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RESUMEN

Antecedentes: La hiperglucemia es un factor importante para el desarrollo de
complicaciones vasculares de DM2, que tienen una alta mortalidad y morbilidad.
Por lo tanto, es necesario analizar nuevos mecanismos moleculares para
identificar el deterioro vascular temprano y los factores relacionados. Debido a la
evidencia de su papel en muchas patologias, el receptor AGE (RAGE) y sus
ligandos han surgido recientemente como importantes en la inflamacién. Objetivo:
Evaluar la expresion de RAGE y sus ligandos S100A8/9, S100A12, S100B y
HMGB1 en monocitos y neutrofilos de sujetos sanos y pacientes con DM2 de
ambos sexos con diferente control metabdlico. Disefio: Estudio clinico transversal
y comparativo. Métodos: Se incluyeron 43 voluntarios de entre 28 y 55 afios, de
ambos géneros. Clasificamos a los individuos en dos grupos de la siguiente
manera: 1) Sujetos no diabéticos con un IMC 19 a 25 kg/m2; 2) Pacientes con
DM2 con <5 anos desde el diagndstico con un IMC hasta 32 kg/m2. Se cuantificd
glucosa, HbA1c y perfil lipidico. Las células mononucleares (CMN) se aislaron con
Ficoll-Hypaque y los neutréfilos con Dextran. El porcentaje de RAGE vy la
expresion de sus ligandos se realizé con citometria de flujo. Resultados: En
monocitos proinflamatorios, la expresion de RAGE fue mayor en pacientes con
DM2 con buen control glucémico (96.6+8.8 %) en comparaciéon de los controles
sanos (87.415.3 %; p=0.00002). S100B fue mayor en pacientes con DM2 con
regular control glucémico (32332+10638 IMF) en comparacion con los que tenian
un buen control (25228+11894 IMF; p=0.04). Por otro lado, en presencia de dafio
renal, en monocitos proinflamatorios, la expresion de S100B fue mayor
(1395214354 IMF) en comparacion de los pacientes con DM2 sin dafio renal
(496318707 IMF; p=0.03). En monocitos proinflamatorios, la expresién de RAGE
fue mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo cardiovascular (91.6+6.5 %) en
comparacion de los pacientes con DM2 con riesgo (85.7£7.6 %; p=0.01). La
expresion de S100A12 también fue mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo
cardiovascular (8985+2154 IMF) en comparacion con los pacientes que tenian
riesgo cardiovascular (326912487 IMF; p=0.000001). En los neutrdfilos, la
expresion de S100A12 fue mayor en los pacientes con DM2 con riesgo
cardiovascular (37311£15544 IMF) en comparacion de los pacientes con DM2 sin
riesgo cardiovascular (10039+19037 IMF; p=0.02), del mismo modo, S100B fue
mayor en los pacientes con DM2 con riesgo cardiovascular (52412+19251 IMF) en
comparaciéon de los pacientes con DM2 sin riesgo cardiovascular (1473818540
IMF; p=0.03). Conclusiones: Estos datos muestran que la inflamacién crénica de
bajo grado que acompafna a la DM2, favorece la sobreexpresion de RAGE y sus
ligandos en monocitos y neutréfilos de pacientes que presentan dano renal y
riesgo cardiovascular, revelando la posible participacion de estas moléculas en el
mecanismo de progresion en esta patologia y sus posibles complicaciones.



|.- ANTECEDENTES
1.1.- Diabetes mellitus y sus complicaciones

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una alteracion metabdlica que lleva a
hiperglucemia, inflamacion cronica de bajo grado, dislipidemia, resistencia a la
insulina y otros cambios metabdlicos que se asocian de manera directa con el
inicio y progresion de dafio micro y macrovascular, como la nefropatia diabética
(ND) y la aterosclerosis [1,2].

Las complicaciones micro- y macrovasculares tienen alta mortalidad y
morbilidad en nuestra poblacion, o que hace urgente la busqueda e investigacion
de perspectivas novedosas para identificar precozmente el deterioro micro y
macrovascular. Uno de los principales instrumentos es actualmente Ia
hemoglobina glicada (HbA1c), pero aun es insatisfactorio para este propésito [3,4].

El dafio endotelial temprano se evalua midiendo por ultrasonografia del
engrosamiento de la intima-media carotidea (IMT) [5], y con mayor precision con
la velocidad de pulso de la onda (PWV) que indica cambios estructurales en la
pared vascular [6] pero no permiten conocer los factores implicados en el dano.

Existe un gran interés en el papel de la inflamacién en las enfermedades
cardiovasculares, y los marcadores de inflamacion que servirian como predictores.
Recientemente se ha encontrado que el receptor RAGE y varios de sus ligandos
pueden actuar como perspectivas interesantes para evaluar el riesgo
cardiovascular y disefar estrategias de tratamiento preventivas [7].

Por otro lado, el descontrol hiperglucémico crénico en pacientes diabéticos
también conduce al dano estructural sobre las nefronas, primeramente, a nivel
mesangial para posteriormente tornarse en un dafno mas difuso que a través de
los afos llega a producir una enfermedad renal terminal. La ND se caracteriza por
cambios funcionales y estructurales, algunos de estos cambios tempranos
incluyen hiperfiltracion caracterizada por un filtrado glomerular >130 ml/minuto,
hipertrofia glomerular y renal, asi como de las células mesangiales, y
posteriormente, acumulacion de la matriz, engrosamiento de la membrana basal y
alteraciones de la barrera de filtrado glomerular [2,8].

La nefropatia diabética (ND) es la principal complicacion microvascular de
la DM2. La ND es causada por alteraciones en las estructuras capilares y
tubulares. Los mecanismos que inducen las anormalidades en la funcionalidad del
rindn se desconocen en detalle debido a la complejidad de la diabetes [2-3].

Entre las vias involucradas se encuentran inflamacion, transicion
mesénquimo-epitelial, apoptosis, dafio en la mitocondria, interaccion podocito-
endotelio. La capa de células endoteliales fenestradas, la membrana basal y los
podocitos forman una barrera fuerte de filtracion impermeable a proteinas de alto



peso molecular. Por lo que una elevada tensién arterial, hiperglucemia entre otros,
favorecen los cambios fenotipicos progresivos permitiendo la pérdida de los
podocitos, engrosamiento de la membrana basal y fibrosis tubulo-intersticial. Estas
modificaciones inician cambios patoldgicos en vias de activacion de mediadores
en diferentes estadios de la enfermedad. El dafio al podocito induce proteinuria,
dafo al glomérulo y declive en la filtracién glomerular [3-4].

En el desarrollo de la ND participan algunos factores conocidos como el
grado de control metabdlico, la edad, la hipertension arterial, factores genéticos,
pero ninguno tiene la sensibilidad para mostrarse como evidencia clinica [2-4,8].

La creatinina sérica y urinaria, la excrecion urinaria de albumina, la
depuracion de creatinina y la estimacion de la filtracion glomerular son
frecuentemente empleadas en el laboratorio clinico de rutina para evaluar la
funcién renal; sin embargo, es conocido que estas pruebas presentan desventajas
que limitan su sensibilidad clinica en estadios tempranos, indicando la importancia
de acciones preventivas y de diagndstico oportuno para ofrecer mejor calidad de
vida a los pacientes.

El receptor RAGE ha surgido recientemente como una proteina importante
en el proceso inflamatorio generalizado, pues se une a moléculas como: HMGB1
(anfoterina) y las proteinas de unién a calcio, también llamadas calgranulinas o
alarminas (S100A y S100B) que favorecen la inflamacion y dafio endotelial [8], e
interactuan con transportadores claves en la regulacion del transporte inverso del
colesterol: ABCA1 y ABCG1 disminuyendo su expresion en los macréfagos [7,9].

Existe suficiente evidencia de la participacion de RAGE y sus formas
solubles (sRAGE y esRAGE) en el dafio cardiovascular, pero no hay informacién
contundente de su posible valor predictivo. Por otra parte, la unién de RAGE y sus
ligandos tienen efecto en los transportadores tipo cassette de union a ATP (ABC),
que cuando se alteran; aceleran el dafo cardiovascular induciendo inflamacion y
disfuncion endotelial; lo que contrarresta el efecto de ABCA1/G1, alterando el
transporte reverso del colesterol [9]. Esto sugiere que RAGE y sus ligandos
participan perpetuando la inflamacion, sin embargo, existe poca informacién sobre
estos procesos en el humano [10].

Se cree que los RAGE solubles son receptor senuelo que regulan la
actividad de RAGE, pero hay controversia de su valor predictivo para eventos
cardiovasculares, ya que los niveles elevados sRAGE y esRAGE protegen contra
la aterosclerosis, los niveles bajos se asocian a inflamacion, aumento del IMT y
riesgo cardiovascular en la prediabetes y DM2. En contraste también hay
asociacion positiva entre sRAGE y dafio cardiovascular e infarto del miocardio
[7,11]. El tema es controvertido, pero hay amplias perspectivas para el papel de
RAGE y como biomarcador, por lo que es importante definir el papel de RAGE
como predictor de dafio cardiovascular en las complicaciones macrovasculares.



Los conocimientos sobre inflamacion y deterioro vascular en la diabetes son
incompletos. Un tema prioritario seria esclarecer el papel de la inflamacion crénica
de bajo grado en estos procesos y en la prediccion de dafo cardiovascular.

A este respecto, se han propuesto nuevos mecanismos de dafio vascular
durante la DM2 que no han sido abordados en profundidad, como la interaccion
RAGE-HMGB1-S100B que podrian ofrecer nuevas perspectivas con propositos
predictivos.

1.2.- RAGE (Receptor de productos finales de glicacion avanzada).

El RAGE, es un receptor multiligando perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas que se sobre-expresa en hiperglucemia e inflamacion. Este
receptor se expresa de manera constitutiva en células como cardiomiocitos,
neuronas, neutréfilos, monocitos/macrofagos, linfocitos, células dendriticas vy
células endoteliales vasculares, entre otras, y es considerado un receptor de
reconocimiento de patrones por su capacidad para detectar estructuras
tridimensionales en lugar de secuencias especificas de aminoacidos [10].

RAGE tiene 3 isoformas: la proteina transmembranal expresada en
monocitos y células endoteliales y 2 solubles: RAGE soluble (sSRAGE) producto del
rompimiento de la proteina de membrana, y RAGE secretor endégeno (esRAGE)
formado por splicing alternativo [12]. RAGE de membrana se une a alarminas
como HMGB1 y a los péptidos antimicrobianos o calgranulinas de la familia de las
proteinas de union a calcio (S100) S100A8/9, S100A12, S100B, induciendo
inflamacion y disfuncion en la placa ateromatosa endotelial por acumulacién de
macrofagos M1 y células necréticas [13,14].

Observaciones previas indican que el eje RAGE/ligandos es un importante
blanco terapéutica para la respuesta inflamatoria y el dafio cardiovascular. En un
estudio realizado en ratones donde se deseaba investigar el papel de RAGE en la
adhesion de leucocitos (midiendo la expresion de ICAM-1 y RAGE en endotelio)
después del infarto de miocardio y su efecto sobre la funcion miocardica
postisquémica, en donde la expresiéon de RAGE parecia restringida a las células
endoteliales y peri-endoteliales, consistente con un papel en la modulacién del
reclutamiento de leucocitos durante la isquemia temprana [15].

Esta primera respuesta al estrés isquémico e inflamatorio da lugar a la
regulacion/liberacion de una serie de marcadores de activacién endotelial
temprana, entre los que se encuentra HO-1, una enzima antioxidante y
antiapoptica intracelular, tiene un efecto similar sobre la afluencia de leucocitos y
la disfuncién miocardica, afectando potencialmente la expresion de RAGE a través
de niveles disminuidos de HMGB1 [15].

El receptor para los productos finales de glicacion avanzada (RAGE) y sus
ligandos se han considerado como desencadenantes patdgenos importantes para
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la progresion de las lesiones vasculares en la diabetes. El vinculo perjudicial entre
RAGE vy la angiopatia diabética se ha demostrado en estudios con animales. Las
estrategias preventivas y terapéuticas que se centran en RAGE y su eje de ligando
pueden ser de gran importancia para aliviar las complicaciones vasculares de la
diabetes y reducir la carga de la enfermedad [16].

La forma clasica de RAGE, también denominada RAGE de longitud
completa, se compone de un unico dominio transmembrana, una porcion citosolica
y una region extracelular. La region extracelular consiste en 2 dominios de
inmunoglobulina tipo C (C1 y C2) y un dominio tipo V, considerado como el lugar
principal de union a los ligandos; la eliminacién de este dominio da como resultado
la forma N-truncada. La porcidn citosdlica es esencial para la sefalizacion
intracelular posterior a la union del ligando en la region V (Figura 1) [17].

RAGE soluble

Ligandos

Dominio tipo-V
(23-116 aa)

Dominio tipo-C1
(124-221 aa)

Escisién
enzimatica

Dominio tipo-C2
(227-317 aa)

Dominio
transmembrana Membrana celular
(343-363 aa)
Cola intracelular
(363-404 aa)
RAGE de lon- RAGE N- RAGE de longitud completa; RAGE o
gitud completa truncada escindido proteoliticalmente| | esRAGE C-truncada

Figura 1. Representacion esquematica de los receptores de los productos finales de glicacion
avanzada y sus isoformas. Modificada de Chuah et al. [17]

Ademas del RAGE de longitud completa, existen 19 variantes de empalme,
las cuales, de acuerdo con el Comité de Nomenclatura de Genes Humanos, han
sido resumidas y renombradas en RAGE v1 a RAGE v19. Se han identificado 2
formas solubles de RAGE en el plasma humano: RAGE v1 o esRAGE, que
resultan de un splicing alternativo, y sRAGE (también conocido como cRAGE),
una isoforma de escisidn proteolitica en la porcion extracelular del RAGE de
longitud completa, mediada por la metaloproteinasa ADAM 10 [17,18].



Los ligandos que se han encontrado para ser reconocidos por RAGE son el
péptido beta-amiloide, las proteinas de alta movilidad del grupo de caja 1
(HMGB1; llamada también anfoterina), proteinas del grupo S100, productos
avanzados de oxidacion de proteinas, C3a, integrinas-2 Mac/CD11b,
lipopolisacaridos y fosfatidilserina en la superficie de células apoptéticas [19].

RAGE se involucra en etapas tempranas y tardias de la disfuncion
endotelial; su expresion aumenta al incrementar sus ligandos y dada la presencia
de estos en la placa aterosclerdtica es importante conocer la via del aumento de
estas moléculas y el resultado de su union a los ligandos, ya que favorece la
inflamacion al activar vias de sefalizacion para la migracion de monocitos,
activacion de células endoteliales, sobreexpresion de moléculas de adhesion
(VCAM) y sintesis de citocinas proinflamatorias [15].

Existen diversos estudios en donde cuantifican RAGE membranal mediante
citometria de flujo, ademas de otras técnicas, entre los cuales, uno de los mas
recientes fué en monocitos de nifios sanos [20], en donde la expresién de RAGE
en estas células se correlaciond positivamente con la edad. En otro trabajo se
determind la expresion de RAGE de membrana en células mononucleares de
sangre periférica por citometria de flujo de jévenes adultos sanos tras dieta rica en
grasas con y sin ejercicio previo, encontrando en sus resultados que la expresion
de RAGE de células mononucleares inducida por la comida rica en grasas
probablemente es impulsada por la poblaciéon de monocitos [21] (Tabla 1).

La interaccion RAGE-S100B especificamente induce especies reactivas del
oxigeno dependientes de la NADPH oxidasa y sintesis de TNF-a. En las células
endoteliales activa NF-kB y sobre expresa VCAM-1. En el musculo liso del
endotelio, RAGE-S100B activa angiotensina Il y sintetiza IL-6 y MCP-1 [22]. En
monocitos de individuos sanos, la union RAGE-S100B atenua la expresion de
ABCA1 y ABCG1 (transportadores tipo casete de unidén a ATP, del inglés ATP
Binding Cassette Transporter) que capturan el colesterol a través de LXR [23].
Esto sugiere que RAGE y sus ligandos participan en la acumulacion de colesterol
en la pared arterial del monocito, favoreciendo la formacién de la placa y
perpetuando la inflamacion. La interaccion RAGE-HMGB1 en células endoteliales
favorece acumulacién de leucocitos [24].

1.3.- RAGE en dano renal

La calcificacion arterial es una caracteristica de |la aterosclerosis y comparte
muchos factores de riesgo que incluyen diabetes, dislipidemia, enfermedad renal
cronica, hipertension y edad; y es facilmente detectable por multiples modalidades
de imagen [25].

Existe evidencia en la literatura que RAGE endotelial tiene propiedades
proinflamatorias propias, ya que se ha demostrado que la unién de DAMP puede
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inducir la activacion de NF-kB a través de la via de sefalizacion RAGE / MAPK.
Se sabe que la activacion de NF-kB actua como un importante regulador
inflamatorio en la aterosclerosis y la lesién | / R miocardica en un modelo murino,
resaltando el papel de RAGE no solo como una proteina de anclaje para los
leucocitos, sino también como mediador, especialmente en la induccion temprana
de un fenotipo pro-adhesivo del endotelio cardiaco [15].

RAGE con otros tipos de ligandos también modula varias respuestas
fisiopatolégicas, que incluyen reacciones inflamatorias e inmunes, crecimiento
celular, migracion, apoptosis y regeneracion. La interaccion de RAGE con HMGB-
1, S100/calgranulinas, han demostrado tener efectos nocivos sobre la nefropatia
hipertensiva, la glomerulopatia relacionada con la obesidad, la nefritis lupica, la
amiloidosis renal, la enfermedad renal poliquistica autosémica dominante
(PQRAD) y la lesion renal aguda séptica (AKI) al inducir la generacion de ROS
mediada por NADPH oxidasa y también la activacion de NF-kB [8].

La eliminacién de RAGE de las células derivadas de la médula 6sea mejora
la nefropatia diabética inducida al inhibir la infiltracion de macrofagos y el dafio
intersticial del tubulo renal. Estos hallazgos sugieren que RAGE podria
desempefiar un papel central en la progresion de la lesién diabética glomerular e
intersticial [8].

Varios estudios en animales han sugerido que RAGE tiene un papel crucial
en el desarrollo y la progresion de la nefropatia diabética [8].

El tema es controvertido, pero hay amplias perspectivas para el papel de
RAGE en la inflamacion, por lo que es importante definir el papel de RAGE en la
DM2 y sus complicaciones como dafio renal y cardiovascular.

1.4.- Alarminas o Calgranulinas
1.4.1.- HMGBA1

HMGB1 (high-motility group box 1) es una proteina nuclear no histona,
mediador inflamatorio liberado de células necréticas y células inmunes como
monocitos y macréfagos, favorece la secrecidn de citocinas proinflamatorias y
moléculas de adhesion del endotelio [24]. Son proteinas cromosémicas muy
basicas, de las cuales HMGB1 es el unico miembro que ha demostrado activar
RAGE. Se expresan en casi todos los tipos de células, son relativamente
abundantes en el tejido embrionario y se unen al ADN de forma dependiente del
contenido pero independiente de la secuencia, teniendo importantes funciones en
la remodelacion de la cromatina, ademas de muchas otras [23].

Es una proteina altamente conservada que consta de 215 aminoacidos. Se
expresa en casi todas las células de mamiferos. Tiene dos cajas de union a ADN



ricas en lisina (A y B) separadas por un conector corto. Las cajas estan separadas
de la cola acida C-terminal por otra secuencia enlazadora que termina en cuatro
lisinas consecutivas [24].

Se libera de forma pasiva de las células necréticas, pero no de la mayoria
de las células apoptoticas. La razon de esto es desconocida, pero se ha planteado
la hipotesis de que es el resultado de cambios redox o de una baja acetilacion de
histonas en células apoptoticas. Las células necréticas HMGB1 estan severamente
impedidas en su capacidad para inducir inflamacion. La senalizacion HMGB1, en
parte a través de RAGE, esta asociada con ERK1, ERK2, Jun-NH2-quinasa (JNK)
y la sefalizacion p38 [24].

HMGB1 tiene la posibilidad de aumentar la inflamacion y acumular
aterogénesis, se ha estudiado en el mecanismo de daho renal en sindrome
compartimental (o de aplastamiento): puede ser el desencadenante vital del dafio
renal, y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la cinasa N-terminal c-Jun (JNK)
estan implicados en esta fisiopatologia proceso, promoviendo la teoria de que
HMGB1 desde el musculo puede ser el desencadenante. Aunque los mecanismos
detallados del dafio renal no estan claros, los estudios clinicos y experimentales
indican que los mediadores inflamatorios estan asociados con dafo renal
avanzado [19,25].

En etapas avanzadas de la DM2 se favorece la retinopatia diabética
promoviendo la inflamacion y neovascularizacién en la retina. HMGB1 es parte del
sistema immune innato, activador de TLR y RAGE. Por ello la diabetes debe ser
abordada como enfermedad metabdlica e inmunoldgica. HMGB1, TLR y RAGE
forman un trio molecular que activan NF-kB. Por ello el bloqueo de HMGB1, es
una atractiva posibilidad para el manejo de la DM2 [26].

1.4.2.- Proteinas de unién a calcio.

Son proteinas que se unen al calcio, y su funcion principal es el manejo del
almacenamiento de calcio. Entre ellas se encuentran las proteinas S100, que son
una familia de mas de 20 proteinas expresadas exclusivamente en vertebrados.
Algunos forman heterodimeros con otras proteinas S100; como el heterodimero
S100A8/S100A9 es la forma en que se encuentra dentro de la célula [27].

El bucle N-terminal no es candnico y tiene una afinidad mucho menor por el
calcio que el bucle C-terminal. Los miembros de esta familia difieren entre si
principalmente en la longitud y secuencia de sus regiones de bisagra y la region
de extensién C-terminal después de los bucles de unién. La uniéon de Ca** induce
un gran cambio conformacional que expone un dominio de union hidrofébica, las
proteinas S100 han sido llamadas "sensores de calcio" o "interruptores regulados
por calcio" [27].



S100A8, S100A9 y S100A12 tienen un papel importante en la mediacion de
la inflamacion y aumentan la aterosclerosis en modelos humanos y de roedores al
interactuar con RAGE, que desempefia un papel importante en la disfuncion
endotelial y la inflamacion [28]. Las proteinas S100A y S100B son marcadores de
activacion e inflamacion [29]. Las proteinas S100 también participan en la
patogénesis de la aterosclerosis. ST00A8 y S100A9 existen en las placas y
aumentan la aterogénesis al activar los neutréfilos y los monocitos en las lesiones
arteriales [30-31].

S100A12, también conocido como enRAGE se expresa principalmente en
granulocitos, pero también se encuentra en queratinocitos y lesiones psoriasicas y
representa aproximadamente el 5% de la proteina citosdlica total en neutréfilos en
reposo. Se expresa en inflamacion aguda, crénica y alérgica. Interactua con RAGE
de manera dependiente de calcio. Se une a los dominios RAGE C1y C2 en lugar
del dominio V. También puede unirse a RAGE expresado en células endoteliales,
sefalizando a través de las vias NF-kB y MAPK [27].

S100A12 secretado se une a RAGE y aumenta la expresiéon de la molécula
de adhesion intercelular-l (ICAM-1), la molécula de adhesion de células
vasculares-l (VCAM-1), NF-kB y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).
S100A12 es una quimio atrayente para monocitos y mastocitos, aunque solo la
region bisagra parece importante para este ultimo. Dado que los mastocitos no
expresan la proteina RAGE o el ARNm, su activacion por S100A12 se produce de
forma independiente de RAGE. S100A12 existe como homodimero en condiciones
de calcio bajo, pero formara agregados de hexameros (tres dimeros) en
concentraciones milimolares de calcio [27].

S100A12 puede tener un papel como biomarcador de futuras enfermedades
cardiovasculares, y puede incorporarse en la prevencion primaria y la modificaciéon
del factor de riesgo [30].

S100A12 y RAGE son vias emergentes que vinculan la inflamacion con la
aterosclerosis y la calcificacion vascular, como lo demuestra el aumento de la
calcificacién vascular en ratones transgénicos S100A12.

S100B es una proteina que desempena un papel importante en la
mediacién de la inflamacion y aumentan la aterosclerosis en modelos humanos y
de roedores al interactuar con RAGE. Proliferacién celular, la diferenciacion, la
migracion y el metabolismo energético en condiciones fisiolégicas, también actuan
como DAMP al interactuar con TLR2, TLR4 y RAGE después de que se liberan de
los fagocitos [19].

S100B se expresa principalmente en los astrocitos de la corteza humana y
los melanocitos, asi como en células del linaje mieloide. Se han encontrado



niveles elevados de S100B en pacientes después de un traumatismo cerebral,
isquemia / infarto, enfermedad de Alzheimer y sindrome de Down [27].

Esta proteina se utiliza como marcador de la activacion y muerte de las
células gliales. Los dimeros covalentes de S100B pueden utilizarse como un
marcador de estrés oxidativo [27].

S100B se une a las regiones variable (V) y constante (C1) de RAGE, y los
oligdbmeros de S100B se unen a RAGE con mayor fuerza. En concentraciones
equivalentes, S100B aumenta la supervivencia celular, dependiendo de la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Al unirse a RAGE vy activar la
formacion de ROS intracelular, S100B activa la ruta de PI3-cinasa/AKT vy
posteriormente la ruta de NF-kB, lo que resulta en la proliferacién celular [27].

S100B ejerce efectos troficos en neuronas y astrocitos en concentraciones
mas bajas y causa apoptosis neuronal, activando astrocitos y microglia en
concentraciones mas altas. La activacion de S100B de RAGE regula al alza la
expresion de IL-1B y TNF-a en microglia y estimula la actividad transcripcional de
AP-1 a través de la senalizacion de JNK [27].

La regulacion al alza de la expresion de COX-2, IL-18 y TNF-a en microglia
por S100B requiere la activacion concurrente de NF-kB y AP-1 [27].

S100B y HMGB1 se encuentran en la placa ateromatosa, y se detectan en
monocitos circulantes y macrofagos M1 [32,9,24,26,28]. Para entender mejor la
relacion RAGE-ligandos-dafio vascular, se requiere estudiarlos en grupos con alto
y bajo riesgo y asi definir su relacion y posible aplicacion en la evaluacién de las
complicaciones micro- y macrovasculares tempranas, es decir, en pacientes con
dafo vascular subclinico sin complicaciones clinicas.

1.5.- Interaccion RAGE-ligandos, participacion en mecanismo de dafio vascular.

La interaccion de RAGE con sus ligandos induce la activacién del NF-KB a
través de multiples vias de transduccion de sefales intracelulares, incluyendo
proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK), cinasas reguladas por signos
extracelulares 1/2 (ERK 1/2), p38, la NADPH oxidasa, la cinasa terminal Jun-N,
p21/RAS, GTPasas Cdc42 y Rac [33].

En condiciones fisiolégicas, HMGB1 se encuentra en el nucleo celular, sin
embargo; durante procesos inflamatorios migra al espacio extracelular, liberando
macréfagos y células vasculares del musculo liso en las lesiones [19,25].

Tras su activacion, el NF-xB pasa al nucleo celular e inicia la transcripcién
de diversas proteinas que favorecen el desarrollo y la progresion de las
complicaciones vasculares, tales como moléculas de adhesion celular vascular-1,
factor de crecimiento transformante-31, factor de crecimiento de tejido conectivo,
factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor de necrosis tumoral-a, IL-1
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e IL-6. A su vez, el ADN también codifica para la expresion de RAGE, actuando
como un mecanismo de retroalimentacion positiva [32].

Existe evidencia sustancial de que RAGE es un mediador de la enfermedad
vascular y, lo que es mas importante, los ratones que carecen de RAGE han
atenuado la aterosclerosis en ratones deficientes en apolipoproteina E [23].

1.6.- Prevencion de la Diabetes Mellitus tipo 2.

Existen enfoques efectivos para prevenir la DM2, asi como las
complicaciones y la muerte prematura que pueden derivarse de todos los tipos de
diabetes. Entre tales enfoques cabe citar las politicas y practicas aplicables a
todas las poblaciones y en entornos especificos (escuelas, hogar, lugar de trabajo)
que contribuyen a la buena salud de todos, independientemente de si tienen o no
diabetes, como practicar ejercicio fisico con regularidad, mantener una
alimentacioén sana, evitar fumar y controlar la tension arterial y los lipidos [1,2].

Adoptar una perspectiva que contemple todo el curso de vida es
fundamental para prevenir la DM2, como lo es para muchas afecciones de salud.
Las primeras etapas de la vida, cuando se forman los habitos alimentarios y de
practica de actividad fisica y puede programarse la regulacién a largo plazo del
equilibrio energético, ofrecen una oportunidad inmejorable de intervencién para
mitigar el riesgo de obesidad y de DM2 en etapas posteriores [1,2], esto es de
suma importancia, ya que las personas con diabetes, independientemente de la
duraciéon de la enfermedad, tenian casi un 50% mas de probabilidades de
presentar fragilidad; entidad que engloba complicaciones son particularmente
problematicas entre nuestra poblacion para quienes el bajo nivel socioeconémico
puede conducir a una dieta deficiente, ejercicio limitado y falta de atencién médica
preventiva [34].

La sarcopenia es una entidad clinica, crénica y gradual que se asocia al
proceso del envejecimiento y se caracteriza por la pérdida de masa, fuerza y
funcion del musculo esquelético, favoreciendo el desarrollo de consecuencias
adversas como pérdida de la independencia, discapacidad fisica, pobre calidad de
vida, asi como mayor riesgo de mortalidad. La prevalencia de sarcopenia varia
ampliamente en funcidon de los criterios diagnosticos y el método utilizado
(definicidn operativa, poblacion de referencia, técnica para estimar la masa
muscular esquelética, puntos de corte, etc) [34].

Se ha demostrado en estudios previos, que, a pesar de controlar la
poblacién y origen demografico en las muestras de estudio, asi como los factores
sociales y de salud, la realizacion de mediciones para detectar sarcopenia puede
tener el potencial de detectar de manera precoz el proceso de fragilidad, sin
embargo, es importante tomar en cuenta la controversia existente sobre los
factores mencionados anteriormente que intervienen en la eficacia de esta medida
[34].
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Hasta el momento no se cuenta con ensayos clinicos controlados que
demuestren la importancia de RAGE membranal en personas; sin embargo,
diversos estudios han sefialado que niveles aumentados se asocian a una mayor
incidencia de eventos cardiovasculares, asi como de otros mecanismos de dafo y
diversas patologias (Tabla 1).

Es por esto, que es de suma importancia aplicar los conocimientos de
investigacion basica sobre el dafio macrovascular a la clinica, y asi fomentar la
investigacion traduccional y de frontera a fin de establecer procedimientos de
diagnostico mas temprano del daino vascular en pacientes con DM2.

El valor del Grosor de la Intima Media aumentado se asocia a los
principales factores de riesgo coronario y a un mayor riesgo de futuros eventos
cerebrovasculares [35]. Su medicién es utilizada para evaluar el estado
aterosclerdtico presente en el paciente en el momento en el que se le realiza dicha
medicidon, ademas este resulta util como predictor de riesgo de manifestaciones
clinicas de enfermedad cardiovascular (eventos fatales y no fatales).

El aumento del Grosor de la Intima Media, como indicador de enfermedad
subclinica, podria reflejar no solo la posibilidad de la ocurrencia de estos eventos,
sino también las consecuencias de la exposicion previa a factores de riesgo [36-
37].

Los valores normales del Grosor de la Intima Media estan influenciados por
la edad y el género [37]. El punto de corte para caracterizar el valor del Grosor de
la Intima Media como normal suele ser arbitrario y en general se ubica por encima
del percentil 75 de la poblacion estudiada. El rango de valores normales del
Grosor de la Intima Media en adultos, tanto el de la carétida comun como el
combinado de todos los segmentos carotideos, oscila entre 0.4 y 1.0 mm, con una
progresion anual de 0.01 a 0.02 mm [38].

Existe evidencia del aumento del Grosor de la Intima Media arterial (IMT)
por la invasion de cristales del colesterol en el espacio sub-intimal, la reaccion
inflamatoria local subsecuente y la proliferacion de células de musculo liso de la
capa media, las que, en conjunto con los macréfagos, se transforman en células
espumosas [39]. Por ende, se ha planteado que la medicién del IMT permitiria
pesquisar estados precoces de dafno y/o de enfermedad [37].

La medicion de las diversas formas moleculares de RAGE en conjunto con
la expresion de sus ligandos permitira establecer un perfil que indique el avance y
la progresion del dafno micro y macrovascular. Ademas, contribuira para definir
perfiles diferenciales de riesgo de dafio en tejidos especificos como el
cardiovascular, renal y vasculatura periférica. Con este fin se llevdo a cabo un
estudio clinico descriptivo, comparativo y transversal en una poblacion adulta con
y sin DM2 con la finalidad de conocer la interaccion de RAGE de membrana en
monocitos, con sus ligandos y su relacion con los lipidos circulantes, glucosa,
HbA1c, marcadores de daino renal y el grosor de la intima media.
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Titulo

Tabla 1. Estudios realizados para evaluar la expresion de RAGE de membrana.

Hallazgos

receptor para la activacion

glicacion dependiente de vias
neuronales inflamatorias y
apoptaticas.[40]

Polineuropatia amiloide familiar:

avanzada de productos finales de

Mayor expresion de RAGE vy citocinas
proinflamatorias en axones antes de
detectar depdsitos de amiloide.

Expresion de CD64, CD206 y
RAGE en células adherentes de

Mycobacterium tuberculosis. [41]

pacientes diabéticos infectados con

Molécula Poblaciéon/técnica (s)
(s)
RAGE y Expresion de
agregados | transcripciones de RAGE
amorfos (RT-PCR) en neuronas,
endotelio vascular y
células de Schwann
RAGE 15 pacientes con DM2,
membranal tuberculosis pulmonar
de PBMC.

(PTB), DM2y
tuberculosis pulmonar
(DM2-PTB) y controles

(CG).

Células mononucleares

La expresion de RAGE aumenta en
pacientes con Tuberculosis Pulmonar,
asi como en diabéticos.

Sugiriendo que RAGE también podria
comportarse como un receptor para
M. tuberculosis.

de nifos con DM1.[42]

(MNC) por citometria de
flujo.

Asociacion entre los niveles séricos | Niveles de 74 pacientes con El aumento de la concentracion sérica
del receptor soluble (sSRAGE) AGEs | sRAGE y diabetes mellitus tipo 1 | en nifos con DM1 puede proporcionar
y su receptor (RAGE) en células RAGE (DM1) y 43 nifios sanos. proteccion temporal contra el dafio

mononucleares de sangre periférica | membranal

celular.
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RAGE soluble y RAGE membranal
de células mononucleares de
sangre periférica en nifios
sanos.[20]

RAGE de
membrana
en
monocitos

RAGE
soluble

Muestras de sangre de
43 nifios sanos (1-17
anos).

RAGE membranal

(citometria de flujo)

sRAGE (ELISA tipo
sandwich)

Niveles de sSRAGE mostraron una
correlaciéon negativa con su forma
membranal en PBMC (linfocitos).

La expresion de RAGE en linfocitos
se correlaciono positivamente con la
edad.

Una sola comida rica en grasas
altera los perfiles de RAGE solubles
en humanos y la expresion de
RAGE de PBMC sin efecto del
ejercicio aerobico previo.[21]

RAGE de
membrana
PBMCy
sRAGE

12 hombres jovenes
sanos
18 - 35 afos

RAGE membranal
(Citometria de Flujo)

SRAGE (ELISA)

Una comida rica en grasas atenua
sRAGE posprandial, un importante
inhibidor competitivo de RAGE
membranal.

La expresion de RAGE de PBMC
inducida por la comida rica en grasas,
probablemente es impulsada por la
poblacion de monocitos.

El receptor para productos finales
de glicacién avanzada se asocia
con autofagia en el carcinoma renal
de células claras. [43]

RAGE /
HMGB1

Biopsias de 12 pacientes
con ccRCC, que
recibieron nefrectomia
tumoral.

Western blot, reaccion en

cadena de polimerasa en

tiempo real (QRT-PCR) e
inmunofluorescencia.

RAGE participo en la autofagia de
células tumorales en carcinoma renal
de células claras.

Eje RAGE / HMGB1 posible objetivo
terapéutico novedoso para el
tratamiento futuro de ccRCC.
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ll.- PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La expresion de RAGE y sus ligandos (S100A8/9, S100A12, S100B y
HMGB1) podra utilizarse para la evaluacion temprana de las complicaciones en la
diabetes mellitus tipo 27

.- JUSTIFICACION

Las complicaciones micro- y macrovasculares de la Diabetes Mellitus tipo 2
son importantes causas de morbimortalidad en la poblacién a nivel mundial,
siendo México uno de los paises con mayores tasas de incidencia para este tipo
de complicaciones.

Los conocimientos sobre inflamacién y deterioro vascular en la diabetes son
incompletos. Es de vital importancia esclarecer el papel de la inflamacion de bajo
grado en estos procesos y en la prediccion de dafio renal y cardiovascular. A este
respecto, se han propuesto nuevos mecanismos de dafio vascular durante la
Diabetes Mellitus tipo 2 que no han sido abordados en profundidad, como la
interaccién de RAGE vy sus ligandos (S100A8/9, S100A12, S100B y HMGB1). Es
por ello que se plantea la evaluacion de estas moléculas como procedimientos
innovadores y complementarios a los existentes, para identificar precozmente el
deterioro vascular.

IV.- HIPOTESIS

La expresion de RAGE y sus ligandos (S100A8/9, S100A12, S100B y
HMGB1 estd asociada a la progresion de la enfermedad renal y el dafo
cardiovascular.

V.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios de las moléculas RAGE-ligandos bajo diverso grado de
control metabdlico y en distintas etapas de la historia natural de la DM2, para
proponer nuevos procedimientos de diagndstico temprano, del dano renal y
cardiovascular.

5.1.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Medir niveles de glucosa en ayuno, HbA1c, perfil de lipidos y creatinina en
los grupos de estudio.

2) Determinar microalbuminuria y creatinina en orina recién emitida en los
grupos de estudio.

3) Estimar la filtracion glomerular (eFG) en los grupos de estudio.

4) Obtener datos sonograficos de dafo vascular (grosor intima media
carotidea (IMT) en los grupos de estudio.

5) Detectar el porcentaje de RAGE membranal y la expresion de sus ligandos
en monocitos y neutréfilos por citometria de flujo en los grupos de estudio.
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6) Analizar la asociacion de RAGE con datos clinicos, el grosor la intima
media carotidea, fuerza de prensibn manual, HbA1, lipidos vy
microalbuminuria y eFG en los grupos de estudio.

7) Estratificar a los sujetos con diabetes mellitus conforme a su control
glucémico (HbA1c), presencia de dano renal (creatinina, estimacion de
filtrado glomerular, albuminuria), riesgo cardiovascular (IMT) y fuerza de
prension manual para comparar la expresion de estas moléculas en los
grupos de estudio.

VI.-MATERIAL Y METODOS

Disefo: Estudio en seccidn transversal clinico y comparativo con enfoque
traduccional.

Participantes: Se incluyeron 43 voluntarios de entre 28 y 55 afos, de
ambos géneros y se clasifico a todos los participantes en dos grupos de la
siguiente manera: 1) Sujetos no diabéticos con un indice de Masa Corporal 19 a
25 kg/m?; 2) Pacientes con DM2 con <5 afios desde el diagnéstico con un IMC
hasta 32 kg/m?

Criterios de inclusion: Los participantes no tuvieron otra enfermedad
cronica-degenerativa, neoplasica o infeccién, ni hipertension. No se incluyeron
personas con habitos de fumar, consumo de alcohol o consumo de drogas. Los
pacientes con DM2, se incluyeron solo los que estaban en tratamiento unicamente
con metformina, no se consideraron con otros medicamentos ni con insulina.

Historia clinica y datos antropométricos: Se realizé historia clinica
(ANEXO 1) y evaluacion fisica a todos los participantes, incluido el peso (Bascula
BC533 Tanita®), altura (Estadimetro portatil MEC®), el IMC se calculé dividiendo el
peso entre la talla al cuadrado, se midid circunferencia de cintura, cadera, cuello,
composicion corporal mediante bioimpedancia eléctrica (Tanita®), presion arterial
(esfingomandémetro Hergom®) y se evalud la fuerza de prension manual con un
dinamémetro de mano para evaluar sarcopenia tomando como valores de
referencia (Hombres de 25 a 55 afos de edad 2415 kg y mujeres de 25 a 55 anos
de edad 3816 kg) de los cuales se tomd como fuerza normal >20 kg y como fuerza
disminuida >20 kg [44]. También se registro el tiempo de evolucion desde el
diagndstico en los pacientes con DM2, asi como el tipo de medicacion y
suplementos.

Medicion del grosor intima-media de la arteria carétida (IMT): La
medicion del grosor de la intima media de la arteria carétida se llevo a cabo
utilizando un ultrasonido Echo-Doppler (Acuson X150; Siemens®) con un
transductor lineal VF10-5 de 7 MHz, que incluye Doppler pulsado y en color. El
Doppler de color se us6 para identificar la arteria carétida. ElI IMT se analizé en
Modo B, obteniendo el promedio de tres mediciones, clasificandose los valores de
los participantes conforme a las tablas de prediccién del riesgo de la OMS/ISH y
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conforme a la subregién epidemiolégica de la OMS correspondiente, la region de
las Américas (AMR B) para personas con y sin Diabetes Mellitus, las cuales
presentan estimaciones aproximadas del riesgo de enfermedad cardiovascular en
personas sin cardiopatia coronaria, ataque apoplético u otra enfermedad
aterosclerdtica establecidas y se tom6é como referencia el rango de valores
normales del Grosor de la Intima Media en adultos, tanto el de la carétida comun
como el combinado de todos los segmentos carotideos, oscila entre 0.4 y 1.0 mm,
con una progresion anual de 0.01 a 0.02 mm [45].

Muestras de sangre y orina: Se obtuvieron muestras de sangre periférica
de todos los participantes, extraidas dentro del rango de 8 horas de ayuno.
Posteriormente, el suero se separé y se almacen6é a -80°C hasta su uso. Se
recolectaron muestras de orina recién emitidas para medir microalbuminuria.

Parametros bioquimicos: La glucosa, HbA1c, perfil lipidico y creatinina se
cuantificaron mediante colorimetria con equipo semi automatizado (SPINLAB ®),
asi como sus respectivos Kits comerciales usando reactivos y muestras
hidrosolubles. La albumina se determiné con un equipo especializado (MultiCare®
con U-Albumin Test Kit, SD BIOSENSOR®) y la creatinina horaria se evalu6 en
muestras de orina. Se calcul6 el indice de albumina/creatinina [46]. La evaluacién
y clasificacion de los participantes la realizé un Nefrélogo perteneciente al equipo
de trabajo, tomando en cuenta la eFG (estimacion de filtracion glomerular)
mediante la féormula MDRD vy el indice microalbuminuria/creatinina horaria.
Respecto a la clasificacion de control glucémico, se tomd el porcentaje de HbA1c,
considerandose como buen control <6.2%, control regular de 6.3 -7.5% y mal
control >7.5%.

Aislamiento celular: Las células mononucleares (CMN) se aislaron usando
Ficoll-Hypaque® (densidad 1,077 g/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Los
neutrofilos se separaron por sedimentacién con Dextran (Dextran de Leuconostoc
mesenteroides, Sigma D4876-100G). La viabilidad celular se determind con
exclusion de azul de tripano.

RAGE y expresion de ligandos por citometria de flujo: Las CMN se
tineron con anticuerpos monoclonales anti-CD14-PerCPCy5.5 (clona: 61D3;
Invitrogen Thermo Fisher Scientific®) y anti-CD16-PE (clona 3G8; BD Pharmigen
TM). Las tres subpoblaciones de monocitos se identificaron de acuerdo con el
nivel de expresion para estos marcadores, mediante la seleccion de la poblacién
segun tamano y complejidad de acuerdo con la dispersion directa (FSC) y la
dispersion lateral (SSC). A continuacién, las células se incubaron con un
anticuerpo anti-RAGE monoclonal (Abcam®); durante 1 hora. Posteriormente, se
lavaron dos veces y se afadié un anticuerpo secundario anti-rata acoplado a V450
(clona M-L13; IgG2b; BD Horizon™). Enseguida, las células se fijaron, se
permeabilizaron y se tiieron de manera intracelular con los anticuerpos
monoclonales dirigido contra HMGB1 (HMGB1-APC, clona: 115603; R&D
Systems®), las proteinas S100A8/9 (Anti-S100A9 + Calprotectin (S100A8/A9
complex) FITC; clona MAC387; isotipo 1IgG1 Abcam®), S100A12 (Human EN-
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RAGE/S100A12, FITC; IgG de cabra; R&D Systems®) y contra S100B (S100 beta
Alexa Fluor-488®; clona: EP1576Y; isotipo IgG; abcam®). Se incubaron durante
20 minutos en hielo al abrigo de la luz.

Para neutrdéfilos, la fijacion y permeabilizacion se realizé con un Kit de
fijacion/permeabilizacion  Cytofix/Cytoperm™ Plus con BD GolgiPlug (BD
Biosciences®) y enseguida se afadieron los anticuerpos con los anticuerpos
monoclonales dirigido contra HMGB1 (HMGB1-APC, clona: 115603; R&D
Systems®), las proteinas S100A8/9 (Anti-S100A9 + Calprotectin (S100A8/A9
complex) FITC; clona MAC387; isotipo 1IgG1 Abcam®), S100A12 [Human EN-
RAGE/S100A12, FITC; IgG de cabra; R&D Systems®), y contra S100B (S100 beta
Alexa Fluor-488®; clona: EP1576Y; isotipo IgG; Abcam®). Se incubaron durante
20 minutos en hielo al abrigo de la luz.

Se adquirieron 50,000 eventos para cada muestra en el citometro de flujo
FACSCanto Il (con una configuracion de 8 colores y 3 laseres: azul 488 nm, rojo,
633, y violeta 405 nm) y el software FACS Diva version 8.0.2 (BD Biosciences®).
La expresion de estas moléculas se muestra como la intensidad de fluorescencia
media (IMF) en cada subpoblacién de monocitos y neutrdfilos. Para RAGE se
obtuvo el porcentaje en cada subpoblacién de monocitos.

6.1.-Tamano de la muestra

El calculo del tamafo de muestra se determind de acuerdo con la
experiencia de estudios previos de Garcia-Salido A et al. [20]. ya que no hay en la
literatura informacién sobre la expresion de las moléculas en las poblaciones
celulares de interés, teniendo un total de 20 voluntarios por cada grupo (n= 20).

6.2.- Definicion de las variables y escalas de medicion

Variables independientes: RAGE y sus ligandos (S100A8/9, S100A12,
S100B y HMGB1).

Variables dependientes: Indicadores de dafio renal y cardiovascular:
creatinina, indice albumina/creatinina, microalbuminuria, macroalbuminuria, grosor
de la intima media de la carétida y fuerza de prension manual.

Variables confusoras: Variables metabdlicas (glucosa, hemoglobina
glicada, perfil de lipidos), presion arterial, somatometria (composicion corporal).
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6.2.1.- Tabla de variables

VARIABLES TIPO DE ESCALA DE INDICADOR
VARIABLE MEDICION
VARIABLES INDEPENDIENTES
RAGE Cuantitativa Continua % de células positivas que
expresan RAGE
Ligandos de RAGE Cuantitativa Continua Intensidad Media de

(S100A8/9, S100A12, S100B
y HMGB-1)

Fluorescencia (IMF)

VARIABLES DEPENDIENTES: Indicadores de daio renal y cardiovascular

Creatinina Cuantitativa Continua mg/dl
indice Albumina/Creatinina Cuantitativa Continua -
Microalbuminuria Cuantitativa Continua 30-200 mg/L
Macroalbuminuria Cuantitativa Continua >200 mg/L
Grosor de intima media Cuantitativa Continua Milimetros
carotidea
Fuerza de prension manual Cuantitativa Continua kilogramos (kg)

VARIABLES CONFUSORAS

Edad Cuantitativa Continua ARos
Tension Arterial Cuantitativa Continua mmHg
Glucosa Cuantitativa Continua mg/dl
Hemoglobina Glicada Cuantitativa Continua % porcentaje
Triglicéridos Cuantitativa Continua mg/dL
Colesterol Total Cuantitativa Continua mg/dL
Colesterol HDL Cuantitativa Continua mg/dL
Colesterol LDL Cuantitativa Continua mg/dL
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6.3.- Analisis Estadistico:

Se analizaron las caracteristicas de los individuos con estadistica
descriptiva. La comparacién entre controles sanos y pacientes con DM2 se realizé
mediante pruebas de U de Mann Whithey o T de Student para grupos
independientes, segun corresponda. Se empleé un ANOVA de una via no
paramétrico (Kruskal Wallis) y la prueba post hoc LSD, para comparar de acuerdo
a las clasificaciones segun el control glucémico, dafio renal, riesgo cardiovascular
y fuerza de prension manual. Las correlaciones se analizaron empleando la
correlacion de Pearson. Se utilizaron los softwares Statistica de StatSoft, Inc
(v5.5), GraphPad Prism para Windows (v8.0.2) y software de analisis de citometria
de flujo Kaluza Analysis (Beckman Coulter Life Sciences v2.1) para los analisis.
p<0.05 considerada como significativo.

6.4.- Consideraciones Eticas:

El protocolo cumple con la Ley General de Salud, en su Titulo Quinto de
Investigacién para la Salud, Capitulo Unico en: Articulos 96 en sus fracciones |, Il
lll'y V; articulo 98 fracciones I, Il, IIl, IV. V. VI; articulo 103 y del Titulo Segundo,
Capitulo |, Articulo 16. Asi como con las normativas establecidas en el Codigo de
Helsinki de la Investigacion Cientifica en Humanos, de la Asamblea de la
Asociacion Médica Mundial.

Los resultados de esta investigacion se presentaran en publicaciones
cientificas y/o en congresos cientificos, sin que la identidad de cada participante
sea revelada. El estudio no represento riesgo superior al minimo, se garantizara la
confidencialidad de los datos (ANEXO 2).

El Proyecto de Investigacion cuenta con la aprobaciéon del Comité de
Bioética Institucional (CIBIUG-P04-2016 ANEXO 3) y es parte de un estudio
principal el cual pertenece a la Linea de Investigacion: Procesos inflamatorios en
las enfermedades metabdlicas y que forma parte de la Lineas de Generacion y/o
aplicacién del conocimiento: Biologia Molecular y Celular en las Enfermedades
Crénico Degenerativas y la Reproduccion, Enfermedades Metabdlicas vy
Degenerativas (diabetes e hipertension) pertenecientes al Cuerpo Académico
Consolidado de Metabolismo y Reproduccion.
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VIl.- RESULTADOS

Un total de 43 participantes (19 sujetos sanos, 12 mujeres y 7 hombres, y
24 pacientes con DM2, 20 mujeres y 4 hombres) fueron incluidos en el estudio. Se
muestra que los pacientes con DM2 mostraron diferencias significativas, se
observa mayor edad (p= 0.001), peso (p= 0.001), indice de masa corporal (p=
0.001), grasa corporal (p= 0.001), circunferencia de cintura (p= 0.001),
circunferencia de cadera (p= 0.001), circunferencia de cuello (p= 0.05), IMT (p=
0.05), asi como en las concentraciones de séricas de glucosa (p= 0.001), HbA1c
(p= 0.001) y triglicéridos (p= 0.005), asi como en el indice albumina/creatinina (p=
0.01). Por el contrario, la fuerza de prension manual (p= 0.01) y la creatinina sérica
(p= 0.005) fueron bajos en comparacion con los controles sanos (p= 0.05) (Tabla
1).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio.

Control DM2

Variable (n=19) (n=24) T P
Género (%)
Mujer 12 (63 %) 20 (83 %)
Hombre 7 (17 %) 4 (17 %)
Edad (afos) 35+8.6 45.9+6.6 -4.70 2.9E-05
Grasa corporal (%) 23.3+9.6 37.6+6.6 -5.75 9.7E-07
Musculo (%) 44.617.7 43.1+5.1 0.76 N/S
Cintura (cm) 77.617.4 97.2410.6 -6.80 3.1E-08
Cadera (cm) 95.945.7 105.4+8.9 -4.00 <0.0002
Cuello (cm) 3512.7 37+3.1 -2.25 <0.02
Presién Arterial (mm/Hg) 83.115.3 86.115.5 -1.77 N/S
Fuerza manual (Kg) 36128 19116 2.55 <0.01
IMT (mm) 0.48+0.06 0.53+0.08 -2.20 <0.03
Glucosa (mg/dl) 8817 16070 -4.45 6.2E-05
HbA1c (%) 5.7+0.6 7.8£1.7 -3.65 <0.0003
Colesterol (mg/dl) 180+35 190+41 -0.90 N/S
HDL (mg/dl) 42111 3849 1.28 N/S
No-HDL (mg/dl) 138+32 153137 -1.34 N/S
Triglicéridos (mg/dl) 100485 1994133 -2.83 <0.007
Creatinina (mg/dl) 0.90+0.14 0.7940.11 2.72 <0.009
eFG (ml/min) 87.4+11.8 87.4+12.4 -0.01 N/S
Microalbuminuria (mg/L) 24.1+6.1 28.7£15.2 -1.17 N/S
indice Alb/Creat 14.9+11.4 29.7421.4 -2.58 <0.01

Prueba T de Student. p<0.05. eFG: Estimacién de la Filtracion Glomerular, IMT: Grosor de intima

media carotidea.
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Tabla 2. Valores de Intensidad media de fluorescencia en RAGE y ligandos de

monocitos y neutrofilos de los grupos de estudio.

Control DM2
(n=19) (n=24) T p
Monocitos Proinflamatorios (CD14:CD16**)
RAGE (%) 81.2424 88.5+18.5 1.08 | N/S
S100A8/9 (IMF) 593042052 7967+8886 | 0.97 | N/S
S100A12 (IMF) 374743450 512116988 | 0.75 | N/S
S100B (IMF) 1060617355 | 12548+7782 | 0.80 | N/S
HMGB1 (IMF) 2511+£1292 24924918 -0.05 | N/S
Monocitos Intermedios (CD14:CD16*)
RAGE (%) 92.5+13 87.8+18.3 -0.92 | N/S
S100A8/9 (IMF) 14020+£10914 | 20572122288 | 1.16 | N/S
S100A12 (IMF) 727314471 925117282 1.00 | N/S
S100B (IMF) 8291+4723 | 1182115622 | 2.15 | <0.03
HMGB1 (IMF) 255411164 2826+1077 | 0.76 | N/S
Monocitos Antiinflamatorios (CD14*CD16")
RAGE (%) 75.7+38.8 78.61£28.5 0.27 | N/S
S100A8/9 (IMF) 11297414920 | 19730120644 | 1.73 | N/S
S100A12 (IMF) 776914709 | 1045717221 | 1.32 | N/S
S100B (IMF) 718713603 94744024 | 1.90 | N/S
HMGB1 (IMF) 3113+£1249 3033+1113 | -0.18 | N/S
Neutrofilos (PMN)
S100A8/9 (IMF) 9917+11943 | 10240+12857 | 0.08 | N/S
S100A12 (IMF) 5602+3146 | 12682+18566 | 1.59 | N/S
S100B (IMF) 10487+16193 | 15059+21660 | 0.76 | N/S
HMGB1 (IMF) 14341668 14811719 0.20 | N/S

Prueba T de Student. p<0.05. IMF: Intensidad Media de Fluorescencia
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Niveles de S100B (IMF) fueron mayores en monocitos intermedios de

pacientes con DM2.

La expresién de S100B en monocitos intermedios (CD14-CD16") fue mayor
en pacientes con DM2 (11821+5622 IMF) en comparacion con los controles sanos
(82914723 IMF; p=0.03) (Fig. 1). En los monocitos proinflamatorios (CD14"
CD16™) y antiinflamatorios (CD14*CD16°), asi como en neutrofilos (PMN); no

encontramos diferencias significativas.

*

15000
i 10000
s T CD14CD16*
a1}
=
o
% 5000

0 |
Ctrl  DM2

Figura 1. Expresion de S100B en monocitos de controles sanos y pacientes con DM2. Las
barras muestran la intensidad media de fluorescencia (IMF) de S100B en Monocitos Intermedios
(IM): CD14*CD16*. Medias comparadas con Kruskal-Wallis y post hoc LSD. p<0.05*. Barras

blancas: Controles sanos (n=19), Barras negras: DM2 (n=24).
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Caracteristicas clinicas de los subgrupos de estudio clasificados de acuerdo

con el control glucémico.

Se estratificaron a los pacientes con DM2 en 3 subgrupos segun su control
glucémico. Encontramos diferencias significativas en la edad siendo mayor en el
grupo con DM2 de buen control en comparacion del grupo control (p= 0.009), asi
como en el grupo con DM2 con control regular (p= 0.008) y en el grupo con DM2
con mal control (p= 0.001); como se esperaba, el peso fue mayor en el grupo con
DM2 de control regular (p= 0.01) y mal control (p= 0.002) con respecto al grupo
control; asi como el IMC en el grupo de DM2 con buen control (p= 0.0008), regular
control (p= 1.1E-05) y mal control glucémico (p= 2.7E-09) en comparacién con el
grupo control. El porcentaje de grasa corporal fue mayor en el grupo con DM2 de
buen control (p= 0.004), control regular (p= 0.0001) y mal control (p= 3.8E-05) en

comparacion con el grupo control (Tabla 3).

La circunferencia de cintura se observdé mayor en el grupo de DM2 con
buen control (p=0.008), control regular (p= 1.5E-05) y mal control (p= 4.2E-08) en
comparacion con el grupo control, ademas; en el grupo de pacientes con DM2,
ésta se observdé mayor en los pacientes que tenian un mal control glucémico
(p=0.03) en comparacion con los que tenian un buen control. La circunferencia de
cadera fue mayor en el grupo con DM2 con regular control (p=0.01) y mal control
(p= 0.003) en comparacion con el grupo control. Encontramos también una mayor
circunferencia de cuello en los pacientes con DM2 de mal control glucémico
respecto al grupo control (p=0.005); asi como una mayor circunferencia entre los
pacientes con DM2 con mal control en comparacion con los que tenian mal control
(p=0.03) (Tabla 3).

Para las concentraciones séricas de glucosa se observdé mayor en el grupo
de DM2 con mal control en comparacion con el grupo de buen control (p= 1.2E-05)
y los de control regular (p= 8.2E-06). El porcentaje de HbA1c se observé mayor en
el grupo de DM2 con mal control en comparacién con los de buen control (p=
4.7E-12) y los de control regular (p= 2.3E-06). En los triglicéridos también

observamos mayores concentraciones en los pacientes con DM2 con mal control
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glucémico en comparacién con el

grupo control

(p=

0.005).

indice

albumina/creatinina se observé mayor en los pacientes con DM2 de mal control

glucémico respecto al grupo control (p= 0.0009) asi mismo, en los pacientes con

DM2, fue mayor en los que tenian mal control en comparacion con los de buen
control (p= 0.03) (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los participantes segun su control glucémico.

DM2 DM2 DM2
Buen Regular Mal
Variables Control control control control F p
(n=19) (n=5) (n=8) (n=11)
Edad (afios) 35+8.6 45.6+£7.4* | 46.8+4.2° 45.448.0¢ 7.09 | <0.0006
Grasa corporal (%) 23.3£9.6 | 36.0+6.7* | 38.2+5.6° 37.8+7.8¢ 10.6 3.01E-05
Musculo (%) 44.6+£7.7 | 40.7+3.8 42.1£5.8 44.9+4.8 0.78 N/S
Cintura (cm) 77.61£7.4 | 90.2+9.7* | 96.5£13.2* | 100.9+7.6 ¢ | 18.1 1.5E-07
Cadera (cm) 95.9+5.7 | 103x11.6 | 103.9+£7.0° 107.5+9.3¢ 5.82 <0.002
Cuello (cm) 35+2.7 34.8+1.9 36.8+3.2 38.2+3.0¢8 3.42 <0.02
Presion Arterial (mm/Hg) 83.1+5.3 | 84.615.0 86.6+7.4 86.4+4.3 1.15 N/S
Fuerza manual (Kg) 36128 23+17.2 12.246.8 21+19.2 2.45 N/S
IMT (mm) 0.48+0.06 | 0.51+0.04 | 0.51%0.05 0.56+0.11 2.51 N/S
Tiempo diagnostico (meses) - 2.242.2 1.410.9 2.1+3.4 3.69 0.05
Glucosa (mg/dl) 88+7 108+10 120+27 2121711 249 3.4E-09
HbA1¢ (%) 5.7+0.6 5.9+0.08 6.7+0.3° 8.9+1.3 BT 33.6 6.5E-11
Colesterol (mg/dl) 180+35 209451 17534 193140 1.15 N/S
HDL (mg/dl) 42+11 39+14 387 3849 0.54 N/S
No-HDL (mg/dl) 138+32 170+38 137+34 156+38 1.64 N/S
Triglicéridos (mg/dl) 100485 189+129 164+39 229+175¢ 3.15 <0.03
Creatinina (mg/dl) 0.90+0.14 | 0.78+0.14 0.8+0.11 0.840.10 2.39 N/S
Microalbuminuria (mg/L) 87.4x11.8 | 22.7x4.4 28.7£17.3 31.5+17 1.03 N/S
indice Album/Creatinina 14.9+11.4 | 19.0+£9.6 23.8+x14.2 38.8426.4¢F | 4.44 <0.009
eFG (ml/min) 87.4+11.8 | 87.4+16.9 86+11.2 88.5+12.2 0.06 N/S

Prueba ANOVA de una via no paramétrica (Kruskal-Wallis) y post hoc LSD, p<0.05

* Diferencias significativas entre DM2 con buen control glucémico respecto a grupo control.

* Diferencias significativas entre DM2 con regular control glucémico respecto a grupo control.

€ Diferencias significativas entre DM2 con mal control glucémico respecto a grupo control.

B Diferencias significativas entre DM2 con buen control glucémico respecto a DM2 con mal control glucémico.

T Diferencias significativas entre DM2 con regular control glucémico respecto a DM2 con mal control glucémico.
eFG: Estimacion de la Filtracion Glomerular, IMT: Grosor de intima Media carotidea.

Buen control: <6.2%; control regular: 6.3-7.5%; mal control: >7.5%
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Niveles de RAGE (%), S100A8/9 y S100A12 (IMF) fueron mayores en

monocitos y de pacientes con DM2 con buen control glucémico.

En monocitos proinflamatorios (CD14:CD16**), la expresion de RAGE fue
mayor en pacientes con DM2 con buen control glucémico (96.6£8.8 %) en
comparacién de los controles sanos (87.41+5.3%; p=0.00002) (Fig. 2A), en
S100A8/9 fue mayor en pacientes con DM2 con buen control glucémico
(1833713539 IMF) en comparacion de los controles sanos (6480+2134 IMF;
p=0.0002) (Fig. 2B).

La expresion de S100A12 también fue mayor en pacientes con DM2 con
buen control glucémico (1209612997 IMF) en comparacion de los controles sanos
(3703+1807 IMF; p=0.02) (Fig. 2C). En la expresion de S100B y HMGB1 no

encontramos diferencias significativas.

En monocitos intermedios (CD14*CD16*) la expresion de S100A8/9 fue
mayor en los pacientes con DM2 con buen control glucémico (29162+9245 IMF)
en comparacion de los controles sanos (15616+5575 IMF; p=0.001) (Fig. 2D),
mientras que para RAGE y los otros ligandos no encontramos diferencias

significativas.

En monocitos antiinflamatorios (CD14*CD16") la expresion de S100A8/9 fue
mayor en pacientes con DM2 con buen control glucémico (29715+8347 IMF) en
comparacion de los controles sanos (1229115033 IMF; p=0.00006) (Fig. 2E),
mientras que para RAGE vy los otros ligandos no encontramos diferencias

significativas.

Niveles de S100A8/9, S100A12 y S100B (IMF) fueron mayores en neutréfilos

de pacientes con DM2 con buen y regular control glucémico.

La expresién de S100A8/9 en neutrofilos (PMN) fue mayor en los pacientes
que tenian un control regular (25716£6499 IMF; p=0.02) en comparacion con los
que tenian un mal control glucémico (500216499 IMF) en comparacion con (Fig.
2F).
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S100A12 fue mayor en pacientes con DM2 con buen control glucémico
(145358193 IMF) en comparacion de los controles sanos (6785+4940 IMF;

p=0.03) (Fig. 2G).

La expresion de S100B fue mayor en pacientes con DM2 con regular

control glucémico (32332110638 IMF) en comparacién con los que tenian un buen
control (25228+11894 IMF; p=0.04) (Fig. 2H). En la expresion de HMGB1 no

encontramos diferencias significativas.
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Figura 2. Expresion de RAGE y ligandos en monocitos de controles sanos y pacientes con
DM2 estratificados conforme su control glucémico. Las barras muestran el porcentaje de
RAGE vy la intensidad media de fluorescencia (IMF) de los ligandos en subpoblaciones de
monocitos y en neutrofilos. Medias comparadas con Kruskal-Wallis y post hoc LSD. p<0.05%,
p<0.01**, p<0.001***. Barras Blancas: Controles sanos (n=19), Barras Gris claro: DM2 buen control
(n=5), Barras Gris oscuro: DM2 control regular (n=8), Barras Negras: DM2 mal control (n=11).
Monocitos proinflamatorios: CD14-CD16**, Monocitos Intermedios: CD14*CD16*, Monocitos
antinflamatorios: CD14*CD16-, Neutrofilos: PMN.

Caracteristicas clinicas de los subgrupos de estudio segun dafno renal de

pacientes con DM2.

Se estratifico a los pacientes con DM2 de acuerdo con la presencia de dafio
renal, observamos mayor edad en los pacientes con DM2 sin dafo renal (p=0.002)
y en los de DM2 con dafio en comparacién con el grupo control (p= 2.3E-05)
(Tabla 4).

El peso también fue mayor en los pacientes con DM2 sin dafio renal
(p=0.002) y en los pacientes con DM2 con dano renal (p=0.01) comparados con el
grupo control, al igual que el IMC, observandose mayor en los pacientes con DM2
sin dafo renal (p= 6.7E-07) y DM2 con dafio renal (p= 1.3E-05) comparados con el
grupo control (Tabla 4).

El porcentaje de grasa se observdé mayor en los pacientes con DM2 sin
dafo renal (p= 7.5E-06) y en los pacientes con DM2 con dafio renal (p=0.0001)
comparados con el grupo control, al igual que en la circunferencia de cintura, se
observé mayor en los pacientes con DM2 sin dafio renal (p= 1.3E-05) y DM2 con

dafo renal (p= 5.2E-05) comparados con el grupo control (Tabla 4).
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La circunferencia de cadera también fue mayor en los pacientes con DM2
sin dafio renal (p=0.0002) y con dano renal (p=0.02) comparados con el grupo
control (Tabla 4).

Las concentraciones séricas de glucosa fueron mayores en el grupo de
DM2 sin dafio renal (p=0.004) y con dano renal (p=0.0008) en comparacion del
grupo control. El porcentaje de HbA1c se observé mayor en el grupo de DM2 sin
dafo renal (p= 0.005) y DM2 con dafo renal (p=0.0004) comparados con el grupo
control (Tabla 4).

Los triglicéridos fueron mayores en el grupo con DM2 con dafo renal en
comparacion con el grupo control (p=0.01). La microalbuminuria se observé menor
en los pacientes con DM2 sin dafo renal en comparacion del grupo control
(p=0.04), mientras que fue mayor en los pacientes con DM2 con dafo renal
comparados con el grupo control (p=0.001); mientras que entre los pacientes con
DM2, esta fue mayor en los pacientes con dafio, en comparacién con los que no
tenian dano renal (p= 7.9E-06) (Tabla 4).

El indice albumina/creatinina se observé mayor en los pacientes con DM2
sin dafo renal, comparados con el grupo control (p=0.001) y; en los pacientes con
DM2, fue mayor en los pacientes que tenian dafio renal, en comparacion con los

que no tenian dafio (p=0.01) (Tabla 4).

Por el contrario, se observd menor fuerza de prensién manual en los
pacientes con DM2 sin dafio renal (p=0.03) y DM2 con dafio renal (p=0.03)
comparados con el grupo control, asi como en la creatinina sérica, que fue menor
en los pacientes con DM2 sin dafio renal, comparados con el grupo control
(p=0.007) (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de sujetos sanos y pacientes con DM2
clasificados de acuerdo con el dafio renal.
DM2 DM2
Variable Control Sin dafo Con dafio F P
(n=19) renal renal
(n=9) (n=15)
Edad (afios) 358.6 43.917.6% 47.115.5° 12.4 | 6.7E-05
Grasa corporal (%) 23.319.6 40.0+5.3% 35.317.2° 15.8 | 9.4E-06
Musculo (%) 44.617.7 42.5+3.3 43.2+6.1 0.36 N/S
Cintura (cm) 77.617.4 98.4+11.2* | 94.7+11.9* | 16.1 | 7.9E-06
Cadera (cm) 95.9+5.7 108.6+9.7* | 102.6+8.0° | 8.65 | <0.0007
Cuello (cm) 35+£2.7 36.51£2.6 37.0+£3.6 1.57 N/S
Presion Arterial (mm/Hg) 83.115.3 88.4+6.3* 84.814 .4 3.77 <0.03
Fuerza manual (Kg) 36128 17£14* 19+16° 3.41 <0.04
IMT (mm) 0.48+0.06 0.52+0.07 0.53+0.10 | 1.53 N/S
AfRos de diagndstico - 2.5+3.7 1.38+1.17 | 5.56 -
Glucosa (mg/dl) 88+7 154+78* 158+66° | 7.96 | <0.001
HbA1c (%) 5.7+0.6 7.3+1.7* 7.6+1.5° | 8.49 | <0.0008
Colesterol (mg/dl) 180435 192452 189+32 0.67 N/S
HDL (mg/dl) 42+11 40411 3717 0.91 N/S
No-HDL (mg/dl) 138432 152443 152133 1.18 N/S
Triglicéridos (mg/dl) 100485 174+110 208+147° | 3.53 <0.03
Creatinina (mg/dl) 0.90+0.14 0.82+0.09 0.78+0.12° | 4.17 <0.02
eFG (ml/min) 87.4+11.8 82.0+11.0 90.71£12 1.62 0.20
indice Alb/creat 14.9+11.4 17.7+14.4 | 36.1+22.5°¢ | 6.49 | <0.003
Microalbuminuria (mg/L) 241161 16.3£7.8* | 36.6£13.0°¢ | 14.2 | 2.3E-05

Prueba ANOVA de una via no paramétrica (Kruskal-Wallis) y post hoc LSD, p<0.05

* Diferencias significativas entre DM2 sin dafio renal respecto a grupo control.

* Diferencias significativas entre DM2 con dafio renal respecto a grupo control.

¢ Diferencias significativas entre DM2 sin dafio renal respecto a DM2 con dafio renal.

Alb/Creat: indice albumina/creatinina, eFG: Estimacion de la Filtracién Glomerular, IMT: Grosor de intima

Media carotidea.
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Tabla 5. Valores de intensidad media de fluorescencia de RAGE vy ligandos en

monocitos y neutrofilos de acuerdo con el dafio renal en los grupos de estudio.

DM2
DM2 Con daio F P
Control Sin dafo renal renal
(n=19) (n=9) (n=15)
Monocitos Proinflamatorios (CD14-CD16++)
RAGE (%) 82.5+15.3 88.2+26.6 82.2+13.3 1.11 0.39
S100A8/9 (IMF) 596048551 2205+14811 1584117405 | 3.46 0.11
S100A12 (IMF) 179317149 1943412382 10605+6191* | 3.07 0.13
S100B (IMF) 1096315027 49638707 1395244354 | 6.63 | <0.03
HMGB1 (IMF) 35084833 240941443 34684722 3.59 0.10
Monocitos Intermedios (CD14-CD16+)
RAGE (%) 90.4+5.7 10049.9 79.1+4.9 1.29 0.35
S100A8/9 (IMF) | 13380112705 2558422006 47908+11003 | 1.99 0.23
S100A12 (IMF) 421245162 253718940 11624+4470* | 65.1 | <0.0002
S100B (IMF) 5799+2189 766943791 13072+1896 | 0.73 0.52
HMGB1 (IMF) 40591898 2970+1556 34914778 1.60 0.28
Monocitos Antiinflamatorios (CD14+CD16-)
RAGE (%) 64+22.8 98.9+39.6 73.8£19.8 3.18 0.12
S100A8/9 (IMF) | 12210+12742 2518422070 44373+11035 | 4.56 0.07
S100A12 (IMF) 378914846 227948394 10589+4197* | 31.1 | <0.001
S100B (IMF) 482412202 646413814 12927+1907 | 0.87 0.47
HMGB1 (IMF) 36931756 2207+1310 33704655 1.81 0.25
Neutroéfilos (PMN)

S100A8/9 (IMF) | 29172+13561 27882+23489 | 26972+11744 | 3.81 0.09
S100A12 (IMF) 5171117235 19409429851 28150+14926 | 3.39 0.11
S100B (IMF) 31313£19193 | 42596433243 | 520494116621 | 1.12 0.39
HMGB1 (IMF) 21961490 3324343690 16621+2105 | 1.21 0.37

Prueba ANOVA de una via no paramétrica (Kruskal-Wallis) y post hoc LSD, p<0.05. IMF: Intensidad Media de

Fluorescencia

* Diferencias significativas entre DM2 sin dafio renal respecto a DM2 con dafio renal.
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Niveles de S100A12 y S100B (IMF) fueron mayores en monocitos de

pacientes con DM2 con daio renal.

En monocitos proinflamatorios (CD14-CD16*"), la expresién de S100B fue
mayor en los pacientes con DM2 con dafo renal (13952+4354 IMF) en
comparacion de los pacientes con DM2 que no tenian dafo (496318707 IMF;
p=0.03) (Fig. 3A). En la expresion de RAGE y los demas ligandos no encontramos

diferencias significativas.

En monocitos intermedios (CD14*CD16") la expresion de S100A12 fue
mayor en los pacientes con DM2 con dafio renal (1162314470 IMF) en
comparaciéon con los pacientes con DM2 sin dafio (2537+8940 IMF; p=0.0002)
(Fig. 3B), mientras que para RAGE y los otros ligandos no encontramos

diferencias significativas.

En monocitos antiinflamatorios (CD14*CD16) la expresion de S100A12 fue
mayor en pacientes con DM2 con dano renal (1058914197 IMF) en comparaciéon
con los pacientes con DM2 sin dafio (227918394 IMF; p=0.001) (Fig. 3C),
mientras que para RAGE y los otros ligandos no encontramos diferencias

significativas.

Respecto a los neutrofilos no encontramos diferencias significativas en la

expresion de ninguno de los ligandos.
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Figura 3. Expresion de RAGE y ligandos en monocitos de controles sanos y pacientes con
DM2 estratificados conforme la presencia de daio renal. Las barras muestran el porcentaje de
RAGE vy la intensidad media de fluorescencia (IMF) de los ligandos en subpoblaciones de
monocitos y en neutrofilos. Medias comparadas con Kruskal-Wallis y post hoc LSD. p<0.05%,
p<0.01**, p<0.001***. Barras Blancas: Controles sanos (n=19), Barras Grises: DM2 sin dafo renal
(n=9), Barras Negras: DM2 con dafo renal (n=15). Monocitos proinflamatorios: CD14-CD16*",
Monocitos Intermedios: CD14*CD16*, Monocitos antinflamatorios: CD14*CD16-.

Caracteristicas clinicas de los pacientes con DM2 en subgrupos clasificados

de acuerdo con el daio renal y control glucémico.

Se sub-estratificaron a los pacientes con DM2 de acuerdo con dafo renal y
control glucémico, en donde se observé un mayor IMC en el grupo sin dafo renal
y con mal control glucémico en comparacion con el de dafo renal y buen control

glucémico (p=0.006).

La microalbuminuria se observdé mayor en los pacientes con dafo renal y
mal control glucémico, comparados con los que no tenian dafio y un buen control
glucémico (p=0.02), asi como en los pacientes con dafio renal y mal control
glucémico, comparados con los que no tenian dafo y mal control glucémico
(p=0.0003) (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de pacientes con DM2 sub-estratificados de

acuerdo con dafo renal y control glucémico.

DM2 sin dafo renal

DM2 con dano renal

(n=15) (n=9)
Buen Mal Buen Mal
Control Control Control Control F p
Variables Glucémico Glucémico Glucémico Glucémico
(n=3) (n=6) (n=2) (n=13)
Edad (afios) 43.61£9.5 44.14£8.2 48.5+£3.5 46.9+5.8 0.42 N/S
Grasa corporal (%) 39.8+5.3 42.1+2.5 30.2+3.8 36.1+7.3 2.41 N/S
Musculo (%) 42.2+4.6 43.4+2.8 38.6+0.9 43.946.2 0.62 N/S
Cintura (cm) 96.4+7.0 103.8+5.3 81x0 96.8+11.4 | 2.92 0.05
Cadera (cm) 108.5+12.5 | 110.9+7.9 94.8+0.4 103.8£7.9 | 2.23 N/S
Cuello (cm) 35.9+1.2 37.6x2.4 33.3+1.8 37.6%3.5 1.41 N/S
Presion Arterial (mm/Hg) 83.3+5.7 90.7+5.9 86.6+4.7 84.5+4.5 2.43 N/S
Fuerza manual (Kg) 27.6122.5 11.548.2 16+2.8 20x17.6 0.76 N/S
IMT (mm) 0.52+0.05 0.54+0.07 0.5+0 0.54+0.10 | 0.16 N/S
Afios de diagnostico 2.6£3.0 2.8+4.5 1.5+0.70 1.3+1.2 0.54 N/S
Glucosa (mg/dl) 11216 187+88 10313 167167 1.31 N/S
HbA1c (%) 5.9+0.05 8.3+1.58 6.05+£0.70 7.94+1.53 | 2.97 0.05
Colesterol (mg/dl) 221168 178148 19115 191141 0.62 N/S
HDL (mg/dl) 40+19 398 372 368 0.18 N/S
No-HDL (mg/dl) 181149 138+41 1547 15542 0.71 N/S
Triglicéridos (mg/dl) 1891154 182+102 190+136 211£153 0.06 N/S
Creatinina (mg/dl) 0.86+0.11 0.8+0.08 0.65+0.70 0.79+0.13 | 1.36 N/S
eFG (ml/min) 75.8£12.5 84.3x12.4 | 102.7¢12.5 | 90.4%£13.3 | 2.02 N/S
Microalbuminuria (mg/L) 19.6x2.0 13.7+9.3 27.4+0.5 | 38.0+13.4°¢ | 6.95 | <0.002
indice Alb/creat 18.0£13.3 19.3%16.7 20.5£2.8 38.5+23.3 | 1.79 N/S

Prueba ANOVA de una via no paramétrica (Kruskal-Wallis) y post hoc LSD, p<0.05

*Diferencias significativas entre DM2 con dafio renal y buen control glucémico respecto a DM2 sin dafo renal y mal control

glucémico.

* Diferencias significativas entre DM2 sin dafio renal y buen control glucémico respecto a DM2 con dafio renal y mal control

glucémico.

¢ Diferencias significativas entre DM2 sin dafio renal y mal control glucémico respecto a DM2 con dafo renal y mal control

glucémico.

Alb/Creat: indice albumina/creatinina, eFG: Estimacion de la Filtracion Glomerular, IMT: Grosor de intima Media carotidea.
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Niveles de HMGB1 (IMF) fueron mayores en neutréfilos de pacientes con

DM2 daio renal y mal control glucémico.

En los neutrdfilos, la expresion de HMGB1 fue mayor en los pacientes con
DM2 con dafio renal y buen control glucémico (28531456 IMF) en comparacion de
los pacientes con DM2 que no tenian dafo y tenian buen control glucémico
(1423+£372 IMF; p=0.009) (Fig. 4). En la expresion de las proteinas S100 no

encontramos diferencias significativas, al igual que en monocitos.
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Figura 4. Expresion de HMGB1 en neutréfilos de controles sanos y pacientes con DM2
estratificados conforme a la presencia de dafio renal y control glucémico. Las barras
muestran la intensidad media de fluorescencia (IMF) de neutrdfilos. Medias comparadas con
Kruskal-Wallis y post hoc LSD. p<0.01**. Barras blancas: DM2 sin dafio renal y buen control
glucémico (n=3), Barras gris claro: DM2 sin dafio renal y mal control glucémico (n=6), Barras gris
oscuro: DM2 con dafio renal y buen control glucémico (n=2), Barras negras: DM2 con dafio renal y

mal control glucémico (n=13). Neutréfilos: PMN

Caracteristicas clinicas de los subgrupos de estudio segun el riesgo

cardiovascular en pacientes con DM2.

Los pacientes con DM2 se estratificaron en 2 subgrupos segun el grosor de
la intima media carotidea (IMT) como factor de riesgo predictivo de riesgo
cardiovascular. Los pacientes con DM2 y con elevado grosor de la IMT
presentaron mayor edad comparados con el grupo control (p=0.005), asi como los

pacientes con DM2 sin riesgo también su edad fue mayor en comparacion con el
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grupo control (p=7.1E-06). El peso fue mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo
CV (p=0.0007) y en los pacientes con DM2 con riesgo CV (p=0.03) comparados

con el grupo control (Tabla 7).

El IMC se observé mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo CV (p= 5.8E-
06) y en los pacientes con DM2 con riesgo CV (p= 6.7E-05); ambos comparados
con el grupo control. El porcentaje de grasa siguio el mismo patrén, observandose
mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo CV (p= 2.4E-05) y pacientes con DM2

con riesgo CV (p=0.001) comparados con el grupo control (Tabla 7).

La circunferencia de cintura fue mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo
CV (p= 4.3E-05) y en los pacientes con DM2 con riesgo CV (p= 1.2E-05) respecto
al grupo control; observandose el mismo comportamiento en la circunferencia de
cadera; la cual fue mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo CV (p=0.0002) y los
pacientes con DM2 con riesgo CV (p=0.007) comparados con el grupo control
(Tabla 7).

El IMT fue mayor en los pacientes con DM2 con riesgo CV (p= 1.1E-06) en
comparacion con los pacientes con DM2 sin riesgo CV. Las concentraciones
séricas de glucosa se observaron mayores en los pacientes con DM2 sin riesgo
CV (p=0.01) y en los pacientes con DM2 con riesgo CV (p=0.006) comparados con
el grupo control; al igual que el porcentaje de HbA1c fue mayor en los pacientes
con DM2 sin riesgo CV (p=0.01) y en los pacientes con DM2 con riesgo CV
(p=0.0005) respecto al grupo control (Tabla 7).

El colesterol se observé mayor en el grupo de DM2 sin riesgo CV en
comparacion con el grupo control (p=0.02); y fue menor en los pacientes con DM2
con riesgo CV comparados con los pacientes con DM2 sin riesgo CV (p=0.003). El
colesterol No-HDL también fue mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo CV
comparados con el grupo control (p=0.01); y se observdé menor en los pacientes
con DM2 sin riesgo CV, comparados con los que si presentaban riesgo CV
(p=0.005). El indice albumina/creatinina fue mayor en los pacientes con DM2 sin
riesgo CV comparados con el grupo control (p=0.01) (Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los controles sanos y pacientes con DM2

clasificados de acuerdo con el riesgo cardiovascular.

Control DM2 sin DM2 con F P
Variable (n=19) Riesgo CV | riesgo CV
(n=14) (n=10)

Edad (afos) 3518.6 48.5+6* 43.5+6.1°* | 14.0 | 2.4E-05
Grasa corporal (%) 23.319.6 38.8+5.3* 35.5+8.1°* | 12.9 | 4 4E-05
Musculo (%) 44.6x7.7 43.4+4.7 4316 0.18 N/S
Cintura (cm) 77.6£7.4 | 95.6+10.1* | 98.6+11.8° | 16.8 | 4.9E-06
Cadera (cm) 95.9+5.7 107+8.7* 104.2+9.5° | 9.36 | <0.0004
Cuello (cm) 35+2.7 36.5+3.3 375429 |2.16 N/S
Presiéon Arterial (mm/Hg) | 83.1+5.3 86.2+4.6 86.216.9 1.67 N/S
Fuerza manual (Kg) 36128 1713 22120 2.64 N/S
IMT (mm) 0.47+0.06 | 0.4840.02 | 0.61+0.08°¢ | 20.9 | 5.9E-07
Glucosa (mg/dl) 8817 147+62* 163+71° 5.10 | <0.01
HbA1c (%) 5.7+0.6 7.1+1.4* 7.9+1.7° 7.99 | <0.001
Colesterol (mg/dl) 180135 21040 164+28¢ 542 | <0.008
HDL (mg/dl) 42+11 41+10 3417 1.98 N/S
No-HDL (mg/dl) 138432 169+35* 130+31¢ 5.14 | <0.01
Triglicéridos (mg/dl) 100185 169182 220175 | 2.85 N/S
Creatinina (mg/dl) 0.90+0.14 | 0.840.12 0.8+0.10 | 2.64 N/S
Microalbuminuria (mg/L) | 24.116.1 27.8412.8 | 30.9+18.9 | 1.10 N/S
indice Alb/creat 14.9+11.4 | 21.7+23.2* 33.6+20 466 | <0.01
eFG (ml/min) 87.4+11.8 | 85.019.7 88.7£13.7 | 0.42 N/S

Prueba ANOVA de una via no paramétrica (Kruskal-Wallis) y post hoc LSD, p<0.05

* Diferencias significativas entre DM2 sin riesgo CV respecto a grupo control.

* Diferencias significativas entre DM2 con riesgo CV respecto a grupo control.

£ Diferencias significativas entre DM2 sin riesgo CV respecto a DM2 con riesgo CV.

CV: Cardiovascular, Alb/Creat: indice albumina/creatinina, eFG: Estimaciéon de Filtracion Glomerular, IMT:

Grosor de intima Media carotidea.
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Tabla 8. Valores de intensidad media de fluorescencia en RAGE y ligandos de

monocitos y neutréfilos acuerdo con el riesgo cardiovascular en los grupos de

estudio.
Control DM2 sin DM2 con F P
(n=19) Riesgo CV Riesgo CV
(n=14) (n=10)

Monocitos Proinflamatorios (CD14°CD16**)
RAGE (%) 82.5+14.1 70.1£17.2 92.3+14.1* 10.2 <0.01
S100A8/9 (IMF) 596047090 2525818683 5017+7090* 538.5 | <0.000001
S100A12 (IMF) 179316011 1811317362 2712+6011* 786.3 | <0.000001
S100B (IMF) 1096315231 1531416407 1004815231 497 0.06
HMGB1 (IMF) 35081868 331711063 32161868 3.24 0.12

Monocitos Intermedios (CD14-CD16*)

RAGE (%) 90.416.9 77.318.5 87.316.9 3.67 0.10
S100A8/9 (IMF) 13380+£16432 | 36625+20125 | 40313116432 5.36 0.05
S100A12 (IMF) 421215495 117616730 8503+5495* 10.1 <0.01
S100B (IMF) 579942436 1062542983 1290242436 0.28 0.76
HMGB1 (IMF) 40594888 3007+1088 36401888 1.05 0.41

Monocitos Antiinflamatorios (CD14*CD16)
RAGE (%) 64121.6 58.8+26.5 92.2+21.6 5.74 0.05
S100A8/9 (IMF) 12210+£15987 | 36964119580 | 35360+15987 4.26 0.08
S100A12 (IMF) 378915129 1089216282 7617+5129* 7.43 <0.03
S100B (IMF) 482412632 1082013224 1217842632 0.32 0.73
HMGB1 (IMF) 36931800 30101980 3222+800 0.74 0.52

Neutréfilos (PMN

S100A8/9 (IMF) 2917249595 6819+11751 4071119595 2.96 0.14
S100A12 (IMF) 5171115544 10039419037 | 37311+15544* | 9.17 <0.02
S100B (IMF) 31313+19251 46778123577 | 52412+19251* 6.90 <0.03
HMGB1 (IMF) 2196579 2003710 27011579 0.14 0.87

Prueba ANOVA de una via no paramétrica (Kruskal-Wallis) y post hoc LSD, p<0.05. IMF: Intensidad Media de Fluorescencia

* Diferencias significativas entre DM2 sin riesgo CV respecto a DM2 con riesgo CV.
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Niveles de RAGE (%), S100A8/9 y S100A12 (IMF) fueron mayores en

monocitos de pacientes con DM2 sin riesgo cardiovascular.

En monocitos proinflamatorios (CD14-CD16%"), la expresion de RAGE (Fig.
5A) fue mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo cardiovascular (91.6+6.5 %) en
comparacién de los pacientes con DM2 con riesgo (85.7t7.6 %; p=0.01). La
expresion de S100A8/9 (Fig. 5B) fue mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo
cardiovascular (11324+2867 IMF) en comparacion de los pacientes con DM2 con
riesgo (7221+3311 IMF; p=0.000001). La expresion de S100A12 (Fig. 5C) también
fue mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo cardiovascular (898512154 IMF)
en comparacion de los pacientes con DM2 que si tenian riesgo (3269+2487 IMF,;
p=0.000001).

En monocitos intermedios (CD14*CD16") la expresion de S100A12 fue
mayor en los pacientes con DM2 sin riesgo cardiovascular (11761+6730 IMF) en
comparacion con los pacientes con DM2 con riesgo cardiovascular (8503+5495
IMF; p=0.01) (Fig. 5D), mientras que para RAGE vy los otros ligandos no

encontramos diferencias significativas.

En monocitos antiinflamatorios (CD14*CD16) la expresion de S100A12 fue
mayor en pacientes con DM2 sin riesgo cardiovascular (10892+6282 IMF) en
comparacion con los pacientes con DM2 con riesgo (761715129 IMF; p=0.03)
(Fig. 5E). En la expresion de RAGE y los demas ligandos no encontramos

diferencias significativas.

Niveles de S100A12 y S100B fueron mayores en neutréfilos de pacientes con

DM2 con riesgo cardiovascular.

En los neutrdfilos, la expresion de S100A12 fue mayor en los pacientes con
DM2 con riesgo cardiovascular (37311+15544 IMF) en comparacién de los
pacientes con DM2 sin riesgo cardiovascular (10039+19037 IMF; p=0.02) (Fig.
5F). S100B fue mayor en los pacientes con DM2 con riesgo cardiovascular
(2975219861 IMF) en comparacion de los pacientes con DM2 sin riesgo
cardiovascular (1473818540 IMF; p=0.03) (Fig. 5G).
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Figura 5. Expresion de RAGE y ligandos en monocitos y neutréfilos de controles sanos y
pacientes con DM2 estratificados conforme a la presencia de riesgo cardiovascular. Las
barras muestran el porcentaje de RAGE vy la intensidad media de fluorescencia (IMF) de los
ligandos en subpoblaciones de monocitos. Medias comparadas con Kruskal-Wallis y post hoc LSD.
p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***. Barras blancas: Controles sanos (n=19), Barras grises: DM2 sin
riesgo cardiovascular (n=14), Barras negras: DM2 con riesgo cardiovascular (n=10). Monocitos
proinflamatorios: CD14-CD16**, Monocitos Intermedios: CD14*CD16*, Monocitos antinflamatorios:
CD14*CD16, Neutréfilos: PMN
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Caracteristicas clinicas de los subgrupos de estudio segun la fuerza de

prension manual de pacientes con DM2.

Se estratifico a los pacientes con DM2 de acuerdo con la fuerza de prension
manual, observamos mayor edad en los pacientes con DM2 con fuerza normal
(p=0.002) y con fuerza disminuida en comparacion con el grupo control (p= 9.2E-
05). El peso también fue mayor en los pacientes con DM2 con fuerza normal
(p=0.0001) y en los pacientes con DM2 con fuerza disminuida (p=0.008)

comparados con el grupo control (Tabla 9).

El IMC fue mayor en los pacientes con DM2 de fuerza normal (p= 4.3E-07)
y en los pacientes con DM2 con fuerza disminuida (p= 6.8E-07) comparados con
el grupo control. En el porcentaje de grasa se observo el mismo patron, ya que
ésta fue mayor en los pacientes con DM2 con fuerza normal (p=0.0003) y en los
pacientes con DM2 con fuerza disminuida (p= 5.0E-06) en comparacion con el

grupo control (Tabla 9).

La circunferencia de cintura fue mayor en los pacientes con DM2 con fuerza
normal (p= 8.3E-08) y en los pacientes con DM2 con fuerza disminuida (p= 2.1E-
06) comparados con el grupo control, ademas; en los pacientes con DM2, se
observé mayor en los pacientes con DM2 de fuerza normal (p=0.04) comparados

con los que la tenian disminuida (Tabla 9).

La circunferencia de cadera fue mayor en los pacientes con DM2 de fuerza
normal (p=0.0006) y en los pacientes con DM2 con fuerza disminuida (p=0.002),
comparados con el grupo control. En la circunferencia de cuello, se observé mayor
en los pacientes con DM2 de fuerza normal comparados con el grupo control
(p=0.001); mientras que en los pacientes con DM2 de fuerza normal, ésta fue
mayor que en los pacientes con DM2 de fuerza disminuida (p=0.02) (Tabla 9).

El IMT fue mayor en los pacientes con DM2 con fuerza normal en
comparaciéon con el grupo control (p=0.0008) y fue menor en los pacientes con
DM2 de fuerza disminuida, en comparacion con los pacientes con DM2 de fuerza
normal (p=0.009) (Tabla 9).
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Las concentraciones séricas de glucosa fueron mayores en los pacientes
con DM2 con fuerza normal (p=0.009) y en los pacientes con DM2 de fuerza

disminuida (p=00009.7) comparados con el grupo control (Tabla 9).

El porcentaje de HbA1c fue mayor en los pacientes con DM2 de fuerza
normal (p=0.0002) y de los pacientes con DM2 de fuerza disminuida (p=0.0004)
comparados con el grupo control. Respecto a los triglicéridos, estos fueron
mayores en los pacientes con DM2 de fuerza normal, comparados con el grupo
control (p=0.002) (Tabla 9).

El indice albumina/creatinina fue mayor en los pacientes con DM2 de fuerza
disminuida comparados con el grupo control (p=0.004). Por el contrario; la
creatinina sérica se observd menor en los pacientes con DM2 con fuerza
disminuida en comparacion del grupo control (p=0.001), del mismo modo; se
observo menor en los pacientes con DM2 de fuerza disminuida, en comparacion

con los pacientes con DM2 de fuerza normal (p=0.03) (Tabla 9).

42



Tabla 9. Caracteristicas clinicas de los controles sanos y pacientes con DM2

clasificados de acuerdo con la fuerza de prensiéon manual.

Control DM2 Fuerza | DM2 Fuerza
Variables Normal Disminuida F p
(n=19) (n=8) (n=16)
Edad (afios) 3518.6 45.2+8.2* 46.31£5.8° 10.8 <0.0001
Grasa corporal (%) 23.319.6 36.9+7.6* 37.9+6.4° 16.2 | 6.9E-06
Musculo (%) 44.6+7.7 47.215.6 41.1£3.4 3.06 0.05
Cintura (cm) 77.6£7.4 | 102.5£88.2" | 945%10.9°° | 269 | 3.8E-08
Cadera (om) 95.9t57 | 107.9+8.2* | 104.119.3° | 868 | <0.0007
Cuello (cm) 35£2.7 39.0£3.17 36.1+2.7% | 572 | <0.006
Presion Arterial (mm/Hg) 83.1+5.3 87.4+4.4 85.415.9 1.91 N/S
IMT (mm) 0.48+0.06 0.59+0.10* 0.50+0.06 € 6.51 <0.003
Glucosa (mg/dl) 88+7 148+71* 165+71° 10.1 <0.0002
HbA (%) 5.7+0.6 7.91.9* 7.4t14* | 111 | <0.0001
Colesterol (mg/dl) 180135 179129 196145 0.91 N/S
HDL (mg/dl) 42+11 33.248.2 40+8.5 2.21 N/S
No-HDL (mg/dl) 138132 146132 156140 1.10 N/S
Triglicéridos (mg/dl) 100+85 252+204* 173173 5.52 <0.007
Creatinina (mg/dl) 0.90£0.14 | 0.87£0.11 | 0.75+0.09°° | 6.48 | <0.003
Microalbuminuria (mg/L) 24.1+6.1 32.0£12.9 27.1+16.4 1.11 N/S
indice Alb/creat 14.9+11.4 21.7+23.2 33.6+20.0° 4.66 <0.015
eFG (ml/min) 87.4+11.8 85.04£9.7 88.7£13.7 0.24 N/S

Prueba ANOVA de una via no paramétrica (Kruskal-Wallis) y post hoc LSD, p<0.05

* Diferencias significativas entre DM2 con Fuerza Normal respecto a grupo control.

* Diferencias significativas entre DM2 con Fuerza Disminuida respecto a grupo control.

E Diferencias significativas entre DM2 con Fuerza Normal respecto a DM2 con Fuerza Disminuida.

Alb/Creat: indice albumina/creatinina, eFG: Estimacion de Filtracion Glomerular, IMT: Grosor de intima Media carotidea.
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Tabla 10. Valores de intensidad media de fluorescencia de RAGE vy ligandos en

monocitos y neutréfilos acuerdo con la fuerza de prension manual en los grupos

de estudio.
DM2 Fuerza DM2 Fuerza
Control Normal Disminuida F o]
(n=19) (n=8) (n=16)

Monocitos Proinflamatorios (CD14:CD16*")
RAGE (%) 87.415.3 79.817.2 9616.2° 13.1 | <0.0001
S100A8/9 (IMF) 648042464 7740+£3337 10935+2889 | 3.14| 0.06
S100A12 (IMF) 3703+1873 3790+2536 859412196 3.30| 0.05
S100B (IMF) 1323942624 | 1771813552 11412+3077 | 0.18| 0.83
HMGB1 (IMF) 28031376 27471509 29801441 1.91 0.17

Monocitos Intermedios (CD14:CD16%)

RAGE (%) 95.9+3.9 86.7+5.2 91.5+4.5° 425 | <0.02
S100A8/9 (IMF) 156165763 | 2298417803 20840416757 | 2.39 | 0.11
S100A12 (IMF) 757311617 734912190 12626+1897° | 3.86 | <0.03
S100B (IMF) 9788+1710 14218+2316 1113942006 | 0.73 | 0.49
HMGB1 (IMF) 27631338 30631458 32974397 0.20| 0.81

Monocitos Antiinflamatorios (CD14*CD16")
RAGE (%) 79.919.4 75.812.8 87.5+11.1 292 | 0.07
S100A8/9 (IMF) 1229115256 | 2292317116 18769+6163° | 5.88 | <0.008
S100A12 (IMF)* 811811789 8323+2423* 13848+2098 | 5.61 | <0.01
S100B (IMF) 846611257 1056811702 8844+1474 0.31 0.73
HMGB1 (IMF) 30741388 30291525 32761455 140 | 0.26

Neutroéfilos (PMN)

S100A8/9 (IMF) 1222414795 | 1474516493 1348945623 | 0.10 | 0.89
S100A12 (IMF) 678515054 1051246843 18514+5926 | 3.33 | 0.05
S100B (IMF) 1419417454 | 17250£10093 | 2411518741 235 0.1
HMGB1 (IMF) 15131221 14381299 18691259 3.39| 0.05

Prueba ANOVA de una via no paramétrica (Kruskal-Wallis) y post hoc LSD, p<0.05. IMF: Intensidad Media de Fluorescencia
* Diferencias significativas entre DM2 con Fuerza Normal respecto a grupo control.

* Diferencias significativas entre DM2 con Fuerza Normal respecto a DM2 con Fuerza Disminuida.
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Niveles de RAGE (%), S100A8/9 y S100A12 (IMF) fueron mayores en

monocitos de pacientes con DM2 con fuerza de prension manual disminuida.

En monocitos proinflamatorios (CD14-CD16%"), la expresion de RAGE (Fig.
6A) fue mayor en los pacientes con DM2 con fuerza de prensién disminuida
(961+6.2 %) en comparacién de los pacientes con DM2 con fuerza normal
(79.8+£7.2 %; p=0.0001). Respecto a la expresion de los ligandos, no encontramos

diferencias significativas.

En monocitos intermedios (CD14*CD16™) la expresion de RAGE (Fig. 6B)
fue mayor en los pacientes con DM2 con fuerza de prension disminuida (91.51£4.5
%) en comparacion con los pacientes con DM2 con fuerza normal (86.7£4.5 %;
p=0.02).

La expresion de S100A12 (Fig. 6C), también fue mayor en los pacientes
con DM2 con fuerza de prensiéon disminuida (12626+1897 IMF) en comparacion

con los pacientes con DM2 con fuerza normal (734912190 IMF; p=0.03).

Respecto a la expresion de S100A8/9, S100B y HMGB1 no encontramos

diferencias significativas.

En monocitos antiinflamatorios (CD14*CD16") la expresion de S100A8/9 fue
menor en pacientes con DM2 con fuerza de prension disminuida (1876916163
IMF) en comparacion con los pacientes con DM2 que tenian fuerza normal
(2292317116 IMF; p=0.008) (Fig. 6D).

Por el contrario, la expresion de S100A12 (Fig. 6E), fue mayor en pacientes
con DM2 con fuerza de prension disminuida (13848+2098 IMF) en comparacion

con los pacientes con DM2 que tenian fuerza normal (832312423 IMF; p=0.008).

En la expresion de RAGE, S100B y HMGB1 no encontramos diferencias

significativas, al igual que en los neutrdfilos.
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Figura 6. Expresion de RAGE y ligandos en monocitos de controles sanos y pacientes con
DM2 estratificados conforme a la fuerza de prension manual. Las barras muestran el
porcentaje de RAGE y la intensidad media de fluorescencia (IMF) de los ligandos en
subpoblaciones de monocitos. Medias comparadas con Kruskal-Wallis y post hoc LSD. p<0.05%,
p<0.01**, p<0.001***. Barras blancas: Controles sanos (n=19), Barras grises: DM2 con fuerza
normal (n=8), Barras negras: DM2 con fuerza disminuida (n=16). Monocitos proinflamatorios:
CD14-CD16**, Monocitos Intermedios:CD14*CD16*, Monocitos antinflamatorios:CD14*CD16-. FPN:

Fuerza de prensién manual normal >20 kg, FPD: Fuerza de prensién manual disminuida <20 k.
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Factores asociados al porcentaje de RAGE y a la expresion de sus ligandos.

Se realizaron correlaciones bivariadas para examinar las asociaciones del

porcentaje de RAGE vy la expresion de sus las variables

ligandos con
antropométricas, metabdlicas y bioquimicas en el grupo completo de sujetos

sanos y pacientes con DM2.

La expresion de S100A8/9 en monocitos proinflamatorios (CD14-CD16**)
(Fig. 7A) e intermedios (CD14*CD16*) (Fig. 7B) se correlacionaron de forma
positiva con la Albuminuria (r=0.45, p=0.01; r=0.43, p=0.04, respectivamente).

Hubo una relacion entre la expresion de S100B en los monocitos
proinflamatorios (CD14-CD16**) con la estimacién de la estimacion de Filtraciéon
Glomerular (r=0.42, p=0.04) (Fig. 7D), al igual que en los monocitos intermedios
(CD14*CD16") (r=0.43, p=0.03) (Fig. 7E).

La expresion de HMGB1 en monocitos proinflamatorios (CD14:CD16**) se

correlacion6 positivamente con HbA1c (r=0.50, p=0.01) (Fig. 7F).

Finalmente, la expresion de S100A8/9 en neutréfilos se asocio

positivamente con el grosor de la intima Media Carotidea (r=0.42, p=0.04) (Fig.
7C).

>
w

S100A8/9 en CD14-CD16** (IMF)

— 70 -~ 70

%‘l ° % 60 A °

E 60 o E o

E 50 T:s' 50

5 w o - 5 w

= B el L e E b B ' .
R S s CHNE E Tb— = o . °

2 2 TR0 R e e g e L 7
§ 10 o o r2_= 0:4> § 10 - r’=043
o . o p= 0.01 5 . o p=0.04

= o0 0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 700CC 80000 S 0000 0 10000 20000 30000 40000 50000 G0ODO 70000 B0DOO

S100A8/9 en CD14*CD16* (IMF)

47



0.80 125
::z o 115 o0 3 o
i o o o p
— 065 i £ s
£ € =
= =
o 85
E E
= O BT
L | 0 r’=0.42
g = ° p=0.04
3 55
-10000 10000 30000 50000 70000 90000 1. 5000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
E F
125 12
1B 0 0 - 1 % r=0.50
[ ° o —~ 10 o p=0.01
= 105 9 ° o
E L
—] 95 o I 2 sl 5 )
E R P s ——
000 o —
(O] ) s et P e S
LL. 75 e s 8 o © o o
= 0 o ° I s o
&5 e rz=0.43 i o
¢ p=0.03 i
5-52000 2000 6000 10000 14000 18000 22000 25000 30000 500 1500 2500 3500 4500 5500 8500
S100B en CD14*CD16* (IMF) HMGB1 en CD14.CD16** (IMF)

Figura 7. Correlaciones de los ligandos de RAGE con variables antropométricas y
bioquimicas. Se observé una correlacion positiva de A) S100A8/9 en monocitos proinflamatorios
(CD14-CD16**) con microalbuminuria, B) S100A8/9 en monocitos intermedios (CD14*CD16*) con
microalbuminuria, C) S100A8/9 en neutrdfilos con el grosor de intima media carotidea (IMT), D)
S100B en monocitos proinflamatorios (CD14-CD16**), E) S100B en monocitos intermedios
(CD14*CD16*) con la estimacion de filtrado glomerular, F) HMGB1 en monocitos proinflamatorios
(CD14-CD16**) con Hemoglobina glicada.

IMF: Intensidad Media de Fluorescencia
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VIIl.- DISCUSION

RAGE es un receptor de membrana con funciones clave en diversas vias
de senalizacién y procesos a nivel molecular y celular. Se ha demostrado que
participa tanto en funciones fisiolégicas, como procesos inflamatorios vy
patologicos, entre las que destacan las de origen renal, endocrino,
neurodegenerativo, neoplasico e infeccioso [8,19,32,39,41].

En este estudio podemos sugerir que RAGE desempefia un papel pro-
inflamatorio en la DM2, ya que este receptor, junto con sus ligandos aumentaron
su expresion en los pacientes con DM2 y con riesgo cardiovascular; esto
concuerda con diversos estudios que sugieren el posible valor predictivo del
incremento de este receptor con sus ligandos, y su posible valor predictivo en
estapas tempranas, asi como en el inicio y progresién de las complicaciones
micro- y macrovasculares que se presentan en la DM2.

Un estudio multicéntrico en Finlandia [48] sugiere que RAGE membranal es
un marcador prometedor, ya que puede participar en la patogénesis de la
nefropatia diabética debido a su capacidad para activar diversas vias
intracelulares inflamatorias, ademas; esta isoforma membranal o de longitud
completa, ha sido poco estudiada hasta el momento, siendo uno de los objetivos
principales de este estudio.

Es importante mencionar que RAGE membranal se ha estudiado muy poco
por citometria de flujo [20,21,41], ademas de que ésta es una técnica a la que muy
pocos lugares en el pais se puede tener acceso a ella. RAGE se ha cuantificado
ademas mediante diversas técnicas, en las que se incluye Western blot, reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR) e inmunofluorescencia en
donde también ha mostrado un incremento de su expresion en procesos
infecciosos [41], inflamatorios [40] y neoplasicos [42], ademas de mostrar
correlaciones positivas con uno de sus ligandos HMGB1, y dicha interaccién es
propuesta en ese estudio como posible objetivo terapéutico para el tratamiento del
carcinoma renal de células claras [43], ya que participd en la autofagia de células
tumorales, sugiriendo que su participacion es beneficiosa ante entornos
inflamatorios, teniendo su cuantificacién un posible valor predictivo de procesos
patoldgicos.

Respecto a las calgranulinas, en estudios previos, estas proteinas
(S100A8/9 y S100A12), también se ha observado incremento en su expresion en
patologias neurodegenerativas y autoinmunes [20], ademas se ha detectado en
lesiones arteriales en placas de ateroma promoviendo el reclutamiento y la
activacion de neutroéfilos y monocitos [29,32].

En esta investigacion, se observdé una mayor expresién en pacientes con
DM2 con un buen control glucémico, del mismo modo encontramos una
correlacion positiva entre un mayor IMT con la expresién de estos ligandos; del
mismo modo, observamos una menor expresion conforme incrementaba la HbA1c
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en los pacientes con DMZ2, esto posiblemente pueda explicarse, ya que, al
encontrarse en bajas concentraciones, una de las funciones de estas proteinas, es
la regeneracion y el desarrollo celular, sugiriendo un posible papel protector.

No existe informacién concreta sobre la expresiéon de RAGE y sus ligandos
en células inmunes de pacientes con DM2; y debido que, hasta la fecha, estas
proteinas no se han cuantificado en ensayos clinicos prospectivos [19], nuestros
resultados apoyan a su posible funcién propuesta anteriormente.

S100B es una proteina que desempefia un papel importante en la
mediacidén de la inflamacién y aumentan la aterosclerosis y se ha encontrado
incrementada su expresion en pacientes después de un traumatismo cerebral,
isquemia / infarto, enfermedad de Alzheimer y sindrome de Down. Esta proteina
se utiliza como marcador de la activacion y muerte de las células gliales y existe
abundante evidencia de que funciona como marcador de estrés oxidativo [32].

En nuestros resultados, se observd mayor expresion de esta proteina en
pacientes con DM2 con riesgo cardiovascular y dafo renal, en monocitos vy
neutrofilos, en comparacion con los de controles sanos; ademas de
correlacionarse positivamente con una mayor estimacién de filtrado glomerular en
monocitos pro inflamatorios e intermedios.

Es importante mencionar, que en los parametros bioquimicos de los
participantes, encontramos datos sugerentes de dafio renal, ya que se observaron
menores niveles de creatinina en los pacientes con DM2 que no presentaron dafo
renal, en comparacién con los controles sanos, aunque también se observaron
valores menores en los que ya tenian dafio renal, pero no fueron significativos,
estos datos coinciden con evidencias previas en la literatura, ya que, en un estudio
realizado en Japon [49], con el objetivo de investigar si la creatinina sérica es un
posible marcador sustituto de la masa del musculo esquelético, realizaron un
periodo de seguimiento de 4 afos en 877 hombres, en donde, los que
desarrollaron DM2 mostraron niveles bajos de creatinina sérica y esto se asocio
positivamente con un mayor riesgo de DM2, coincidiendo también con nuestros
resultados, ya que también se observaron menores porcentajes en la masa
muscular de los pacientes con DM2 sin daino renal en comparacion con los
controles sanos.

HMGB1 ha mostrado evidencia de potenciar efectos de citocinas
proinflamatorias como IL-1B + IFN-y estdan mediados por una regulacion positiva
y/o secrecion con el receptor de su receptor RAGE, estando involucrados en
mecanismos neuro inflamatorios y degenerativos de origen muscular, en donde se
observé que HMGB1 fue igualmente potente en la induccion de muerte celular,
particularmente en células positivas para RAGE [47]. Estas evidencias concuerdan
con los resultados obtenidos en este estudio, ya que en la expresién de HMGB1
tuvo un comportamiento parecido a S100A8/9 y S100A12, ya su expresion fue
mayor en los pacientes con DM2 que tenian un adecuado control glucémico
respecto a los controles sanos, y disminuyd conforme incrementaba su HbAic,
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sugiriendo también un posible papel predictor de dafio en etapas tempranas de la
enfermedad, es decir, en un entorno de inflamacion cronica de bajo grado en
donde aun no se presentan manifestaciones clinicas [26].

Es por eso la importancia de proporcionar evidencia y perspectivas para la
posible implicacion de RAGE y sus ligandos en el inicio y la progresiéon de las
complicaciones vasculares que se presentan en la DM2, ya que la sefalizacion de
las vias en las que participa este receptor y sus ligandos también parecen
presentar nuevas e innovadoras estrategias para la modulacion de las respuestas
inflamatorias y asi servir como posibles objetivos terapéuticos, sin embargo,
algunos estudios tienen resultados contradictorios y es necesaria mas
investigacion y con una mayor precision.

Este estudio tuvo como limitante una muestra pequefia, por lo que es
importante incluir en futuras investigaciones un mayor numero de participantes,
incluyendo el uso de técnicas sensibles y con alta especificidad, como la
citometria de flujo, de la cual, actualmente existen pocos estudios y en
consecuencia; pocos datos sobre las unidades de medicion y rangos de estas
para esta técnica y especificamente en las poblaciones celulares que se evaluaron
en este estudio.

IX.- CONCLUSION

Tomados en conjunto, estos datos muestran que la inflamacion cronica de
bajo grado que acompafia a DM2 aumenta la expresion de RAGE y sus ligandos,
S100A8/9, S100A12 y HMGB1 en monocitos de pacientes que presentan dano
renal y riesgo cardiovascular, mientras que S100B intensifica su expresién en
neutréfilos de pacientes diabéticos con dafo renal; y en monocitos de pacientes
diabéticos con riesgo cardiovascular; revelando que estas moléculas pueden
participar en la progresion de la enfermedad y sus posibles complicaciones.
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Xl.- ANEXOS

11.1.- ANEXO 1. Hoja de recoleccién de datos.

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS MEDICAS

UNIIVERSIDAD DE GUANAJUATO

“Estudio de la expresion de RAGE y sus ligandos S100A8/9, S100A12, S100B y

HMGB1 en subpoblaciones de monocitos y neutrofilos de pacientes con diabetes

FOLIO:

mellitus tipo 2”

CODIFICACION:

FECHA:

DATOS PERSONALES DEL PACIENTE

NOMBRE:

OCUPACION:

DIRECCION:

EDAD:

TELEFONO:

CELULAR:

FECHA DE NACIMIENTO:

TIEMPO DE DIAGNOSTICO:

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES

NO | SI | PARENTESCO NO | SI PARENTESCO
HTA IAM
ENFERMEDAD ENFERMEDAD
CARDIACA TIROIDEA
INSUFICIENCIA ENFERMEDAD
RENAL HEPATICA
CANCER DIABETES
OBESIDAD OTRAS
ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS
NO S| NO Sl
HTA IAM
ENFERMEDAD ENFERMEDAD
CARDIACA TIROIDEA
INSUFICIENCIA ENFERMEDAD
RENAL HEPATICA
CANCER DIABETES
OBESIDAD OTRAS

ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS

ACTUAL

NO

SI

FRECUENCIA/CANTIDAD

FUMAR

CONSUMO DE
ALCOHOL

ANTERIOR

NO

SI

FRECUENCIA/CANTIDAD/TIPO/TIEMPO DE
REALIZACION

FUMAR

CONSUMO DE
ALCOHOL

PADECIMIENTO ACTUAL
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MEDICAMENTOS (ACTUAL)

MEDICAMENTO

DOSIS

FRECUENCIA(VECES/DIA)

TIEMPO DE MEDICACION

CONSUMO DE SUPLEMENTOS ALIMENTICIOS

SUPLEMENTO DOSIS | FRECUENCIA(VECES/DIA) | TIEMPO DE MEDICACION
ACTIVIDAD FISICA
NO S TIPO TIEMPO SESION
REALIZA #
SESIONES/SEMANA
ANTROPOMETRIA
PESO (Kg) | ESTATURA | C.CINTURA | C.CADERA | C.CUELLO TA (Hg/mm)
(cm) (cm) (cm) (cm)
% GRASA | % MASA TBW (%) T.METAB | MASA OSEA
MUSCULA (%)
R

MEDICION DE LA MAXIMA FUERZA DE PRENSION MANUAL
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11.2.- ANEXO 2. Consentimiento informado.

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN PROYECTO DE
INVESTIGACION: “Estudio de la expresion de RAGE y sus ligandos S100A8/9,
S100A12, S100B y HMGB1 en subpoblaciones de monocitos y neutréfilos de
pacientes con diabetes mellitus tipo 2”

Le proponemos participar en un Proyecto de Investigacion cuyo objetivo es evaluar la
expresion de varias moléculas responsables del dafio en las arterias y su interaccion con
los niveles de grasas y glucosa en la circulacion. Para lo cual le solicitamos permio para
extraer muestra de sangre venosa periférica y la realizacién de un ultrasonido de la intima
media carétida.

Riesgos: Para la obtencion de este tipo de muestras no se corre ningun riesgo o molestia
adicional a la practica habitual ya que se utilizara venopuncién para la obtencion de la
muestra de sangre.

Beneficios: Se ofrecera la realizacién de los siguientes estudios clinicos: Glucosa,
colesterol total, HDL, colesterol no-HDL, triglicéridos, examen general de orina, y perfil
hormonal sin costo alguno.

Confidencialidad: De acuerdo con la Ley de Proteccidon de Datos, el origen de estas
muestras no sera divulgado, y en caso de ser utilizaos para publicaciones cientificas sera
de forma andnima, sin que se pueda identificar a ninguna persona en particular. Las
muestras y datos obtenidos seran utilizados solamente para este Proyecto de
Investigacion.

Voluntariedad: La participacion en el estudio es voluntaria. Asimismo, usted puede
revocar su consentimiento en el momento que lo desee y en ese caso sus muestras y los
datos obtenidos hasta ese momento seran destruidos.

Este protocolo de investigacion ha sido aceptado por el CIBIUG (Comité Institucional de
Bioética en la Investigacién de la Universidad de Guanajuato) con el No. CIBIUG-P04-
2016).

Los investigadores se hacen responsables de los dafios que pudieran ser causados por la
venopuncién y el estudio de ultrasonido. Investigador que informa y con el que se puede
contactar para conseguir mas informacion:

Investigador principal: Dra. Nicté Figueroa Vega

Lugar de realizacion: Departamento de Ciencias Médicas, Division de Ciencias de la
Salud, Universidad de Guanajuato.

Firma: Fecha:

Yo: acepto participar en este Proyecto de
Investigacion.

Firma del participante: Firma Testigo:
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11.3.- ANEXO 3. Carta de aprobacién del CIBIUG.

venapan  Comité Institucional de Bioética en la Investigacion de L
OF GUANAJUATO | Universidad de Guanajuato

OFICIO: 010/2016
ASUNTO: Constancia
Guanajuato, Gto., 03 de junio de 2016
Dra. Nicté Figueroa Vega
Departamento de Ciencias Médicas
Divisién Ciencias de la Salud
Campus Ledn
Presente

En relacién al protocolo de investigacion en seres humanos enviado por usted denominado:
“Estudio del papel del eje RAGE - ligandos-transportadores ABC en los monocitos M1 y su
aplicacién en la clinica como biomarcadores de riesgo predictivo en la aterosclerosis”, del cual es
usted responsable, el Comité Institucional de Bioética en la Investigacion de la Universidad de
Guanajuato (CIBIUG) se reunié el 29 de abril y se revisaron en el mismo los requisitos éticos y
normativos nacionales e internacionales aplicables al proyecto.

El pleno del CIBIUG, considera que el protocolo, el consentimiento informado y los anexos, cumplen
los requisitos bioéticos y por el presente dictamen informa a usted que el proyecto ha sido
aprobado.

Dicho dictamen quedd asentado en el acta nimero CIBIUG-A14-2016. El cédigo asignado por el
CIBIUG al proyecto es: CIBIUG-P04-2016, para que en lo sucesivo sea citado en los formatos de
consentimiento informado o cartas de privacidad, asi como en los informes y publicaciones.

Asimismo, se le informa que el presente dictamen tiene validez durante el periodo de realizacién del
proyecto especifico analizado y autoriza el inicio del mismo. Al término de cada afio de vigencia,
debe enviar un breve informe del avance/finalizaciéon del proyecto, indicando si se presentaron
efectos adversos o problemas o cambios durante su realizacidn, asi como los medios por los cuales
se dio informacion de los resultados a los participantes y a la comunidad cientifica.

El CIBIUG se reserva el derecho de revisar el desarrollo del proyecto con el objeto de proteger los
derechos y la dignidad de los participantes.

Atentamente J
Jos haf4 lib

Velazquez 4
Presidente del CIBIUG p
Comité Institucional de
Biodtica en ka Investigacion

Ce.p. DR LUIS FEUPE GUERRERD AGRIPINO - Rector General, U.G.
DR HECTOR EFRAIN RODRIGUEZ DE LA ROSA - Secretario General. U.G.
DR. JOSE LUIS LUCIO MARTINEZ - Secretario Académico. U.G.
DR MAURD NAPSUCIALE MENDIVIL - Director de Apoyo a ka investigacion y al Posgrado. U.G.
Expediente
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11.4.- ANEXO 4. Cartas de aprobacion de los sinodales.

Dra. Elva Leticia Pérez Luque
Presente

Por acuerdo con el Director de la Divisién de Ciencias de la Salud del Campus Ledn se le
ha desighado como Presidente del examen para obtener el grado del Maestria en
Ciencias Médicas que sustentard la C. Claudia Maria Calderén Paredes

La modalidad de la titulacion serd por medio de la presentacién de tesis gque con el
titulo de “Estudio de la expresién de RAGE y sus ligandos $100A8/9, S100A12, $100B
y HMGB1 en subpobiaciones de monocitos y neutréfilos de pacientes con diabetes
mellitus tipo 2" ha completado y es satisfactorio de acuerdo al Director de trabajo.

Par lo anterior le solicito revise la tesis de la alumna que acompaiia al presente Y NOs
informe mediante su voto si procede la realizacion del examen de titulacién.

Su participacion en este proceso es de la mayor importancia para la Misién de la
Universidad por lo que deseo expresarle mi agradecimiento por su " valiosa
colaboracion en la evaluacién del trabajo v la realizacién del examen de titulacién.

Sin atro particular me es grato reiterarle la seguridad de mi mas alta consideracidn.

“LA VERDAD OS HARA LIBRES”

17 de enefgfe2020
Secretaria’ “’i’?égmca

Divisién Ciencigs deda Salud

AA. uxx"o% o

UNIVERSIDAD DE G
/ # : - ,‘E’-reﬁ\f
Mgt Cfphana cal fO»CLsneros

Pa.ra los sinodal_ejs: _ ) y C, /h«’ L.: / }fﬁﬁ’?

Mi voto en relacion al trabajo de Titulacion es:

, )
-’“; .J -v' g ‘/I P
Fjrmafé" Z //

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION CIENCIAS DE LA SALUD CAMPUS LEON *
Blvd. Puente Milenio No. 1001 Fraccidn Predio San Carlos C.P. 3767 Tel. (477) 267 49 00 Ext. 3657

60



iﬁ?’ﬁ% 3 éf?

Dr. Carlas Kornhauser Araujo
Presente

Por acuerdo con el Director de la Divisién de Ciencias de la Salud del Campus Ledn se le
ha designade como Secretario del examen para obtener el grado del Maestria en
Ciencias Médicas que sustentara la C. Claudia Maria Calderén Paredes

La medalidad de la titulacién serd por medio de la presentacion de tesis que con el
titulo de “Estudio de la expresion de RAGE y sus ligandos S100A8/9, S100A12, $100B
y HMGB1 en subpoblaciones de monocitos y neutréfilos de pacientes con diabetes
mellitus tipo 2” ha completado y es satisfactorio de acuerdo al Director de trabajo.

Por lo anterior le solicito revise la tesis de la alumna que acompafia al presente y nos
informe mediante su voto si procede la realizacion del examen de titulacién.

Su participacidn en este procéso es de la mayor importancia para la Misiéh de la
Universidad por lo que deseo expresarle mi agradecimiento por su valiosa
colaboracidn en la evaluacion del trabajo y la realizacion del examen de titulacidn.

Sin otro particular me es grato reiterarle la seguridad de mi mas alta consideracién.

“LA VERDAD OS5 HARA LIBRES”
17 de enero de%QZO
Secretaria Acagémica
Division Ciencias

UNIVERSIDAD DEF GiaNAIRTH
/ pHoRd: Cdud._ :CJ’S‘HE!_’,@S—.‘U-M-*
TR A

Para los sinodales é’ )
Mi voto en relacion al trabajo de Titulacion es: /)4/% 2 P

,mg.éégw/

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION CIENCIAS DE LA SALUD CAMPUS LEON
Blvd. Puente Milenio No. 1001 Fraccidn Predio San Carlos C.P. 3767 Tel. (477} 267 49 00 Ext. 3657
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Dr. Juan Manuel Malacara Herndandez
Presente

Por acuerdo con el Director de la Divisién de Ciencias de la Salud del Campus Leén se le
ha designado como Vocal del examen para obtener el grade del Maestria en Ciencias
Médicas que sustentara la C. Claudia Maria Calderdn Paredes

La modalidad de la titulacion serd por medio de la presentacion de tesis que con el
titulo de “Estudio de la expresidon de RAGE y sus ligandos S100A8/9, S100A12, S100B
y HMGB1 en subpoblaciones de monocitos y neutrdfilos de pacientes con diabetes
mellitus tipo 2” ha completado y es satisfactorio de acuerdo al Director de trabajo.

Por lo anterior le solicito revise ta tesis de la alumna que acompafia al presente y nos
informe mediante su voto si procede la realizacién del examen de titulacidn.

Su participacion en este proceso es de la mayor importancia para la Mision de la
Universidad por lo que deseo expresarle mi agradecimiento por su ‘valiosa
colahoracion en la evaluacidn del trabajo y la realizacién del examen de titulacidn.

Sin otro particular me es grato reiterarle la seguridad de mi mas alta consideracion.

“LA VERDAD OS ; UBRES”
17 de enero¥ 0

NIVERSIDAD r}r; th’xAJUKi'O

7/%&1&&«‘%3 'T;‘lxr‘]x ] {,L{Q/ é C

Cfpnana, Caudillo’ Cisneros

Para los sinodales:

.3 I 2 ESBTO LY
Mi voto en relacion al trabajo de Titulacién es: __ ¢ 1729k

\ .
Firma:%

F
4

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION CIENCIAS DE LA SALUD CAMPUS LEON *
Blvd. Puente Milenio No. 1001 Fraccion Predio San Carlos C.P. 3767 Tel. (477) 267 49 00 Ext. 3657
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Dra. Nicté Guadaiupe Figuerce Vega
Presente

Por acuerde con el Director de ia Divisién de Ciencias de fa Salud de| Campus Ledn se le
ha designado como Vocal Suplente del examen para obtener el grado del Maestria en
Ciencias Médicas que sustentara la C, Claudia Marfa Calderén Paredes

La modalidad de la titulacién sera por medic de la presentacién de tesis que con el
titulo de “Estudio de ia expresitn de RAGE v sus ligandos S100A3/9, 5100412, s1608
¥ HiMIGB1 en subpoblaciones de monocites y neutréfilos de pacientes con diabetes
melitus tipo 2” ha completado v es satisfaciorio de acuerdo zl Director de trabajo.

Por lo anterior le solicito revise la tesis de Ia alumna que accmpaiia al presente v nos
informe mediante su voto si procede la realizacién del examen de titulacion,

Su participacidén en este proceso s de ia mayor importancia para la Misién de lz
Universidad por lo gue deseo expresarie mi agradecimiento por su valiosa
colaboracion en la evaluacién dei trabajo y fa realizacién del examen de titulacion.

Sin otro particular me es grato-reiterarle Is seguridad de mi mds alta consideracidn,

Je la Salid,

5 DE GUARATUATO
Campus Lea
= DGROneDRE CIEHCIAS DE LASALUR 4

Fuyis0 2 . ‘;(‘ (’Z‘ C

S A s A7 A i
M% Cipriana Caudilic Cisneros

Parg los sinodules: . 2
Mi voto en relacicn al trabajo de Titulacion es: /‘(PP—OECH?‘ i 7 , H

Firma: "ll ,Qng i dt/

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION CIENCIAS DE L4 SALUD CAMIPUS LEGN 4
Blvd. Puente Milenio No. 1001 Froceicn Predio Sar Carlos C.P. 3767 Tel. {477) 257 49 00 Ext. 3657 - \

.
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