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RESUMEN

Introduccion

La prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ha incrementado a nivel mundial en la ultima
década. Asi mismo, es reconocido, que el exceso de tejido adiposo (TA) es uno de los factores
principales que contribuyen al desarrollo de esta patologia, ya que participa en la homedstasis energética
y en la produccién de adipocinas. Diferentes grupos de investigacion han sefialado que la inflamacién
sistémica, en la que participan los adipocitos hiperplasicos o hipertréficos y los macréfagos infiltrados,
puede mediar el desarrollo de DM2; lo que ha derivado en la cuantificacion de los niveles de

adipocitocinas en sangre y su asociacion con el desarrollo de esta patologia.

Estudios recientes han reportado el aumento de los niveles séricos de una adipocina denominada
Lipocalina 2 (LCN2) en personas obesas y con DM2; sin embargo, no existen estudios al respecto en la
poblacién mexicana que confirmen esta asociacion; por lo tanto, consideramos relevante caracterizar la
asociacion que existe entre la alteracion de los niveles de esta proteina en el plasma con la presencia de
DM2.

Objetivo

Cuantificar y analizar su asociacion de los niveles plasmaticos de LCN2 con leptina, resistina, interleucina-6

(IL-6) y adiponectina en sujetos sanos y pacientes diabéticos.

Sujetos y Métodos

Se incluyeron 107 sujetos adscritos al Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI,
agrupados en casos (prediabéticos y diabéticos) y controles.

De cada paciente se obtuvieron mediciones antropométricas (peso, talla) y una muestra de sangre
periférica y a partir del plasma, se determinaron mediante ensayo inmuno-enzimatico (ELISA), los
niveles de LCN2, leptina, interleucina-6 y resistina, mientras que por radioinmunoensayo (RIA) se
cuantificaron los niveles de adiponectina e insulina. Ademas, a cada paciente se le cuantificé los

parametros antropométricos como indice de masa corporal (IMC) y parametros metabélicos



correspondientes a glucosa, hemoglobina glucosilada (Hbasc), Triglicéridos (TGL), Lipoproteina de alta
densidad (HDL), Lipoproteina de baja densidad (LDL) y colesterol (COLT).

Resultados

Los niveles plasmaticos de LCN2 en los grupos de estudio fueron: 70.81 ng/imL (C); 65.8 ng/imL (Pd) y
42.36 ng/mL (Db); asimismo, se observaron diferencias de dichos niveles entre géneros (C: $100.41
ng/mL vs ©50.54 ng/mL) y (Db: £'26.77 ng/mL vs ©39.7 ng/mL).

Los niveles de LCN2 en Db presentaron una correlacion negativa con el IMC*, Hbaic*, TGL**, HOMA-
IR**, LDL**, COL** e Insulina***; mientras que en C y Db la correlacion entre LCN2 con HDL** y edad**,
fue positiva. Por Ultimo, en ambos grupos de estudio, la LCN2 se asocia negativamente con leptina®, IL-

6 y resistina, y positivamente con adiponectina®, (*p<0,05, **p<0,01 y *p< 0,001), respectivamente.

Conclusiones

Los niveles de LCN2 disminuyen significativamente en pacientes diabéticos; la concentraciéon de LCN2
presenta un dimorfismo sexual, siendo mayor el nivel de esta proteina en el plasma en hombres que en
mujeres sanos. Las alteraciones metabolicas relacionadas con la DM2, como son la resistencia a
insulina, Hbarc y glucosa se asocian negativamente con la LCN2, asimismo con las adipocinas pro-
inflamatorias y con IMC. Debido a que los niveles de Adiponectina al igual que los de LCN2
disminuyeron en pacientes diabéticos y mas aun, la correlacion positiva observada, nos permiten

sugerir que la LCN2 actia como molécula anti-inflamatoria.
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ABSTRACT

Introduction

The prevalence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) has increased, it is known that
increased adipose tissue mass is one of the main factors that contributes to the development of
this disease, where energy homeostasis and adipocytokines production are present. Different
research groups have shown that systemic inflammation, in which hyperplasic adipocytes and
infiltrated macrophages participate, can mediate the development of T2DM; which in fact has led
to the quantification of adipocytokines levels in blood and the association of such levels with the

development of this pathology.

Recent studies have reported increased levels of a serum adipocytokine called lipocalin
2 (LCN2) in obese and T2DM subjects; however, no studies on this subject have been done in
the Mexican population, therefore, we considered relevant to characterize the association

between increased altered levels of this protein in the plasma in T2DM patients.

Objective

To determine plasma levels of lipocalin 2 (LCN2) and to assess its association with metabolic
parameters and plasma levels of leptin, resistin, interleukin-6 and adiponectin in control subjects

and diabetic patients.

Methods

We included 107 adult patients assigned to the Cardiology Hospital from Centro Médico
Nacional Siglo XXI, grouped in cases (diabetic (Db) & prediabetic (Pd)) and controls (C). For
each patient, a sample (5 ml) of peripheral blood was drawn and from plasma, LCN2, leptin,
interleukin-6 and resistin levels were determined by an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). Otherwise, adiponectin and insulin concentrations were quantified by Radio Immuno
Assay (RIA).
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Results

The mean of circulating Lipocalin-2 concentration in the control population (C) was higher than
the one in diabetic patients (Db) (70.81 ng/mL vs 42.36 ng/mL); we also observed differences
between genders (C: 3100.41 ng/mL vs ©50.54 ng/mL) y (Db: ©39.7 ng/mL vs 326.77
ng/mL). In Db patients, we observed a strong negative correlation between LCN2 levels and
BWI*; Hba1c*; Triglycerides*™*; HOMA-IR**; LDL**; CHOL**; Insulin***, while LCN2 in both groups
(C and Db) had a positive correlation with HDL cholesterol** and Age**.

Finally, in both groups of study, lipocalin-2 concentrations were negatively correlated with the
proinflammatory adipocytokines (Leptin*, Interleukin-6, Resistin) and BMI, whereas that
Adiponectin® (an anti-inflammatory protein) correlated positively, (*p<0,05, **p<0,01 y **p< 0,001)

respectively.

Conclusions

LCN2 plasma levels significantly decreased in diabetic subjects; LCN2 concentration shows a
sexual dimorphism, being higher in men than women in control subjects and conversely in
diabetics. The metabolic changes associated with T2DM, demonstrated to be crucial in
balancing the levels of this protein. Otherwise, the negative association of LCN2 with pro-
inflammatory adipocytokines suggests that LCN2 may act as an anti-inflammatory protein, data
confirmed by observing a decreased level of Adiponectin and LCN2 in diabetic patients and the

positive correlation between them.
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ABREVIATURAS

(ADA) Asociacion Americana de Diabetes

(ADN) Acido Desoxirribunocléico

(ARN) Acido Ribonucléico

(ARNm) Acido Ribonubocléico Mensajero

(COLT) Colesterol

(DM2) Diabetes Mellitus tipo 2

(ELISA) ensayo inmuno-enzimdtico

(Hbaic) hemoglobina glucosilada

(HDL) Lipoproteina de alta densidad

(HOMA-IR) Homeostatic Model Assessment-insulin resistance

(IL-6) Interleucina 6

(IMC) Indice de masa corporal

(LCN2) Lipocalina 2

(LDL) Lipoproteina de baja densidad
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(MexDiab) Estudio Mexicano para la Prevencion de la Diabetes

(MMP-9) Metaloproteasa de Matriz 9

(NF-kB) Factor Nuclear-kB

(NGAL) Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin

(OMS) Organizacion Mundial de la Salud

(PCR) Proteina C-Reactiva

(PCR) Reaccién en cadena de la polimerasa

(P13-K) Inositol trifosfato cinasa

(PPAR-g) Receptor Activado por Proliferacion de Peroxisomas gama

(RPB4) Proteina transportadora de retinol tipo 4

(SM) Sindrome Metabdlico

(TAB) Tejido Adiposo blanco

(TGL) Triglicéridos

(TNFa) Factor de Necrosis Tumoral alfa
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UNIDADES DE MEDICION CUANTITATIVA

(Mg/mL) microgramos por mililitro

(uL) microlitros

(D.0.) Densidad Optica

(9) gramos

(kg/m?2) kilogramo por metro al cuadrado

(mg/dL) miligramos por decilitro

(mL) mililitros

(pg/mL) picogramos por mililitro

(MU/mL) microunidades por mililitro
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INTRODUCCION

La prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) en México es de 10.7,
en poblacion mayor de 20 anos, lo que representa que 6.8 millones de
personas en nuestro pais, padecen esta enfermedad (1). Asimismo, datos
obtenidos del Estudio Mexicano para la Prevencidn de la Diabetes
(MexDiab), revelaron una prevalencia tanto de la alteracion de la glucosa
en ayuno, como de la tolerancia a la glucosa y de la combinacion de
ambas de 24.6%, 8.3% y 10.3%, respectivamente en sujetos obesos. En este
sentido, los autores de este estudio llegaron a la conclusion de que una alta

proporcion de sujetos sin sobrepeso, presentan prediabetes (2).

1. Definicion de Diabetes mellitus

La DM2, se define como una enfermedad sistémica, cronico-
degenerativa, de etiologia multiple, con grados variables de predisposicion
hereditariac y la presencia de diversos factores, principalmente la
hiperglucemia cronica (3), debido a una deficiencia en la produccion o
accién de la insulina, 1o que propicia al desarrollo de alteraciones en el
metabolismo de los hidratos de carbono, de las grasas y las proteinas, que

pueden favorecer la aparicion de complicaciones agudas (cetoacidosis,
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hiperosmolaridad) o crénicas (micro y macroangiopatia: renal, nerviosa,

cardiovascular) (4).

2. Factores genéticos y ambientales implicados en el desarrolio de DM2

Alteraciones genéticas: se conoce que cuando una persona es diabética, la
posibilidad de un familiar directo de heredar ésta patologia es del 90%.
Aunado a lo anterior, se han identificado alteraciones descritas como
anomalias de la insulina asociadas con diferentes cromosomas como el 7, el
12 y el 20 (5). Lo anterior constituye una herencia poligénica o multifactorial,
qgue en conjunto con factores exdgenos como la dieta, el sobrepeso vy el
sedentarismo conducen al desarrollo de diversas patfologias del
metabolismo. Un claro ejemplo de lo anterior es el sindrome metabdlico (SM),
el cual se considera una enfermedad poligenética, en la que, diferentes
alelos susceptibles a ciertos factores de riesgo, actian de forma sinérgica
para alterar procesos metabdlicos que conllevan al desarrollo de dicha
patologia (5).

Insulinorresistencia: se refiere a una menor captaciéon de glucosa en los
tejidos periféricos mediada por la insulina. De igual forma, la secrecion de

insulina mediada por glucosa disminuye (5, 6).
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3. Factores de riesgo
Dentro de los factores de riesgo que se asocian con la DM2 y que permiten
determinar, la probabilidad de desarrollar esta patologia o de sus
complicaciones, son (6):
v Antecedentes familiares de diabetes en parientes en primer grado:
padres, hijos.
v Sobrepeso u obesidad [indice de masa corporal (kg/m?2) = 25].
v Alteracion de los niveles de glucosa en ayuno (> 126 mg/dl).
v Intolerancia a la glucosa: hiperglucemia 2 horas después de la prueba
oral de tolerancia a glucosa (> 200 mg/dL).
v Hipertension (2140/90 mmHg).
v Dislipidemia [HDL colesterol (<35 mg/dL) y/o friglicéridos (>250 mg/dL)].

v' Ovario poliquistico.
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4. Etiologia de la Diabetes mellitus tipo 2

La Fisiopatologia de la DM2 es compleja e implica la interaccion de
factores ambientales y genéticos, aunque existen fres alteraciones

constantes (7):

e Resistencia a la accidon de la insulina en los tejidos periféricos: musculo

esquelético, tejido adiposo e higado.

e La Secrecion alterada de la insulina en respuesta al estimulo con

glucosa.

e Aumento en la produccién de glucosa hepdtica.

Considerando lo anterior y que en la actualidad, los cambios en los
estilos de vida, principalmente en la alimentacion y el sedentarismo, estdn
favoreciendo la presencia de la obesidad y la dislipidemia (8), que si bien
tienen aspectos genéticos subyacentes, la influencia del medio ambiente es
innegable.

Lo anterior se refleja en los datos provenientes de la Encuesta Nacional
de Salud 2006, los cuales, muestran una situacion alarmante en cuanto al
aumento de la obesidad en nuestro pais. México ocupa el primer lugar a
nivel mundial, siendo el indice de obesidad en adultos de 29.3%, mientras

que el sobrepeso asciende a casi el 40%, lo que implica que 7 de cada 10
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adultos ya tienen sobrepeso. Mdas preocupante aun, son los indices de
obesidad entre la poblacion infantil y en los adolescentes. Lo anterior permite
pronosticar que en un futuro cercano, habrd un aumento en los indices de
obesidad en adultos y consecuentemente en las patologias asociadas,

incluyendo DM2 (8).

5. Relacion Diabetes y Obesidad

El humano ha evolucionado bajo condiciones de estrés en las que era
ventajoso ser capaz de ahorrar energia (9). La obesidad es una respuesta de
nuestra biologia al confrontarla a un estilo de vida moderno obesogénico,
con hdbitos alimenticios poco saludables junto a un aumento en el
sedentarismo. Esto Ultimo ha surgido con rapidez inusitada al abrigo del
desarrollo de la tecnologia, que incluso ha propiciado una actitud negativa
hacia la actividad fisica, sin que haya sido posible una adaptacion evolutiva

a la par del desarrollo creado por el propio ser humano (10).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que en el mundo hay
mas de 1,000 millones de personas con sobrepeso, de las cuales 300 millones
son obesos. Asimismo, este organismo, ha declarado a la obesidad como el
mayor problema croénico de salud entre los adultos, cuya relevancia a nivel

mundial, superard a la desnutricion (11,12).
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En la actualidad, la mayoria de los estudios han demostrado que la
obesidad central representa un factor de riesgo importante para el desarrollo

de DM2 y/o cardiopatias, al promover la resistencia a la insulina (13).

5.1 Mecanismo de la resistencia a la insulina

A nivel biolégico, la activacion de la lipdlisis en el tejido graso visceral,
conlleva al incremento en plasma de los niveles de friglicéridos (TGL) y de
dcidos grasos libres (AGL); dicho incremento promueve el fransporte de los
mismos via portal, hacia diferentes tejidos no grasos, como el higado, el
corazén y el pancreas (14). El incremento en la concentracion de triglicéridos
y Acidos grasos libres, constituye un factor importante en el desarrollo de la
resistencia a la insulina, que al disminuir la accidn de esta hormona tanto en
el musculo esquelético como en el higado, inhibiendo en el primero la
ufilizacion de la glucosa y estimulando en el segundo, la producciéon de la
misma ocasiona de forma subsecuente, el incremento de la gluconeogénesis
en el higado y la disfuncidén de las células B del pdncreas (?); esto Ultimo
conlleva a una disminucion en la produccion de insulina y por tanto a la
hiperglucemia créonica que precede a un estado prediabético, lo que a su

vez conduce al desarrollo de DM2 (14, 15).

El mecanismo principal de la resistencia a la insulina en pacientes

diabéticos, es la alteracion del tfransporte de glucosa que se caracteriza por
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defectos de la expresion de enzimas intracelulares y de la franslocacion de
GLUT4 (receptor transportador de glucosa, por sus siglas en ingles) por
alteraciones en la actividad del receptor de insulina (RI), los sustratos de Rl
(IRS)-1 e (IRS)-2 y la cinasa de fosfoinositol trifosfato (PI3-K, por sus siglas en
ingles) (19).

Estudios realizados en humanos y en modelos animales han demostrado
una relacion estrecha entre la obesidad y un estado de inflamacién crénica
de bajo grado, esta Ultima, caracterizada por la infilfracion de macréfagos
en el tejido adiposo y un aumento en las concentraciones plasmdticas de
proteinas pro-inflamatorias (16-18).

En el estado pro-inflamatorio asociado con la obesidad, la expansion del
tejido adiposo desempena un papel determinante, debido a que los
adipocitos y macréfagos que migran a dicho tejido, producen y secretan
una gran variedad de mediadores bioldgicamente activos (adipocinas), los
cuales se considera contribuyen al desarrollo de la resistencia a insulina, DM2
y enfermedades cardiovasculares (13).

6. Participacion de las citocinas en el proceso de Inflamacién
El tejido adiposo y el adipocito tienen un papel fundamental en este
proceso de inflamacion, mediante la produccidon de mdltiples adipocinas,
algunas cldsicas y otras de reciente descripcion, de las que hasta ahora

empieza a dilucidarse su funcion en medio del complejo panorama de
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intferacciones fisiopatoldgicas conducentes al desarrollo de resistencia a la
insulina y del complejo desequilibrio metabdlico que conlleva un sinnUmero
de complicaciones clinicas (18). Un grupo de estas adipocinas (IL-6 o bien
TNFa) fiene claros efectos pro-inflamatorios, mientras que ofras pueden
clasificarse como anfti-inflamatorias (adiponectina), las cuales contrarrestan
en cierta medida y hasta cierto punto las acciones de las pro-inflamatorias.
Cuando esta homeostasis se rompe, es decir hay un desequilibrio en la sintesis
de cada moléculaq, se presenta la inflamacion crénica, la cual desencadena
la resistencia a la insulina que inicia con el desarrollo del sindrome
metabdlico a partir de la obesidad, que a su vez genera alteraciones de la
respuesta del adipocito a diferentes estimulos. Esto, sumado a los efectos de
otros elementos, configura un complejo cuadro de factores que es necesario
tener en cuenta para el abordaje correcto de la obesidad y las patologias
asociadas. En la actualidad se frabaja en la identificacion y evaluacion de
marcadores circulantes, precisos en el diagndstico, durante fases tempranas
del SM o la DM2, cuando los cambios fisioldgicos pueden ser reversibles (13).
Entre los marcadores que se ha hipotetizado podrian asociarse a la obesidad
o sindrome metabdlico se incluyen citocinas pro-inflamatorias, moléculas de

adhesion celular y adipocinas.
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7. Adipocinas

En la actualidad se conoce que diferentes citocinas sintetizadas por los
adipocitos (denominadas adipocinas o adipocitocinas), tales como lepting,
resistina, IL-6, TNF-a, adiponectina y la proteina transportadora de retinol tipo
4 (RPB4) pueden inducir resistencia a la insulina (21, 22), debido a que uno de
los principales efectos de las adipocinas es la homeostasis metabdlica ya sea
sensibilizando o desensibilizando la accidén de la insulina en los diferentes
tejidos blanco. De acuerdo a su activacion, estas moléculas se clasifican

como pro-inflamatorios y anti-inflamatorios (23).

7.1 Leptina

La leptina es una de las adipocinas que se sintetiza y secreta en el tejido
adiposo, cuya concentracion plasmdatica es directamente proporcional a la
masa del tejido adiposo. Asimismo algunas células inmuno-competentes y
endoteliales también secretan leptina, aunque en menor proporcion (24, 25).

Inicialmente, la leptina se describié como la hormona de la obesidad
porgue sus niveles plasmdticos se correlacionan estrechamente con la
cantidad de grasa corporal del individuo (26) y con la circunferencia
abdominal (27); sin embargo, la investigacion en torno a esta hormona ha
definido su participacion en diversos procesos, desde la regulacion de la

inmunidad hasta la modulacion del eje hormonal reproductivo (28, 38).
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Por ofro lado, se conoce que la leptina regula la secrecion de oftras
adipocinas como IL-6 y TNF-a (29). Se ha observado que en el tejido adiposo
de roedores y de humanos, TNFa, citocina producida por las células del
sistema inmune y por el tejido adiposo, estimula la expresion de la leptina y
ésta a su vez refroalimenta la produccion de TNFa y éste estimula la
produccion de IL-6 y la inhibicibn de PPARy (receptor activado por
proliferadores de peroxisomas fipo gamma), que es el regulador de
adiponectina, produciendo un aumento en las citocinas pro-inflamatorias y
un descenso en las anti-inflamatorias (adiponectina) (30). PPARy se expresa
principalmente en el tejido adiposo donde constituye un regulador principal
de la diferenciacion adipocitaria y participa en la homeostasis glucidica (31,
32). Sin embargo, también se expresa en rindn y vasos sanguineos por lo que
se le ha supuesto un papel en la regulacion del tono vascular (33). Algunas
de las variantes alélicas y mutaciones caracterizadas en el gen PPARy
humano se han asociado con la obesidad, la hipertension arterial y la
hipertension arterial relacionada con la obesidad (34-36).

Las citocinas desreguladas por la leptina participan en la generacion de
resistencia a la insulina. TNFa produce una fosforilacion en el receptor de
insulina y en los IRS (por sus siglas en inglés insulin receptor substrates),
provocando alteraciones en la unién de insulina con su receptor y en la

senalizacion que desencadena esta union, concluyendo con resistencia a la
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insulina (32). Asimismo, la lepfina, estimula la lipdlisis en el adipocito y la
liberacion de dacidos grasos a tejidos periféricos, musculos e higado donde se
oxidan. Por Ultimo, estimula la termogénesis en el TA al inducir la expresion de
la proteina desacopladora mitocondrial UCP-1, la cual actia como un
transportador de protones, provocando la generacion de calor; asimismo, se
ha propuesto que ésta proteina participa en el control del gasto energético

(39).

7.2 Resistina

Es una proteina que se secreta en el tejido adiposo blanco (TAB),
también conocida como ADSF (siglas en inglés de Adipose Tissue Specific
Secretory Factor) (39), se sintefiza en células inmunocompetentes (40, 41) y
principalmente en macréfagos (41, 42). Su expresion se correlaciona con la
resistencia a la insulina; se ha reportado que en ratones tratados con resistina
recombinante disminuyeron la sensibilidad a la insulina. El fratamiento de
adipocitos de la linea celular 313-L1 con resistina también disminuye el
transporte de glucosa estimulado por la insulina (43). Asimismo, estudios
recientes han demostrado que tanto la expresidon de la resistina en el TAB
Ccomo sus concentraciones sericas se encuentran aumentadas en individuos
obesos y con DM2 (44, 45). Sin embargo, el mecanismo mediante el cual la

resistina provoca esta Rl tanto in vivo como in vitro aln se desconoce (46).
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7.3 Interleucina-é

La interleucina 6 (IL-6) es una adipocitocina pro-inflamatoria que secretan
diversos tejidos, entre ellos el tejido adiposo, principalmente el visceral, siendo
este Ultimo responsable de la secrecion del 15% a 30% del total de esta
adipocina en el organismo, lo cual fundamenta el que la obesidad
abdominal constituya un factor de riesgo para el desarrollo de sindrome
metabdlico. Asimismo, se considera un factor de riesgo cardiovascular y sus
niveles tfambién se encuentran elevados (de la misma forma que IL-8 y TNFa),
en individuos resistentes a la insulina, sean obesos o no (47). IL-6 induce
hipertrigliceridemia en la obesidad al aumentar las VLDL y estd implicada en

la induccidn de resistencia hepdtica a la insulina (48, 49).

La IL-6 tiene un efecto directo sobre la sensibilidad a la insulina por varios
mecanismos; después de que el TAB la secreta a los depdsitos viscerales, esta
adipocina llega al higado y estimula la secrecion hepdtica de TGL vy la

gluconeogénesis (50).

7.4 Adiponectina

La adiponectina, que también se conoce como adipoQ, ACRp30, apM1, o
GBP28 (51), se sintetiza principalmente en el adipocito (52) y lleva a cabo
diversas acciones metabdlicas en los tejidos (mUsculo esquelético e higado),

las cuales consisten en el incremento de la oxidacion de AGL y la reduccion



de la gluconeogénesis (53). Estas acciones se realizan a tfravés de dos
receptores denominados adipoR1 y adipoR2, el primero de expresion general

y el segundo primordialmente de expresion hepdtica (54).

Sus efectos estdn mediados por el incremento de la actividad de la PKA
(proteina cinasa dependiente de AMP ciclico) (53). La activacion de la PKA
induce la expresion de PPARYy (55), asi como de las enzimas de la cascada
de la oxidacion de dcidos grasos y de otras proteinas involucradas en la
captacion de glucosa, lo cual explica el incremento de la actividad de
insulina inducido por esta hormona (56). Tiene actividad insulina-sensibilizante,
anfi-inflamatoria y anti-aterogénica (33). Recientemente se han descubierto
ademds, funciones cardio y hepatoprotectoras. De manera contfrastante con
las otras adipocinas, la expresion de adiponectina y sus concentraciones en
el plasma no se encuentran aumentadas sino mas bien disminuidas tanto en

la resistencia a la insulina como la obesidad (57, 58).

7.5 Lipocalina 2

Enfre las adipocinas que son de reciente investigacion se encuentran
varias proteinas pertenecientes a la familia de las lipocalinas. Esta familia
incluye mds de 20 proteinas solubles de bajo peso molecular. La mayoria de
ellas transportan a otras proteinas o moléculas (principalmente de cardcter

hidrofébico) enfre las que se encuentran, hormonas lipidicas como las
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hormonas firoideas, las vitaminas lipidicas (complejo vitaminico A), acidos
grasos, acidos biliares, asi como feromonas y hierro (59). Algunas lipocalinas,
participan en, la coloracidon criptica en invertebrados, la olfaccion, la sintesis
de prostaglandinas, la regulacion de la respuesta inmune (59, 60).

AUn cuando existe una baja homologia entre las secuencias de
nucledtidos correspondientes a las diversas proteinas que comprenden esta
familia (sélo 20%), la mayoria de ellas presentan tres sitios proteinicos
conservados, los cuales conforman una estructura en forma de barril
compuesta por ocho cadenas beta-plegadas anti-paralelas, unidas
covalentemente entre si. Esta estructura anti-paralela, forma una cavidad
semejante a un cdliz, a la cual se unen una gran variedad de moléculas que

definen la actividad bioldgica de las lipocalinas (61).

La lipocalina 2 (LCN2) o lipocalina asociada a la gelatinasa de
neutréfilos (NGAL), (siglas en inglés para: neutrophil gelatinase associated
lipocalin), fambién denominada siderocalina, uterocalina o 24p3 (62), es una
proteina con un peso molecular de 25 kDa, cuyo gen se ubica en el
cromosoma 9g34. LCN2 se identifico inicialmente en los neutréfilos humanos
(63), por su unidn covalente con la metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9)
presente en los mismos, cuya secrecidon se activa cuando se presenta un

proceso inflamatorio o infeccioso (64).
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7.5.1 LCN2 y resistencia a la insulina

Diversos estudios han reportado una concenfracion plasmdatica elevada
de la proteina LCN2 en diferentes tipos de canceres humanos como: cancer
de mama (65), colorectal (66), pancredtico (67) y cAncer de ovario (68). De
igual forma, se ha identificado un aumento en la concenfraciéon de esta
proteina tanto en la orina como en el plasma de pacientes con dano renal
agudo, secundario a la administracion de agentes quimioterapéuticos o

medicamentos postoperatorios (62).

Por ofra parte, estudios moleculares en los que se emplearon
glucocorticoides e insulina para la diferenciacion de células pre-adipociticas
313-L1, demostraron que la expresion relativa del gen Lcn2 aumenta
conforme progresa la diferenciacion de dichas células (69). De igual forma,
tejidos murinos expuestos al TNF-a, mostraron que el gen correspondiente a la
LCN2 es uno de los que presenta un mayor indice de expresion. Es importante
mencionar que los resultados de este estudio sugieren que la LCN2 promueve
la resistencia a la insulina, ya que la degradacion postranscripcional del
ARNmM correspondiente a Lcn2, mediante la fransfeccion de adipocitos,
ocasiond en las células transfectadas, un incremento en la captacion de
glucosa, tanto en estado basal, como posterior a la estimulacion con insulina.

Un efecto similar se observd en una linea celular de hepatocitos, cultivada
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con LNC2 exdgeno. Aunado a lo anferior, estos autores reportaron el
aumento en los niveles de esta proteina en el plasma de diferentes modelos
de obesidad murinos, en contraste con los niveles observados en los ratones

delgados (69).

De igual forma, Zhang y cols. (2008) (70), reportaron datos similares con
respecto al incremento en la expresion del ARNm para la LCN2 tanto en
modelos de obesidad, como durante la diferenciaciéon de lineas celulares de

adipocitos.

7.5.2 Estudios clinicos sobre LCN2 y su relaciéon con la obesidad

Wang y cols. (2007) (71), cuantificaron los niveles plasmaticos de LCN2
en sujetos de origen asidtico, y los resultados obtenidos mostraron una
concentracion elevada de esta proteina en los pacientes con obesidad, en
comparaciéon con los niveles de la misma en el plasma de los sujetos
delgados. Ademas, la concentracion elevada de esta proteina en los sujetos
obesos, se correlaciond positivamente (p<0.005) con la presencia de
hipertrigliceridemia, hiperglicemia, resistencia a la insulina y diabetes.
Asimismo, las concentraciones elevadas de LCN2 tuvieron una asociacion
positiva con altos niveles de proteina C-reactiva (PCR), esta Ultima

considerada como un marcador de inflamacién cronica.
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Los mecanismos adicionales que vinculan a LCN2 con la inflamacion,
pueden estar relacionados con caracteristicas estructurales, las cuales
permitirdn la unidn y transporte de otras moléculas (22).

Debido a que el papel de LCN2 en la obesidad no ha sido definido,
Auguet y cols. (2011) (72). cuantificaron y asociaron los niveles de LCN2 con
adipocinas pro-inflamatorias en mujeres con IMC = 40 kg/m?2; sus resultados
muestran un incremento en los niveles de la proteina en las mujeres obesas
en comparacion con las delgadas (p<0.05); asimismo, los niveles elevados se
asociaron con IMC. Sin embargo, no se mostré asociacion con adipocinas
pro-inflamatorias (Resistina, IL-6 y TNFa).

AUn cuando se observa en algunos estudios una relacion directa de
LCN2 con la inflamacién, la obesidad y componentes del sindrome

metabdlico, el papel especifico de ésta proteina aun no se ha esclarecido.
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JUSTIFICACION

En la poblacidén mundial, la prevalencia de los componentes del SM va
en aumento; mds importante aun, la prevalencia ajustada para DM2 e
hipertension arterial en la poblacidon mexicana es superior a la poblacion

estadounidense (73).

La prevencidon de las alteraciones metabdlicas representa una
alternativa para confrarrestar el impacto social y econdmico que estas
generan. La diabetes representa una de las enfermedades de prioridad en el
sector salud, por lo tanto, es importante conocer y analizar las alteraciones
que se derivan del aumento del tejido adiposo. En este sentido, las
adipocinas son las moléculas involucradas en el desarrollo de procesos
inflamatorios, al aumentar los niveles periféricos de lipidos y con esto inducir
la resistencia a insulina, ademds, de producir otras complicaciones
cardiovasculares. Por lo tanto, analizar los niveles plasmdaticos de diversas

adipocinas constituye una alternativa en la prediccion para desarrollar DM2.

Debido a que los estudios correspondientes a la asociacion de los niveles
de LCN2 con la DM2 son contradictorios; aunado a que no hay reportes
cientificos respecto a la asociacion de esta adipocina con componentes de
SM o DM2 en la poblacion mexicana; consideramos relevante caracterizar la
relacion que existe enftre los niveles de esta proteina en pacientes mexicanos

con la presencia de DM2.
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OBJETIVOS
Objetivo principal

Determinar en un grupo de la poblacion mexicana, si existe una
asociacion enfre la alteracion de los niveles de la LCN2 con la presencia de

DM2 y con adipocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias.
Objetivos especificos

A partir de pacientes pareados por género que cumplan con los criterios

predeterminados, se pretende:

v Determinar los niveles plasmaticos de LCN2 en sujetos diabéticos y sanos.

v' Redlizar la asociacion de los niveles plasmdaticos de la LCN2 con el

género y con diversos paradmetros metabdlicos de ambos grupos.

v' Determinar la asociacion de los niveles plasmaticos de LCN2 con los
correspondientes a Leptina, Resistina, IL-6 y adiponectina en ambos

grupos.

HIPOTESIS
Los niveles plasmdaticos de lipocalina 2 estan alterados en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 y dicha alteracién se relaciona con adipocinas pro-

inflamatorias y con la resistencia a insulina presentes en la diabetes.
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Pacie

ntes

En el presente frabagjo, se incluyeron pacientes frabajadores del

Hospital de Cardiologia del Cenfro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto

Mexicano del Seguro Social; invitados a participar a través del servicio de

Fomento a la Salud de dicha Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE).

Criterios de inclusion

Casos

Pacientes agrupados por género que acepten participar en el estudio

y firmen el consentimiento informado.

Que cumplan con los criterios diagndstico para sobrepeso u obesidad
[IMC (kg/m2) 2 a 25 6 =2 a 30] respectivamente; asi como para
prediabetes o DM2, conforme a los criterios para los niveles de glucosa
en ayuno [2100 mg/dL - €126 mg/dL] y para diabéticos [>127 mg/dL];

establecidos por la ADA (4).

Controles

Sujetos de ambos géneros que acepten participar en el estudio y

firmen el consentimiento informado.
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e Que no tengan los criterios para sobrepeso u obesidad [IMC (kg/m?2) =
a 18.5 y £ a 24.99], asimismo, que no presenten alteraciones en el

metabolismo de glucosa y lipidos (4).

Criterios de exclusion

e Pacientes con antecedente de otras patologias metabdlicas créonicas
que puedan manifestarse clinica o bioguimicamente, o bien interferir
con los niveles en suero de la adipocina de estudio, como neoplasias,

falla renal cronica o aguda, etc. (Cuadro 1).

Criterios de Eliminacion

e Pacientes que retiren su consentimiento informado.

e Muestra de suero insuficiente.
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Causas
secundarias de
inflamacion

cronica

Oftras causas de

hiperglucemia

Cuadro 1. Criterios de no Inclusidon

Enfermedades:

Falla renal crénica, sindrome nefrético, hipotiroidismo,
enfermedades autoinmunes, aterosclerosis, tuberculosis,
fibrosis pulmonar, cdncer, lupus, sindrome de Cushing,
cualquier tipo de infeccion ocasionada por bacterias,

virus y hongos.

Medicamentos:

Corticoesteroides, agentes beta bloqueadores,
estrogenos, tiaizidas, isotretinoina, ciclofosfamida,
psicotrépicos.

Tabaquismo mayor de 10 cigarrillos diarios, alcoholismo

mayor de 30 cc diarios.

Enfermedades:

DM1, acromegalia, sindrome de Cushing, glucagonoma,
feocromocitoma,  hipertiroidismo,  somatostatinoma,

aldosteronoma.

Medicamentos:

Pentamidina, dcido  nicofinico,  glucocorticoides,
hormonas firoideas, agonistas beta adrenérgicos,

diazoxido, fiazidas, interferon alfa.
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Definicion de las Variables

Variable Conceptual

Enfermedad de origen multifactorial en la
cual las reservas energéticas almacenadas
en el tejido adiposo se incrementan hasta
un punto donde esta enfermedad se
asocia con ofras alteraciones en la_salud y
con un incremento en el indice de
mortalidad. Es componente del sindrome
metabdlico y se caracteriza por un
aumento en el indice de masa corporal y
en el perimetro abdominal

Obesidad

Se refiere a la alteraciéon metabdlica en
donde se presentan niveles de glucosa en
sangre, por encima de los valores normales
establecidos por la Asociacién Americana

de Diabetes, sin llegar a los establecidos

para el diagndstico de diabetes mellitus

Prediabetes

Proteina de secrecion de 25 kDa que forma
parte de la superfamilia de las lipocalinas y
es producida por macréfagos, adipocitos,
entre ofros. Actualmente, es considera
como un marcador de falla renal.

LCN2

Operativa Escala

De acuerdo a la Asociacion

Americana de Diabetes, la - qntitative
obesidad se determina por un
indice de masa corporal IMC kg
/m2. igual o mayor a 30

Componentes de la
Prediabetes:
Alteraciéon de los niveles de
glucosa en ayuno.
Alteraciéon de los niveles de
glucosa posprandial.
Valores de diagndstico:
glucosa en ayuno (2100
mg/dL-<126 mg/dl)

Cuantitative

Determinacion de niveles
séricos de LCN 2 por técnica
de ELISA

Cuantitative

Categoria

Kg/m?2

mg/dL

ng/dL



Mvuesireo

Para realizar este estudio, se colectaron muestras de sangre periférica,
de 149 personas de las cuales, se seleccionaron 107 muestras agrupadas en
conftroles, prediabéticos y diabéticos.

En el grupo control, se incluyeron muestras de 18 hombres y 19 mujeres
con un indice de masa corporal considerado normal (IMC kg/m2) 2a 18.5y <
a 24.99 y niveles de glucosa en ayuno (270 mg/dL y <100 mg/dL);
establecidos como rangos normales por la Asociacidn Americana de
Diabetes (ADA) (4). Conforme a los datos clinicos obtenidos, se incluyeron 45
muestras de pacientes DM2 con sobrepeso u obesidad y 25 muestras de
pacientes con prediabetes; cada grupo clasificado con base en los criterios

establecidos por la ADA (4).

Procedimientos

Durante la consulta habitual al servicio de Fomento a la Salud del
Hospital de Cardiologia del CMN SXXI del IMSS, el médico especialista en
Medicina del Trabajo, responsable del servicio, hizo la invitaciéon a los
pacientes a participar en el estudio quienes fueron canalizados a la Unidad
de Investigacion Médica en Enfermedades Metabdlicas del mismo hospital,
donde se les explico el proyecto y se hizo lectura, asi como la toma de firma

del consentimiento informado. Posteriormente, con el fin de obtener el indice



de masa corporal, a cada paciente se le readlizaron las mediciones
antropométricas correspondientes a peso y estatura; considerdndose, un IMC
> a 25 kg/m? indicativo de sobrepeso, o bien = a 30 kg/m? indicativo de
obesidad. Con el apoyo del laboratorio clinico, los pardmetros bioquimicos
correspondientes a COLT, HDL, LDL, Hbac1, y TGL se evaluaron por métodos
enzimdticos y colorimétricos. A partfir de la sangre colectada de cada
paciente, se cuantificaron los niveles de glucosa, cuyos niveles en ayuno
>100 mg/dL a <126 mg/dL, constituyeron el patron de consideracion para
determinar a los pacientes como prediabéticos. Asimismo, se analizaron
muestras de pacientes con diagndstico de DM2. Todas las muestras de
sangre se obtuvieron de la vena antecubital, de la que se exirajo un volumen
de 5 ml. Posteriormente, se exirajo el plasma mediante centrifugacion a 857
xg, durante 10 min a 10°C, en una cenfrifuga de baja velocidad (Beckman
Gs-15R, Beckman Coulter, Inc.); se hicieron alicuotas de 1 mL cada una, para
cuantificar los niveles de insulina, y adiponectina mediante
radioinmunoandlisis (RIA) y para determinar los niveles de LCN2, lepting,
resistina e Interleucina-6, empleando un ensayo inmunoenzimdatico (ELISA)
(31). El indice de resistencia a la insulina se determind con el modelo HOMA-
IR, empleando la siguiente férmula:

HOMA-IR= glucosa (mg/dL) x Insulina (uU/mL) / 405
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TECNICAS INMUNOLOGICAS

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

La técnica de ELISA tiene su fundamento en el uso de anticuerpos
conjugados con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan
actividad tanto inmunoldgica como enzimdtica. Al estar el anticuerpo primario
insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccidon antigeno-
anticuerpo quedard inmovilizada y, por tanto, el anticuerpo secundario
correspondiente, se revelard fdacilmente mediante la adicidén de un substrato
especifico que al actuar con la enzima producird un color detectable en el
rango de espectro visible, cuantificable mediante el uso de un fotocolorimetro o

un espectrofotdmetro, respectivamente (74).

Existen diferentes tipos de ELISA; en este proyecto, se empled el tipo Sandwich
“DAS"” (Double Antibody Sandwich). De manera general, ésta técnica consta de

las siguientes etapas (Imagen 1):

1. Fijacion de anticuerpos primarios especificos a la base de la placa.

2. Adicion de la muestra problema (plasma), de tal forma que si estd
presente el agente patdgeno de diagndstico (antigeno), reaccionard

especificamente con los anticuerpos primarios fijados a la base.
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3. Adiciéon de anticuerpos secundarios conjugados con una enzima, los

cuales reconocen los antigenos fijados a los anticuerpos primarios.
4. Adicién de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima.

5. Finalmente para detener la reaccion, se agrega una solucion de “paro” y

se redliza la lectura colorimétrica.

Nota: Entre cada paso, se realizan lavados para evitar union inespecifica y

eliminar residuos.
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Imagen 1. Representacion esquematica de las etapas secuenciales de una

ELISA.
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Cuantificacion de LCN2

Para llevar a cabo la deteccidon de la LCN2 en el plasma de los
pacientes incluidos en cada subgrupo, se empled un Kit de ELISA para la
deteccion de esta proteina (BioPorto Diagnostics®, Gentofte, Dinamarca)

La cuantificacion de la LCN2, se llevd a cabo de la siguiente forma:

Las alicuotas de las muestras se diluyeron previamente 1:20 y 1:500 con un
diluyente de muestra (5x). Se colocaron 100 L tanto de calibradores (0 -1000
pg/ml) como de las muestras diluidas y se incubaron en una placa de
poliestireno en cuyos pozos se adhiere previamente el anticuerpo primario.
Posteriormente, la placa se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente
en una plataforma de agitacion (200/min); luego se lavé 3 veces con 300 pL
de soluciéon de lavado (25x). En seguida, el anticuerpo secundario biotinilado
se anadid a cada pozo de ensayo y de nuevo se incubd durante Thora.
Nuevamente se realizO la serie de lavados previamente descrita, para
eliminar el anticuerpo no unido. Después para formar un complejo con el
anticuerpo secundario acoplado a biotina, se agregaron 100 uL de
estreptavidina conjugada con peroxidasa de rdbano (HRP). Los conjugados
que no se unieron, se eliminaron mediante la serie de lavados ya
mencionados. Posteriormente, se colocd el sustrato de tetrametilbenzidina

(TMB) en cada pozo y se incubd por 10 min. Lo anterior, permitid que éste
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reactivo se uniera con la estreptavidina-HRP para generar una reaccion
colorimétrica. Finalmente, la reaccion enzimdtica se detuvo quimicamente
con la solucion de paro, y la infensidad del color se leyé a 450 nm en un
lector de luminiscencia (Victor 3, modelo 1420, Perkin EImer Waltham, MA,
USA).

NOTA: Los resultados obtenidos de las muestras analizadas se multiplicaron

por el factor de dilucion (500) y se expresaron en [ng/mlL].
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Resumen esquematico

[ Dilucidon de muestras ]

100uL de calibradores y
muestras diluidas

Incubacién 1 hora '°‘ Lavados x 3 (300 ul c/u)
[ 100uL de anticuerpo biotinilado ]
Incubacion 1 hora @ l Lavados x 3 (300 uL c/u)

[ 100uL de estreptavidina-HRP ]

Incubaciéon 1 hora @ l Lavados x 3 (300 pL c/u)

[ 100uL de sustrato TMB ]

Incubacién 10 min @ l

[ 100uL de soluciéon de paro ]

l

[ Leer a 450 nm ]
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Cuantificacion de adipocinas pro-inflamatorias

La cuantificacion de cada adipocina pro-inflamatoria (IL-4, Leptina y
Resistina) se realizd empleando kits comerciales para realizar ensayos de ELISA

(PeproTech: Rocky Hill, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

El anticuerpo de captura (segun la molécula a cuantificar); se diluyé con PBS
(formula Dulbecco (1x), pH 7.20); posteriormente, 100uL del anficuerpo se
colocaron en cada pozo de la placa, ésta se selld y se incubd a temperatura
ambiente durante la noche. Al dia siguiente, se removié el anticuerpo y se
realizaron 5 lavados con 300 uL de amortiguador de lavado (0.05% Tween-20 en
PBS) en cada pozo. En seguida, se colocd el amortiguador de bloqueo y se
incubd por 1 hora, se repitid la serie de lavados antes mencionados. Una vez
preparada la placa, se colocaron 100 uL de estdndares y muestras para ser
incubadas por un periodo de 2 horas, previo a colocar los 100 uL del antficuerpo
biotilinado, se realizaron los lavados correspondientes. Se colocaron 100 uL de
Avidina-HRP (diluida 1:2000), se incubd por 30 minutos y posterior a los lavados,
se agrego e incubd por el mismo periodo de tiempo el sustrato (ABTS, sigma Cat
# A3219). Finalmente, se realizd la lectura de la placa a una longitud de onda

de 405nm.
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Protocolo de ELISA

De 2 a 0 ng (IL-6 y Resistina) ]

[ Dilucion de estandar (std)

De 4 a 0 ng (Leptina) ]

[ 100 yL de c/std y muestra ]

L, Za)
Incubacion 2 horas ° Lavados x 5 (300 uL c/u)

[ A 0.125pg/mL (Resistina) ]

colocar 100 yL en c/pozo

[ Diluir anticuerpo bioftinilado y

A 0.25ug/mL (IL-6 y Leptina) ]

., LN
Incubacion 2 horas ° Lavados x 5 (300 pL c/u)

Diluir la Avidina-HRP (1:2000) y
colocar 100 yL en c/pozo

L .
Incubacion 30 min Lavados x 5 (300 pL c/u)

[ 100 uL de sustrato ]

Incubacidén 30 min @

[ Leer a 405 nm ]

o1



Cuantificacion de IL-4, resistina y leptina.

La cuantificacion de IL-6 se realizd empleando el kit 900-K16 de
PeproTech®, cuyo rango de deteccion es de 32-2000 pg/mL. Los niveles de
resistina se cuantificaron siguiendo las indicaciones senaladas en el kit 900-
K235 de PeproTech®, donde el rango de medicion es de 16-2000 pg/mlL.
Finamente, para la cuantificacion de la leptina, se utilizd el kit 200-K90 de

PeproTech®, cuyo rango de sensibilidad es de 63-4000 pg/mlL.
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Radioinmunoanadilisis (RIA)

Es una técnica de alta sensibilidad, la cual permite medir las
concenfraciones de anfigenos (en este caso los niveles de Insulina y
adiponectina; adipocina anti-inflamatoria) a partir de la unién a anticuerpos
especificos. A diferencia del método ELISA, donde se mide la reaccion
anfigeno-anticuerpo mediante senales colorimétricas, el RIA, se caracteriza
por que la proteina de estudio estd marcada con un isotopo radiactivo, que
en este caso fue yodo (I'2). El procedimiento de esta técnica (Imagen 2),
consiste en una competencia entre moléculas de antigenos homaologos o
semejantes enfre si, uno no marcado (Ag) y ofro idéntico, marcado con un
radioisotopo (Ag*), por sitios de unidn con anticuerpos especificos (Ac).
Después de un periodo de incubacién, donde se lleva a cabo una reaccidn
de interaccidon entre antigeno-anticuerpo, hasta alcanzar el equilibrio. Una
vez culminado el tiempo de incubacion, se utiliza un sistema de separacion

de la fraccion libre (moléculas no unidas).

o Ag
(&) O (&) Q.\_\ Q.\}_“ I © Ag'
o O :
o ) o © /o < = /‘/ Ac
o o o -4
. -~ 0
R Q‘ § © (3/_ ('_‘\i_/—/ )/ Ac®
1 2 4 5 (precipitacion)
Imagen 2. Representacion de las etapas de reaccion secuenciales durante el
RIA.
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Cuantificacion de Adiponectina

Para determinar los niveles de Adiponectina en las muestras de cada
grupo de estudio, se empled el Kit HADP-61HK de Millipore® (Billerica; MA,
EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. El rango de deteccion del kit
comercial es de 1 a 200 ng/mL, las muestras analizadas se diluyeron 1:500;
para ello se utilizaron Unicamente 10 yL de muestra (plasma); la dilucion se
realizd con el amortiguador de ensayo (1x). Los datos obtenidos se ajustaron

al factor de dilucién (500).

Para la curva de cadlibracidén, se emplearon 8 puntos de referencia,
correspondientes a diluciones a partir del estdndar concentrado (240ng/mlL),

como se muestra en la tabla.

# Tubo | STD [ng/mL] | Vol. de Buffer de ensayo Vol. de Std.
1 X/2 0.5mL 0.5mL de Std. reconst
2 X/4 0.5mL 0.5mL de Tubo 1
3 X/8 0.5mL 0.5mL de Tubo 2
4 X/16 0.5mL 0.5mL de Tubo 3
5 X/32 0.5mL 0.5mL de Tubo 4
6 X/64 0.5mL 0.5mL de Tubo 5
7 X/128 0.5mL 0.5mL de Tubo 6
8 X/256 0.5mL 0.5mL de Tubo 7




Tabla 2: Pasos realizados para la cuantificacion de Adiponectina.

Dia1l Dia 2
Pasos 1 2y3 4 5 6 7 8 9 |10al12
125

# Tubo Buffer de ensayo Std/muestra Aldip_o Ac Ac? Precipitante

1,2 100 uL | -

3,4 300 L 100pL| — | [100p|  1omL S| @

5,6 200 pL 100 uL | 100 pL | & | 100 pL 1.0 mL c -

7,8 100 pL 100yl del tubo 8 100 ul | 100 pL ::BD 100 pL 1.0mL g %

9,10 100 pL 100uL del tubo 7 100 pL | 100 pL N 100 plL 1.0mL %‘ g
11,12 100 pL 100pL del tubo 6 100 pl | 100 pk | © | 100 pL 1.0 mL ol =
13,14 100 pL 100uL del tubo 5 100 plL | 100 pL ‘; 100 plL 1.0 mL tg 1S
15,16 100 pL 100pL del tubo 4 100 pL | 100 pL g 100 plL 1.0 mL 3 %
17,18 100 pL 100pL del tubo 3 100 pL | 100 L | 5 | 100 pL 1.0mL 2 §
19,20 100 plL 100pL del tubo 2 100 pL | 100 pL :C, 100 pL 1.0 mL v 5
21,22 100 pL 100uL del tubo 1 100 pL | 100 pL | 5 | 100 pL 1.0mL B "g
23,24 100 pL 100pL del Std Reconst. 100 pL | 100 plL Eo 100 pL 1.0 mL E% §
25,26 100 pL 100uL de Control 1 100 plL | 100 pL 100 pL 1.0 mL
27,28 100 pL 100uL de Control 2 100 pL | 100 pL 100 pL 1.0mL

29,n 100 pL 100uL de muestra 100 pL | 100 pL 100 pL 1.0 mL

Std: Estadndar

Control de calidad 1y 2
125-Adiponectina: Adiponectina marcada con Yodo 125

Cenftrifugacion a 3000rpm a 4°C (excepto tubo 1y 2)

Las muestras se leyeron en el contador de particulas radiactivas gamma




Andlisis Estadistico

Para el andlisis de los resultados se utilizd estadistica descriptiva con
medidas de tendencia central y de dispersion paramétrica, de acuerdo a la
distribucion del grupo.

Para valorar las diferencias enfre los grupos independientes, se empled el
andlisis de varianza de una via mediante la prueba de ANOVA, la prueba
comparativa entfre grupos de Tukey y en el caso de comparaciéon multiple con
control, la prueba de Dunnett.

La comparaciéon de significancia estadistica entre los grupos de estudio, se
calculd mediante la prueba de T-Student.

Para evaluar la correlacion entre las variables cuantitativas, se ufilizd el
coeficiente de Pearson y empleando un modelo lineal se pudo evaluar la
influencia de los pardmetros bioquimicos y antfropométricos con LCN2.

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a una
p<0.05. Todos los andlisis se realizaron empleando el programa GraphPad Prism,

version 5.1.



RESULTADOS

Se trabajé con un total de 107 muestras de un lote de 149 colectadas,
las cuales reunian las caracteristicas necesarias para ser agrupadas como:
Conftrol (C), Diabéticos (Db) y Prediabéticos (Pd). En el Tabla 3, se muestran

las caracteristicas basales de la poblacion de estudio seleccionada.

2. Cuantificacion de niveles plasmaticos de LCN2

Los niveles de LCN2 se analizaron mediante técnicas inmunoquimicas
previaomente descritas (Grdafica 1), correspondiendo 37 de ellas a C (183 vy

199); 45 a Db (113 y 34%) y 25 a Pd (103 y 159).

Concentracion de LCN2
100 -

804

g
|_|
—

**

&
=

LCN2 (ng/ml)

204

0 ] 1 1 1
c Pd/SpOb Db/SpOb

Analisis estadistico de ANOVA (p<0.05)
Comparacion multiple de Dunnett ** p<0.01

Grdfica 1: Evaluacion de los niveles de LCN2 (promedio * error estdndar) en
C:70.81+6.50; Pd/SpOb: 65.8£7.53 y Db/SpOb: 42.36+4.66. El andlisis estadistico
correspondiente, permite observar que la disminucion es significativa en los
diabéticos (**p<0.01).
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Tabla 3. Evaluaciones antropométricas y bioquimicas

Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de la poblaciéon de estudio (C, Db/Sp u Ob, Pd/Sp u Ob),

expresados como promedio * error estdndar.

Grupos de Estudio

Parametros Control Prediabéticos Diabéticos
Poblacionales Masculino Femenino Masculino Femenino Masculino Femenino
Media + EEM Media + EEM Media + EEM Media + EEM Media + EEM Media + EEM
Género 18 19 10 15 11 34
Edad (afios) 39.78 +2.02 32.47 +2.05 37.50 + 3.60 43.92 + 3.06 55.4+1.78 44.35 +2.003
IMC (Kg/m’) 23.78£0.21 22.75+0.41 32.47+2.64 31.21£1.33 30.28 £ 1.63 33.01+1.44
Glucosa (mg/dL) 86.89 +2.58 88.68 +1.30 106.5 + 1.36 107.7 £ 2.10 181.0 +9.92 144.2 +9.51
Insulina (LU/mL) 10.55 + 0.61 8.72+0.61 18.10+ 2.39 21.00 £ 5.55 24.23 £5.64 24.95 +2.96
HOMA-IR 2.29+0.17 1.90 £ 0.13 4.79 +0.67 5.79%1.61 9.01+2.27 9.25+1.52
Hbaxc (%) — — — — 7.94+0.53 7.48 £0.22
HDL (mg/dL) 47.70 £ 1.65 51.97 +1.58 31.53 +2.49 40.89 +3.45 32.74+1.35 44.87 +1.91
LDL (mg/dL) 98.08 + 4.17 92.86 + 3.34 128.3+8.52 114.8+6.71 116.0 +12.29 133.9+7.70
COLT (mg/dL) 167.3 £3.13 162.8 + 4.07 193.4 + 7.66 191.5+8.99 196.1 + 16.73 214.8+9.39
TGL (mg/dL) 120.2 + 6.85 95.89 + 7.55 142.0 + 14.60 179.5+16.74 236.4 +31.31 180.3 +11.78
Tratamiento — — — - 100% 100%
Hipertension — — — - 81.81% 70.58%




3. Comparacion de los niveles de LCN2 entre género

Se realiz6 una comparacion de los niveles plasmdticos de LCN2 entre
géneros; los resultados obfenidos muestran un dimorfismo sexual tanto en C
como en Db; de esta forma, se denota una disminucion considerable de los
niveles de ésta proteina en el plasma de los hombres diabéticos con respecto
de los niveles detectados en los hombres sanos; mientras que en las mujeres
con DM2 se observa que la reducciéon de los niveles plasmaticos de LCN2 no
es tan drdstica como ocurre con los niveles de LCN2 en los hombres
diabéticos. Asimismo, a pesar de presentar una disminucidén de esta proteina
en el plasma de mujeres diabéticas, con respecto de las mujeres sanas, la
diferencia no es significativa (ns) (Tabla 4, Figura 1).

Tabla 4. Comparacion del promedio de los niveles de LCN2 entre género de
sujetos sanos y pacientes diabéticos (9: mujeres y 3: hombres).

LCN2
(ng/mt) 3 Q

Controles 100.41 50.54

Diabéticos 24 77 ** 39.7

P <0.01 ns




Figura 1: Niveles de LCN2 entre géneros (9: mujeres y 3: hombres).

200-
&
= 150-
£ &
S S8
S 100- 2989
= *3
Z 44 : :
— 50_
? ? 2
28
0 : 2
M
Control
200- **0<0.01 vs 3 sanos
— 150
-g. Xk
o)
S 100- 2
o~ @ ¢ g
5 4 20
ey ¢ Q
N ke ek 2o et
M F
Diabéticos

60



4. Correlaciones de LCN2 con paradmetros antropométricos y perfil lipidico

Tanto en los controles, como en diabéticos, los niveles de LCN2 se
correlacionaron con las caracteristicas anfropométricas y bioguimicas
correspondientes (Tabla 5). De esta forma, se obtuvo una correlacion
negativa de la LCN2 con todos los pardmetros evaluados excepto con HDL;
sin embargo, soélo las correlaciones para IMC, Insulina y TGL fueron

significativas estadisticamente (**p<0.001 y *p<0.05) (Figura 2).

En el andlisis que se realizd6 para el grupo de diabéticos (Tabla 5), se
observd una correlacion negativa estadisticamente significativa de los niveles
plasmaticos de LCN2 con: IMC, Hbaic, Insulina, HOMA-IR, HDL, COLT, TGL
(Figura 3). Por otfro lado, LCN2 se correlaciond positivamente con la edad vy

los niveles de HDL (***p<0.0001, **p<0.001 y *p<0.05) (Figura 6).
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Tabla 4. Coeficiente de correlacion de Pearson enfre LCN2 y pardmetros

anfropométricos y bioquimicos en grupo control.

) Controles
Parametros
Pearson (r) P

Edad -0.07 0.70 ns

IMC -0.48 0.007 ok
Insulina -0.39 0.04 *
HOMA-IR -0.02 0.90 ns

HDL 0.01 0.94 ns

LDL -0.16 0.40 ns

coLTt -0.22 0.22 ns

TGL -0.40 0.03 *

Tabla 5. Coeficiente de correlacion de Pearson entre LCN2 y pardmetros

anfropomeétricos y biogquimicos en diabéticos

Parametros Diabeticos
Pearson (r) P
Edad 0.49 0.002 ok
IMC -0.41 0.04 *
Hbaic -0.34 0.03 *
Insulina -0.61 0.0002  ***
HOMA-IR -0.44 0.01 *
HDL 0.56 0.001 *ok
LDL -0.48 0.004 ok
coLr -0.50 0.009 *ox
TGL -0.45 0.01 *

62



LCN2 [ng/mL]

Figura 2. Correlaciones entre LCN2 y el IMC, TGL e Insulina del grupo control.
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Figura 3: Correlaciones negativas de los niveles plasmaticos de LCN2 en el grupo de diabéticos con
pardmetros bioquimicos (insulina, Hbaic y HOMA-IR) y antfropométricos (IMC) con significancia estadistica.
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Figura 4: Graficos correspondientes a las correlaciones positivas con

significancia estadistica de LCN2 con edad y HDL en el grupo de diabéticos.
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5. LCN2 y otras adipocinas

Para definir el comportamiento de LCN2 como proteina pro- o anti-
inflamatoria, se realizd la cuantificacion de IL-6, resistina y leptina (adipocinas
pro-inflamatorias), asi como de adiponectina (adipocina anti-inflamatoria) y
se correlacionaron con los niveles plasmdticos de LCN2 en pacientes
diabéticos. Inicialmente, se observd que los niveles de las cuatro adipocinas
(IL-6, resistina, leptina y adiponectina), estdn alterados en el grupo de
diabéticos (Figura 5), enconfrando un incremento en las adipocinas pro-
inflamatorias: resistina (108.82%); IL-6 (127.01%); leptina (549.57%), mientras que
hubo una disminucidn tanto de adiponectina (-69.52%) como de LCN2 (-

56.07%), con respecto al grupo conftrol.

Diabéticos

Porcentaje

Adipocinas

Figura 5: Nivel porcentual de adipocitocinas en diabéticos.



6. Correlacion de LCN2 y adipocinas

A partir de los resultados obtenidos, mediante un andlisis de Pearson, se
observd que LCN2 se correlaciona negativamente con lepting, IL-6 vy resisting;
es decir, mientras los niveles plasmdaticos de éstas incrementan, los de LCN2
disminuyen (Figura é y 7). Lo anterior, se observd tanto en controles como en

diabéticos.

Por otro lado, LCN2 se correlaciond positivamente con adiponectinag,
sin embargo, el andlisis estadistico senala una asociacion débil en el grupo

de diabéticos (Figura 8).
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Figura 6. Correlaciones en controles y diabéticos de LCN2 con leptina e IL-6
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Figura 7. Correlaciones en controles y diabéticos Figura 8. Correlaciones en controles y diabéticos

de LCN2 con Resistina de LCN2 con Adiponectina
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DISCUSION

La LCN2 es una adipocina implicada en diversas funciones bioldgicas
como: la comunicacion, proliferacion y diferenciacion celular, la apoptosis, €l
transporte de hierro y el metabolismo. Se localiza en varios tejidos, incluyendo
los neutrdfilos, el higado, el rindn, los macréfagos y los adipocitos (71). Con
base en esto Ultimo, diversos estudios han demostrado que la concentracion
de esta proteina es alta tanto en el tejido adiposo, como en células pre-
adipociticas en cultivo. Del mismo modo, se ha reportado una asociacion del
aumento en la concentracion plasmdtica de LCN2, con la presencia de
diversos componentes del sindrome metabdlico, como la obesidad, la
dislipidemia, la resistencia a la insulina, o bien con la diabetes mellitus tipo 2
(69); sin embargo, a pesar de que la LCN2 se identificé hace mds de una
década, existe controversia entre los diversos reportes cientificos respecto a

su participacion en la sensibilidad o la resistencia a la insulina (70).

Por lo anterior, aunado a que no existen reportes sobre los niveles de
concentracion de LCN2 en sujetos mexicanos, sanos o bien con diabetes
mellitus fipo 2, llevamos a cabo el presente estudio, para evaluar los niveles
de LCN2 en un grupo de la poblacidn mexicana y determinar, la
concentracion en plasma de esta proteina en sujetos sanos y comparar

dicha concentracién con la correspondiente en sujetos con diabetes mellitus



tipo 2 a partir de su asociacion con pardmetros bioquimicos vy

anfropométricos.

Se cuantificaron mediante ELISA, los niveles de LCN2 en cada grupo de
estudio (sujetos sanos, prediabéticos y diabéticos). Se encontrd que los
niveles de esta proteina, disminuyen tanto en pacientes prediabéticos como
en diabéticos, con respecto a los niveles presentes en sujetos sanos. El valor
correspondiente a los pacientes diabéticos es estadisticamente significativo
al compararse con el grupo control (**p<0.01); siendo los primeros resultados
reportados desde etapa de prediabetes en poblacion mexicana, ademds,
de relacionarlos con alteraciones metabdlicas como es IMC, perfil de lipidos
y adipocinas. Sin embargo, nuestros resultados difieren con diversos estudios
en los que se ha reportado un aumento de los niveles circulantes de esta
proteina en personas con obesidad y/o diabetes mellitus tipo 2 y una
correlacion de dicho aumento con diferentes pardmetros metabdlicos e
inflamatorios, postulando que LCN2 induce resistencia a la insulina. En el 2007,
Wang y cols., reportaron que los niveles circulantes de LCN2 aumentan tanto
en ratones db/db como en seres humanos obesos y diabéticos (71). Otro
estudio realizado en el mismo ano por Yan y cols., reporta que el bloqueo de
LCN2 en cultivos celulares, produce sensibilidad a la insulina; datos que
corroboran lo reportado por Wang y cols., sobre la directa relacion entre ésta

molécula y la homeostasis de la glucosa (69). A nivel clinico, Wang y cols.,
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reportan que los niveles circulantes de LCN2, se asocian con pardmetros
bioguimicos y metabdlicos (TGL, HDL, COLT, Insulina y HOMA-IR) (71). Por el
contrario, en este estudio, los niveles de LCN2 de los pacientes diabéticos, se
correlacionan negativamente con los pardmetros anfes mencionados,
ademds de IMC, LDL y Hbaic, y positivamente con HDL y edad (Tabla 5).
Asimismo, Zhang y cols. (2008), reportaron datos similares con respecto al
incremento en la expresion del ARN mensajero (ARNm) para la lipocalina 2
tanto en modelos murinos de obesidad, como durante la diferenciacion de
lineas celulares procedentes de adipocitos. Sin embargo, los resultados
obtenidos a partir de los experimentos moleculares, difieren con los resultados
descritos por Wang y Yan. En este estudio, los experimentos en los que se
siencié el ARNm para la lipocalina 2, redujeron consecuentemente la
expresion del factor de transcripcion PPARy, asi como la expresion de los
genes blanco de este Ultimo; i.e., adiponectina, leptina, FASN y LPL, los cuales
controlan la adipogénesis, regulan el metabolismo celular y la inflamacién. A
partir de lo anterior, los autores sugieren que la lipocalina 2 ejerce un efecto
protector confra la inflamacién vy la resistencia a la insulina (70). En el 2010,
Cho KW, y cols., reportan que la resistencia a la insulina se asocia con la
reduccion de los niveles circulantes de LCN13 (molécula perteneciente a la
superfamilia de lipocalinas) en murinos ob/ob y db/db. Asimismo, senalan

qgue la deficiencia de ésta, contribuye a la resistencia a la insulina, la
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hiperglucemia y la intolerancia a la glucosa en adipocitos y hepatocitos. Aun
cuando el mecanismo de accion de LCNI13 es desconocido, los autores
senalan que LCN13 actua similar a LCN2 y debido a que esfructuralmente,
ambas proteinas, fransportan moléculas hidrofébicas, éstas pueden regular el
metabolismo de glucosa asi como la sensibilidad a la insulina (76). Por lo
tanto, a través de los estudios antes mencionados, podemos inferir que la
hiperlipidemia y falta se sensibilidad a la insulina, son factores que
desencadenaron la disminucion de los niveles de LCN2 en la poblacion de

nuestro estudio.

Por otro lado, Thraikill K, y cols., en el 2010, al realizar un estudio sobre
(NGAL), también considerado un biomarcador de lesion renal, y su
asociacion con MMP-9, cuya desregulacion estd asociada con nefropatia,
observaron que tanto los niveles de MMP-9 en plasma y orina, asi como las
concentraciones de NGAL fueron significativamente mayores en mujeres que
en hombres (82). Una de las recientes funciones asignada a la LCN2, es la
reportada por Guo y cols., quienes senalan que LCN2 modula la produccion
y accion de estrogenos (75). Lo anterior, permite comprender el dimorfismo
sexual encontrado en la poblacion de estudio y el porqué los niveles de la
proteina en las mujeres diabéticas no disminuyen significativamente como en

los hombres bajo la misma condicion. Sin embargo, seria interesante estudiar
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como LCN2 y los niveles de estrogeno se relacionan con la inflamacion vy la

obesidad.

Como se menciond en la infroduccidén, estudios realizados en humanos
y en modelos animales han demostrado una relaciéon estrecha entre la
obesidad, y un estado de inflamacion cronica en bajo grado, caracterizado
por la infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo y una alteracion del
equilibrio entre proteinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, secretadas por
adipocitos hiperpldsicos y macrofagos activados donde adipocinas pro-
inflamatorias y anfti-inflamatorias, entre las que se incluye a: IL-6, resistina,
leptina y adiponectina, alteran el metabolismo de la glucosa y la accién de
la insulina (23). Dichas adipocitocinas, se consideran marcadores
inmunolégicos importantes en diversos padecimientos. Las concentraciones
en plasma de IL-6 y adiponectina se emplean como indicadores de

predisposicion a presentar DM2 (77, 78).

A diferencia de la lepting, la concentracion sérica de la adiponectina
tiene una relaciéon inversa con la masa de grasa corporal y el grado de
resistencia a la insulina. Su concentracién es particularmente baja en adultos
con diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) (79). Con base en la participacion ya
definida de estas moléculas (leptinag, resisting, IL-6 y adiponectina), fue que se

determind identificar su asociacion con LCN2; encontrando correlacion
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negativa con IL-6, resistina y leptina y una correlacion positiva con los niveles
de adiponectina tanto en contfroles como en pacientes diabéticos. Lo
anterior coincide con lo reportado por Zhang y cols. (2008) (70) y sugiere que
LCN2 actua como adipocina anti-inflamatoria.  Asimismo, en este estudio,
se demostrd que LCN2 se correlaciona con HDL. Al comparar los resultados
obtenidos con los reportes antes mencionados, inferimos que LCN2 al igual
que la adiponectina, actia como molécula cardioprotectora, ya que |os
niveles de adiponectina tienen una relacidon directa con los niveles del
colesterol HDL y con el indice de captacion de glucosa mediada por insulina
(80). Por lo que se considera que la adiponectina tiene efectos

sensibilizadores a la accidon de la insulina y de protecciéon cardiovascular (81).

Es preciso remarcar, que el descubrimiento de adipocinas ha
reformado el concepto que se tenia del tejido adiposo como un depdsito de
almacenamiento de lipidos inerte a un organo endocrino activo (83).
Actualmente, una gran cantidad de adipocinas han sido identificadas
dentro de las cuales, se espera encontrar a aquellas que potencialmente
puedan cumplir el papel de los biomarcadores y biosensores para diversas
patologias. Asimismo, la dilucidacion, de los mecanismos moleculares que
regulan el comportamiento de LCN2, serd de utilidad para lograr una mayor
comprension de las alteraciones en la homeostasis de la glucosa y en la

funcidon de lainsulina, que conllevan al desarrollo de la DM2.
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CONCLUSIONES

1.

En pacientes diabéticos existe una disminucion significativa en los

niveles de LCN2.

. Se observd un dimorfismo sexual en las concentraciones de LCN2,

siendo la disminucidn de esta proteina en los hombres diabéticos

mayor que la correspondiente en mujeres con DM2.

Las alteraciones metabdlicas relacionadas con la DM2 (dislipidemial), se

asocian con desequilibrio de los niveles de LCN2.

LCN2 presenta una relacion directamente proporcional al incremento de
HDL, la cual, evita el acumulo de colesterol en la pared vascular. Lo
anterior permite inferir que LCN2 puede actuar también como molécula

cardioprotectora.

LCN2 se asocia negativamente con adipocinas pro-inflamatorias e IMC.

En confraste, se observdé que los niveles de LCN2 y Adiponectina
disminuyen en pacientes diabéticos; asimismo, se observd que en sujetos
sanos LCN2 es directamente proporcional a los niveles de Adiponecting,
misma tendencia observada en pacientes diabéticos, lo que permite
considerar que LCN2 se actia como molécula anti-inflamatoria. Sin

embargo, para definir la posible actividad anfi-inflamatoria propuesta,
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sugerimos readlizar ofros estudios de asociacion, donde se evaluen los
niveles de LCN2 con otros marcadores de inflamacion como proteina C-

reactiva.
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