la toma de imagenes fotogréaficas de las Ulceras de pie
diabético antes y después de las sesiones de OTH, lo que permiti6 monitorear la
cicatrizacion. Como se puede observar las heridas antes del tratamiento con OTH
se encuentran mas expuestas (fig. 1 Ay C), en la imagen después del tratamiento
se ve una reduccion del tamafio de la herida y formacion de tejido de granulacion
(fig. 1 By D).

A B

Fig. 1. Ulceras de pie diabético antes y después de OTH. Se observa fotografias de las
Ulceras de pie diabético antes de las sesiones de OTH (A 'y C) y después de OTH (B y D).
Las flechas sefialan la localizacion de tejido de granulacién.
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Caracteristicas basales de los pacientes que tomaron OTH

Se recopildé informacién de los pacientes mediante un cuestionario que incluyé

antecedentes sobre su enfermedad y su tratamiento. En la tabla se observan las

caracteristicas basales de los pacientes y su tratamiento antes de tomar la OTH

(Tabla 2).

Variables contindas en medianas y variables categdricas en porcentaje.

Tabla 2. Caracteristicas basales de los pacientes.

Numero de pacientes 18
Hombres 15
Mujeres 3
Edad 51 (25-78)
Duracién de diabetes (afios) 17 (0-34)
Tiempo con aparicion de 4 (1-14)
Ulceras de pie diabético (meses)
Factores de riesgo (%)
Tabaquismo 28
Alcoholismo 28
Clasificacion Wagner (%)
Wagner 3 72.8
Wagner 4 22.2
Tratamiento (%)
Insulina 27.8
Glibenclamida 27.8
Metformina 5.6
Glibenclamida + Insulina 16.7
Glibenclamida + Metformina 5.6
Insulina + Metformina 5.6
Insulina + Dioglitazona 5.6
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Control de Isotipo
Antes de realizar las inmunohistoquimicas con los anticuerpos primarios para

KLF2, FoxO1 y P-FoxO1 se realiz6 un ensayo con anticuerpo anti-mouse IgG.

Fig. 2. Control de isotipo. Se observa el control de isotipo realizado con tejido de la
biopsia de pie diabético visualizada a 40X.

Expresiéon de KLF2 por la técnica en Inmunohistoquimica

Se observan las imagenes de las inmunohistoquimicas mas representativas de la
expresion de KLF2 realizadas con biopsias de pacientes con pie diabético antes y
después del tratamiento (20 sesiones de OTH) (fig. 3A-F). En las imagenes a
100X se observé que antes de OTH (fig.3E) la proteina KLF2 se encuentra
principalmente en el citoplasma (flecha regular) y después de OTH (fig. 3F) KLF2

se localiza en su totalidad en el nucleo (flecha gruesa).

* 500pm - PR T
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Fig. 3. Expresion de KLF2 por inmunohistoquimica. Inmunohistoquimicas realizadas
con biopsias tomadas antes de las sesiones de OTH visualizadas a 10X (A), 40X (C) y
100X (E) y después de 20 sesiones 10X (B), 40X (D) y 100X (F). (G) La gréfica representa
el porcentaje de Region de Interés (% ROI) de la expresién de KLF2 en el nacleo (flecha
gruesa) obtenido con el software cellSens de Olympus con las biopsias recolectadas
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antes y después de OTH (p=0.57). (H) La grafica representa el % ROI de la expresion de
KLF2 en el citoplasma (flecha regular) (p=0.99).

Expresiéon de FoxO1 por la técnica en Inmunohistoquimica

Se realizaron las inmunohistoquimicas para el analisis de la expresion de FoxO1
en las biopsias de pacientes tratados antes y después de la OTH (fig. 4A-F). Se
observa una disminucién en la presencia de FoxO1 en el nlcleo en las biopsias de
pacientes tratados con OTH (p=0.07) (fig. 4G). En consecuencia se observa un
aumento de la presencia de FoxO1l en el citoplasma (p<0.05) (fig.4H). En las
imagenes a 100X se observa que hay mas células con presencia de FoxO1 en el
nacleo antes de OTH (fig. 4E flecha gruesa) y una disminucion después de la OTH
(fig. 4F flecha gruesa).
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Fig. 4. Expresion de FoxO1 por inmunohistoquimica. Inmunohistoquimicas realizadas
con biopsias tomadas antes de las sesiones de OTH visualizadas a 10X (A), 40X (C) y
100X (E) y después de 20 sesiones 10X (B), 40X (D) y 100X (F). (G) La gréfica representa
el porcentaje de Region de Interés (% ROI) de la expresion de FoxOl en el ndcleo
obtenido con el software cellSens de Olympus con las biopsias recolectadas antes y
después de OTH (p=0.07). (H) La gréfica representa el % ROI de la expresion de FoxO1
en el citoplasma (p<0.05). La flecha negra sefiala la presencia de FoxO1 en el nicleo.
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Expresiéon de P-FoxO1 por la técnica en Inmunohistoquimica

En las inmunohistoquimicas realizadas para detectar la presencia de FoxO1
fosforilado (P-FoxO1) (fig. 5A-F), se encontrd6 un aumento en la fosforilacion de
FoxO1 después de OTH en citoplasma (fig. 5F flecha) (p<0.05) (fig. 5H). Ademas
de que la proteina fosforilada de FoxO1 no se encontr6 en nucleo (fig. 5G).
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Fig. 5. Expresion de P-FoxO1 por inmunohistoquimica. Inmunohistoquimicas
realizadas con biopsias tomadas antes de las sesiones de OTH visualizadas a 10X (A),
40X (C) y 100X (E) y después 10X (B), 40X (D) y 100X (F). (G) La grafica representa el
porcentaje de Region de Interés (% ROI) de la expresion de P-FoxOl en el nicleo
obtenido con el software cellSens de Olympus con las biopsias recolectadas antes y
después de OTH. (H) La grafica representa el % ROI de la expresién de FoxO1l en el
citoplasma (p<0.05). La flecha negra sefiala la presencia de P-FoxO1 en el nicleo.
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Expresion de biomarcadores en biopsias de pacientes tratados con OTH

Se realizaron western blot con extractos de proteinas totales de biopsias de pie

diabético tomadas antes y después de la OTH (fig. 6A). Se considera que cada

paciente es su propio control, es por ello que se realiz6 un analisis individual

comparando

la expresion del

correspondiente. Paciente 3 (Fig. 6B i-ix). Paciente 7 (Fig. 6C i-ix).
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P-FoxO1
Viii
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Fig. 6. Expresion de biomarcadores. (A) Western blot realizado con biopsias tomadas
antes de la OTH de los pacientes 3 y 7 (P3AS1, P7AS1) y después de la OTH de los
pacientes 3y 7 (P3DS20, P7DS20) de OTH. (B) Gréficas con la expresion relativa (E.R.)
de KLF2 (i), Foxo1(ii) y P-Foxol(iii) del paciente 3 obtenido con el software Image J.
Inmunohistoquimicas del paciente 3, para KLF2 antes (iv) y después (v) de OTH, FoxO1
(vi, vii) y P-FoxO1 (viii, ix).Im&genes a 40x. (C) Graficas con la expresion relativa (E.R.) de
KLF2 (i), Foxol(ii) y P-Foxol(iii) del paciente 7 obtenido con el software Image J.
Inmunohistoquimicas para KLF2 del paciente 7 antes (iv) y después (v) de OTH, FoxO1
(vi, vii) y P-FoxO1 (viii, ix).Imagenes a 40x. Las flechas gruesas sefialan la Regién de
Interés en nucleo y las flechas regulares la Region de Interés en citoplasma.
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Produccién de Oxido Nitrico (NO) y Angiogénesis

Se realizé la determinacion de la concentracion de NO en el plasma de los
pacientes tratados con OTH con la reacciéon colorimétrica de Griess (tabla 3). De
los 12 pacientes que tomaron las 20 sesiones de OTH 9 presentaron un aumento
en la producciéon de NO y 3 presentaron una disminucion de la produccion de NO.
Se correlacionaron con los datos de la angiogénesis. Agquellos pacientes que
presentaron disminucion en la produccion de NO, se observé que no tuvieron
cambio o disminucién en el nimero de vasos fig. 7B.

Tabla 3. Produccion de NO y Angiogénesis. En la tabla se encuentran la media * error
estandar de los datos presentados en la fig. 7.

Pacientes con aumento de NO Pacientes sin aumento de NO
(mediat ES) (mediax ES)

Sesion 0 | Sesion 11 | Sesion 20 | Sesion 0 | Sesion 11 | Sesion 20
13.88+2.69 | 21.61+3.28 | 20.67+3.64 | 27.78+2.96 | 17.01+2.82 | 20.27+1.87

Produccion de oxido nitrico Produccién de éxido nitrico

&
8

Oxido Nitrico (NO) pM
3
Oxido Nitrico (NO) uM
8 8
|
| ‘ I
l .

104 ™ ® 10 @
* ®
0 . . T 0 T T T
0 11 20 0 11 20
Sesiones de OTH Sesiones de OTH

Fig. 7. Produccion de NO. Las muestras analizadas corresponden a la sesion 0 (estado
basal, antes de la sesién 1), en la sesion 11(después de la sesion 11) y en la sesion 20
(después de la sesion 20). (A) La gréafica representa la producciéon de NO de aquellos
pacientes que mostraron un aumento (p=0.39). (B) Produccion de NO en pacientes que
no presentaron disminucién (p=0.19).
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Angiogénesis y Fibrosis
Se observan imagenes representativas de laminillas con la tincién de tricromo de

Masson realizadas con las biopsias de pacientes que recibieron OTH antes (fig.

8A, C y E) y después de 20 sesiones (fig. 8B, D y F) para determinar la
angiogénesis y la fibrosis.
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Fig. 8. Angiogénesis y Fibrosis. Tinciones con tricromo de Masson de biopsias tomadas
antes de las sesiones de OTH (A, Cy E) y después de 20 sesiones (B, D y F) visualizadas
a 40X. Se puede observar de color azul las fibras de colagena, de negro o azul oscuro los
nucleos, de rojo o morado citoplasma y eritrocitos. Vasos sanguineos (flechas negras).
(G) La grafica representa el % de Region de Interés de fibrosis (tonalidad azul-violeta) de
10 campos a 40X calculado con el software cellSens de Olympus con las biopsias
recolectadas antes y después de OTH (p=0.314). (H) La grafica representa el promedio
del nimero de vasos de 10 campos a 40X antes y después de OTH (p=0.110).
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KLF2 en el nucleo fomenta la angiogénesis

Al analizar los datos de la presencia de KLF2 en el nucleo se encontré que solo 2
de los 9 pacientes tuvieron disminucion en la presencia de KLF2 en el nucleo (fig.
9A). Estos pacientes no tuvieron aumento en la produccion de NO, no presentaron
o no hubo cambio en la angiogénesis y tienen un indice de masa corporal de
28.24 y 37.98 respectivamente que es mayor al de los 9 pacientes estudiados. Se
observo una correlacion positiva (Pearson (p<0.05) entre la presencia de KLF2 en
el ndcleo y el aumento y/o la formacion de nuevos vasos después de OTH (fig.
9B). También se determiné que el 57% de la angiogénesis se debe a la presencia

de KLF2 en el nucleo después de la OTH.
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Fig. 9. KLF2 en el nucleo fomenta la angiogénesis. (A) La grafica representa % Region
de Interés (%ROI) de KLF2 en el nucleo en los diferentes pacientes. (B) Correlacion de
Pearson entre KLF2 nuclear contra la angiogénesis después de la OTH (p<0.05; R?
linear=0.568; r=0.75).
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DISCUSION

En México la DM2 ha aumentado de forma alarmante debido principalmente al
incremento de los factores que afectan su desarrollo tales como la obesidad
(41;42). El mal manejo clinico y el descontrol de los pacientes con DM2 aceleran
la presentacién de complicaciones como la angiopatia y neuropatia que en
conjunto conducen al desarrollo del pie diabético, que eventualmente terminara en
amputacion. Es por ello la relevancia de evaluar terapias alternativas como la
OTH, que favorezcan la cicatrizacion en pacientes con DM2 y reducir la incidencia

de amputaciones de extremidades inferiores.

La presurizacion a 1.5 ATA y toma de oxigeno al 100% por medio de una
mascarilla en los pacientes, caracteriza la terapia con oxigeno hiperbarico.
Fomentando la oxigenacion a nivel sistémico por medio de la saturacion completa
de la hemoglobina al 100% y la dilucion de 50 mL de Oz (43). Lo que repercute en
la expresion de algunas proteinas, que dependen de las condiciones de oxigeno,
por ejemplo, hipoxia induce la expresion de algunos factores de transcripcion
como es el caso de HIF-1a que lleva a la expresion de p65 y VEGF. (44). Por lo
contrario, cuando las condiciones de oxigeno en las células se restablecen
(normoxia) se induce la expresion de KLF2 (36). Se sabe que la condicidon
diabética reduce la expresion de KLF2, en el endotelio glomerular, esto se
demostré en ratones diabéticos inducidos con estreptozotocina muestran una
reduccion de KLF2 (45) En este estudio se encontrd6 que la OTH induce un
aumento de KLF2 en el nacleo de fibroblastos y células endoteliales de ulceras de
pie diabético en 7 de 9 pacientes estudiados. KLF2 en células endoteliales
fomenta la expresion de proteinas de las uniones estrechas y modificaciones en
las cadenas ligeras de miosina, importantes para mantener la integridad vascular.

KLF2 también induce la expresion de eNOS que produce NO en el endotelio (46).

Los 2 pacientes que presentaron una disminucion de KLF2 nuclear después de
OTH, presentaron un IMC alto y menor concentracién de NO en el plasma. Esto
podria correlacionarse con los niveles elevados de LDL que hay en personas con
obesidad y DM2, ya que en investigaciones anteriores se encontré que los niveles
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de LDL oxidado y no oxidado afecta la expresion de KLF2 y la actividad del

promotor de su gen (47).

KLF2 en el nacleo puede fomentar la angiogénesis en pacientes con pie diabético
tratados con OTH. Los resultados mostraron que la translocacion de KLF2 al
nacleo tiene una correlacion positiva con la angiogénesis después de la OTH.
Previamente se observd que la sobreexpresion de KLF2 con lentivirus en un
modelo de ratdn viejo con isquemia en extremidades inferiores, aumenta el
namero de células pro-angiogénicas circulantes y aumenta los niveles de mRNA
de eNOS, esto en consecuencia fomenta la neovascularizacion al restablecer la

perfusion sanguinea de las extremidades inferiores (48).

Reportes anteriores han demostrado que la actividad transcripcional de FoxO1 en
heridas de ratones diabéticos (db/db), se encuentra muy elevada en comparacién
con el control sano (db/db*) (49), y su inhibicion en ratones deficientes de FoxO1
(FoxO1*") favorece y aumenta el proceso de cicatrizacion en comparacion a los
ratones Wild-Type (50). Se sabe que en células HUVECs que FoxO1 inhiben la
expresion de KLF2 y sus genes blanco como eNOS (37;51). En este estudio se
observé un aumento muy significativo en la fosforilacion de FoxO1 en ser256, la
cual disminuye la actividad de FoxOl (18), en las biopsias de pie diabético
tratadas con OTH. Esto sugiere que la OTH favorece una reduccion en la actividad
de FoxOl1 lo que en instancia conlleva a la cicatrizacion y evitar la disminucién en
la actividad de KLF2.

Se ha demostrado un deterioro en la produccion y biodisponibilidad de NO por
efecto de la hiperglucemia, tanto en modelo de ratones como en pacientes
diabéticos (52-54). En este estudio se encontrd que la OTH aumenta la produccion
de NO en plasma de algunos pacientes; lo que ha sido previamente demostrado
en ratones diabéticos sometidos a OTH (55). El incremento de NO correlacioné
positivamente con formacion de nuevos vasos sanguineos. Se sabe que el NO y la
OTH inducen la circulacién de células progenitoras de endotelio (CPE) en sangre
periférica de ratones con isquemia en extremidades inferiores y ratones diabéticos,
lo que fomenta y mejora la angiogénesis (55;56). Por lo tanto, el aumento de NO

debido al tratamiento con OTH es fundamental para la angiogénesis, lo que ayuda

42



a revertir la isquemia y a propiciar la cicatrizacion de las heridas por aumento de la

perfusion sanguinea.

Se observé en este estudio, una tendencia al aumento en los depdsitos de
colagena (fibrosis) en el tejido. Esto también se observo en un reporte anterior
donde las heridas de ratones diabéticos tratados con OTH y en ratones con
delecion parcial del FoxO1 (FoxO1*") (50;55). Por lo tanto, al revertir los efectos
de FoxO1 e inducir la produccion NO via KLF2 por medio de la OTH se propiciara

la cicatrizacion en pacientes con pie diabético y DM2.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La OTH (20 sesiones de 1 hora a 1.5 ATA) resulté ser una alternativa terapéutica
coadyuvante junto con el tratamiento hipoglucemiante para favorecer de manera
notoria la cicatrizaciéon. La OTH también aumento la expresion in situ de la
proteina KLF2, y que ello se vera afectado si el paciente tiene sobrepeso. Por lo
tanto, favorece la expresion de eNOS, la produccién de NO y fomenta la
angiogénesis. Ademas, se observo inactivacion de FoxO1 por el aumento en su
fosforilacion, lo que previene la inactivacion de KLF2 y mejora en el proceso de
cicatrizacion. El uso de la OTH en pacientes con pie diabético en este proyecto,
parece favorecer en la formacién de nuevos vasos, la acumulacién de colagena y

propicia la cicatrizacion de ulceras.

Cabe mencionar que el RNA que se obtuvo de las muestras parafinadas a partir
de biopsias, no tuvo la pureza necesaria, es por ello que no se pudo obtener
amplificacion en todas las muestras al realizar la RT-gPCR. Ademas de que la
eficiencia de la extraccion de RNA disminuye por la lisis incompleta de tejidos
incluidos en parafina. También disminuye la sintesis de cDNA debido a que el
formaldehido reacciona de mayormente con el grupo amino de la adenina
bloqueando la union de la cola de poli A con el oligo dT. Por lo que la expresion de
KLF2 en respuesta a la OTH, se realizara posteriormente en muestras sin

parafina.

La oxigenacion adecuada en los pacientes con DM2 no sélo favorece la
cicatrizacion y la angiogénesis, sino que también podria favorecer otros tejidos
afectados por esta enfermedad como las células B-pancreaticas. La oxigenacion
apropiada en estas células es crucial para su funcionamiento, dado que contienen
un gran nimero de mitocondrias que consumen grandes cantidades de oxigeno.
Estudiar la funcién de este 6érgano también en las condiciones del estudio también
podria esclarecer los efectos de esta terapia en las condiciones propias de la
DM2.
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Estudiar los efectos de la OTH en pacientes con otros padecimientos que causen
isquemia podran seguir esclareciendo sus efectos, buscando nuevos moduladores

gue se ven alterados con la terapia.
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