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“Marcadores de disfuncion endotelial asociados con riesgo cardiovascular en jévenes con obesidad y peso normal”

Resumen

La obesidad favorece la disfuncion endotelial causando el desprendimiento de las células
endoteliales y la sobreexpresion de moléculas de adhesion celular. Objetivo. Evaluar la
relacion del nimero de células endoteliales en circulacion y de los niveles de sICAM-1,
sVCAM-1 y sE-selectina, con los factores de riesgo cardiovascular tradicionales en
jévenes con y sin obesidad. Metodologia. Se realiz6 un estudio que incluy6 119 jévenes
universitarios, con edades entre 18-28 afos: 66 normopeso y 53 con obesidad. Se les
aplicé una encuesta y realiz6 evaluacion de la composicion corporal y perfil metabdlico. A
partir de una muestra de sangre periférica y mediante citometria de flujo, se cuantificé el
namero circulante de células endoteliales maduras (CEMc) definidas como;
CD146%/CD347/CD45 y progenitoras (CEP); CD34/CD133"/CD45. Los niveles de
sICAM-1, sVCAM-1 y sE-selectina fueron determinados por el método de ELISA. El
analisis estadistico se realiz6 mediante el Software STATA v.9.2. La relacion y asociacion
del nimero de CEM y los parametros evaluados se establecié mediante el coeficiente de
correlacion de Spearman (r*), y regresion lineal. Considerando una significancia
estadistica un valor de p<0.05. Resultados. Los jovenes con obesidad mostraron un
aumento significativo de los pardmetros antropomeétricos, clinicos y metabdlicos. También
se observé una correlacion entre el nimero de CMEc con el numero de CEP (r*=0.58, p
<0.001) y kg de masa grasa (r*= 0.21, p=0.02). Los niveles sICAM-1 (302.5 vs 268.9
ng/dL, p=0.001), sE-selectina (91.2 vs 72.8 ng/dL, p<0,001) fueron mas elevados en los
jovenes con obesidad y alteraciones metabdlicas. La cuenta de CEMc por arriba del tercil
superior (27 células) se relacion6 con obesidad, aumento de grasa corporal, niveles de
colesterol total, LDL-c y glucosa. En los modelos de asociacion la cuenta de CEMc por
arriba del segundo tercil (3-6 células) mostr6 una asociaciéon con: presion alterada
(RR=3.5 (ICgs5%=1.12-10.9) p=0.03), LDL-c 2100 mg/dL (RR=2.54 (ICgs,=0.85-7.5)
p=0.09) y antecedente familiar de dislipidemia (RR=2.4 (I1Cg5,=0.92-6.2) p=0.07).
Conclusion. El aumento en el numero de CEMc y de los niveles de sICAM-1 y sE-
selectina se relacionan con la obesidad y la presencia de alteraciones metabdlicas, y

pueden ser considerados como marcadores tempranos de disfuncion endotelial.

Palabras Clave: Células endoteliales, Disfuncién endotelial, Obesidad, Jovenes.
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Abstract:

Obesity promotes endothelial dysfunction causing the detachment of endothelial
cells and overexpression of cell adhesion molecules. Objective. To evaluate the
ratio of the number of circulating endothelial cells and levels of SICAM-1, sVCAM-1
and sE-selectin, with traditional cardiovascular risk factors in youth with and
without obesity. Methodology . We conducted a study involving 119 university
students, aged 18 to 28 years: 66 normal weight and 53 obese. They conducted a
survey and assessment of body composition and metabolic profile. From a sample
of peripheral blood using flow cytometry, we quantified the number of circulating
mature endothelial cells (CMEc), defined as; CD146"/CD34"/CD45  and progenitor
cells (EPC), CD34'/CD133"/CD45". The levels of sICAM-1, sVCAM-1 and SE-
selectin were determined by ELISA. Statistical analysis was performed using
STATA Software v.2. The relationship and association of the number of CEM and
outcome measures established by the Spearman correlation coefficient (r*), and
linear regression. Considering a statistical significance value of p <0.05.. Results.
Youth with obesity showed a significant increase in the anthropometric, clinical
and metabolic. Also noted a correlation between the number of CMEc with CEP
number (r*= 0.58, p <0.001) and kg of fat mass (r*= 0.21, p=0.02). sICAM-1 levels
(302.5 vs. 268.9 ng/dL, p=0.001), sE-selectin (91.2 vs 72.8 ng/dL, p<0.001) were
higher in youth with obesity and metabolic disorders. CEMc account above the
upper tertile (= 7 cells) was associated with obesity, increased body fat, total
cholesterol, LDL-c and glucose. In partnership models CEMc account above the
second tertile (3-6 cells) showed an association with: altered pressure ( RR=3.5(Cl
95%=1.12-10.9), p=0.03), LDL-c = 100 mg/dL (RR=2.54 (CI95% =0.85-7.5)
p=0.09) and family history of dyslipidemia (RR=2.4 (CI95%= 0.92-6.2) p=.07)..
Conclusion. The increase in the number of CMEc and levels of SICAM-1 and sSE-
selectin associated with obesity and the presence of metabolic, and can be

considered as early markers of endothelial dysfunction.

Keywords: endothelial cells, endothelial dysfunction, Obesity, Youth.
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“Marcadores de disfuncion endotelial asociados con riesgo cardiovascular en jévenes con obesidad y peso normal”

Introduccién.

La obesidad es una enfermedad cronica de origen multifactorial, que se
caracteriza por la acumulacion excesiva de grasa o hipertrofia general del tejido
adiposo en el cuerpo (Lijnen, 2008). En los ultimos afios se ha puesto de
manifiesto que la obesidad se asocia a un proceso inflamatorio crénico de bajo
grado. La inflamacién se manifiesta por el aumento de los niveles séricos de
Proteina C Reactiva (CRP), que se asocia con un mayor riesgo de eventos
cardiovasculares (Police et al., 2009). Algunos estudios han demostrado que los
niveles de CRP aumentan notablemente en las personas con obesidad abdominal

relacionada con el exceso de tejido adiposo visceral (Mathieu et al., 2009).

Debido a la acumulacién de grasa se activan mecanismos que participan en la
activacion de las vias proinflamatorias JNK e IKK( en el tejido adiposo. Los datos
obtenidos en modelos experimentales, indican que el estrés en el reticulo
endoplasmico es importante para el desarrollo de la inflamacién (Klop et al.,
2012). Por otra parte, los marcadores sistémicos de estrés oxidativo aumentan
con la adiposidad y se ha demostrado que este tipo de estrés celular conduce
también a la activacion de las vias inflamatorias JNK y NF-kB, lo que puede
favorecer la sintesis de ceramida y la activacion de los receptores toll-like por
medio de los acidos grasos saturados (Davel et al., 2011). Se ha observado una
relacion directa entre el indice de masa corporal y los niveles de CRP, IL-6,
inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1), P-selectina, la molécula de
citoadhesion vascular-1 (VCAM-1) y de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) (Van der
Meer, 2002).

La adolescencia es uno de los periodos criticos para el inicio o la persistencia de
la obesidad y el desarrollo de sus complicaciones. Aunque los factores genéticos
predisponen a su desarrollo, diversos estudios han destacado la importancia de
los factores ambientales y de comportamiento; la disminucién de la actividad fisica
y un mayor consumo de alimentos, como las principales causas de la elevada
prevalencia de obesidad y sus complicaciones cardio-metabdlicas (Lavrador et al.,
2011).
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El tejido adiposo ejerce funciones, entre las que podemos incluir acciones sobre el
proceso inflamatorio, ya que secreta una gran cantidad de mediadores
proinflamatorios tales como; factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), Interleucina-6
(IL-6), leptina, PAI-1, angiotensindgeno, resistina y CRP (Alexeeff et al., 2011).
Estos pueden contribuir a la resistencia a la insulina, asi como al dafio vascular y
al desarrollo aterosclerético asociado al sindrome metabdlico (Karastergiou et al.,
2010). La leptina puede actuar ademas en la pared vascular, donde puede inducir
dafio, asociado a la estimulacion de la produccién de endotelina 1 (ET-1) y de
especies reactivas del oxigeno, asi como de moléculas de adhesion (Gealekman
et al., 2011). Estos efectos pueden ser consecuencia de acciones directas sobre
el endotelio, puesto que las células endoteliales (CE) expresan el receptor de
leptina (Veillard, 2004), por lo que el estrés oxidativo y la inflamacién vascular
generado favorece el desarrollo de la placa aterosclerética (Sodergren et al.,
2010).

El endotelio es un érgano constituido por una monocapa de células que recubren
la pared luminal de los vasos sanguineos, juega un papel clave en la homeostasis
vascular al regular el tono vasomotor, la migracion y el crecimiento de las células
de la pared vascular, la adhesién de leucocitos a las células endoteliales, los
procesos de hemostasia y el balance fibrinolitico, ademas de ejercer una barrera
selectiva entre los compartimentos extra e intravascular (Pierce et al.,, 2008;
Deanfield et al., 2007).

La presencia de factores de riesgo cardiovascular como la hipercolesterolemia, la
hipertension, la diabetes, la obesidad, el envejecimiento, el tabaquismo, etc.,
alteran las funciones del endotelio vascular (Osmond et al., 2008; Calan et al.,
2011), ya que bajo estas condiciones, se pierde el papel homeostatico que ejerce
el endotelio sobre la funcién vascular, como consecuencia del desequilibrio entre
los factores derivados del endotelio, produciéndose lo que se denomina disfuncién
endotelial (Gomez-Cerezo et al., 2007). Esta disfuncidén consiste en la alteracion
de la funcidon vasomotora caracterizada por una reducida relajacion dependiente
del endotelio. La disfuncién endotelial implica cambios en una o varias funciones
vasculares reguladas por los factores endoteliales. Por ello, el concepto de
activacion endotelial se utiliza en un sentido mas amplio para referirse a la

sobreexpresion de moléculas de adhesion (ICAM-1 y VCAM-1), a la respuesta
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inflamatoria exagerada y a las alteraciones de la agregacién plaquetaria,
coagulacion y fibrindlisis, que se observan en situaciones de riesgo cardiovascular
(Rohatgi et al., 2009 ;Savoia et al., 2011).

Las CE normales en estado inactivo mantienen la homeostasis, regulando el
equilibrio entre factores procoagulantes y anticoagulantes: por ejemplo
produciendo trombomodulina e inhibiendo la formacién del factor tisular (FT) para
evitar la formacion del trombo, ademas inhibe la inflamacion al liberar
prostaglandina 12 (PGI2) para evitar la adherencia de leucocitos. Pero cuando las
células endoteliales son activadas sobreexpresan FT, PAI-1 y moléculas de
adhesion como; E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1, asi como también interleucina-1
(IL-1), por lo que es fundamental la participacién del endotelio en la hemostasis
vascular y en la trombosis, con mecanismos como la vasoconstriccion local, la
adhesién y agregaciéon de plaquetas y desencadenamiento de las reacciones que
llevan a la formacion del coagulo. Cuando la barrera endotelial no esté lesionada,
impide el contacto entre plaquetas y la matriz extracelular y las CE inhiben la
adhesion y agregacion plaquetaria, favorecen la actividad fibrinolitica, ademas de
intervenir como anticoagulante (Jelic et al., 2009; Chong et al., 2006; Cesarone et
al., 2006).

En la persona sana, el efecto predominante de la activacion del endotelio es la
vasodilataciéon, consecuencia de la liberacion de NO (6xido nitrico), PGI2 y del
factor de hiperpolarizacion derivado del endotelio (EDHF). El endotelio también
produce sustancias vasoconstrictoras como ET-1 y la Angiotensina Il (Ang Il)
tisular. La acetilcolina y la trombina tienen accion vasodilatadora cuando la
integridad del endotelio esta preservada, y vasoconstrictora cuando el endotelio
ha desaparecido o esta lesionado. Las plaguetas producen tromboxano (TXA2) y
serotonina. El FT juega un papel central, expresado localmente en sitios de lesion
vascular o de monocitos circulantes (Svenungsson et al., 2008; Fadini and
Avogaro, 2010; Gomez-Cerezo et al., 2007).

Uno de los activadores de las CE es el complejo de ataque a membrana (MAC),
quien induce cambios rapidos conformacionales del endotelio que incluyen la
formacion de grietas intercelulares (gaps), expresion de la molécula de adhesion
P-selectina, y activacion de proteinasas que liberan heparan-sulfato. EI MAC

provoca ademas la regulacién rio arriba de FT, de COX-2 (ciclooxigenasa-2) y de
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guimiocinas. El endotelio es uno de los tejidos genéticamente mas estables del
organismo, con una velocidad de recambio de varios cientos de dias, en
condiciones normales se pensaba que las CE se encontraban en estado
quiescente (GO0), sin embargo cuando las CE sufren lesibn mecanica o quimica
induce procesos de reparacion. Cuando ocurre angiogénesis o en condiciones
patolégicas que causan muerte endotelial, las CE proliferarian y llegarian a tener
tasas de recambio cercanas a cinco dias. Clasicamente, se ha propuesto que la
reparacion de las zonas en las que existe dafio endotelial dependeria de la
proliferacion de CE preexistentes en el tejido vascular, que participarian via
proliferacion en la regeneracion endotelial. Sin embargo, durante los ultimos afios
se demostré6 que células derivadas de la médula 6sea mediante la via de
sefalizacion PI3-K/Akt podrian incorporarse en los vasos sanguineos vy
diferenciarse por accion del VEGF-1 y 2 (Factor de Crecimiento del Endotelio
Vascular 1 y 2) provocando la maduracion y diferenciacion de las CE y por tanto
la reorganizacion citoesquelética y la motilidad celular (Goon et al., 2006;
Hagensen et al., 2012; Zachary y Gliki, 2001; Dikov et al., 2005).

La disfuncion endotelial es uno de los primeros cambios que sufren las arterias
cuando se presenta una lesiobn endotelial (Onat et al., 2011). En algunas
patologias graves como el cancer o afecciones cardiacas el nimero de CE
maduras circulantes (CEMc) en sangre periférica ha sido considerado marcador
pronéstico de metéstasis o de severidad de dafio endotelial. Un estudio realizado
por G. Furstenberger et al., 2005, demostr6 en pacientes con cancer una mediana
de 3.3 CEM/uL" vs 1.0 CEM/uL™ en los pacientes control, por otra parte Wideman
et al., 2008, determinaron una cuenta promedio de 5 CEM/ mL™ en personas
sanas , mientras que en pacientes con angioplastia coronaria la cuenta alcanzo6
un promedio de 26.5 CEM/mL™ y en pacientes con trasplante renal de 39
CEM/mL™, (Alexeeff et al., 2011).

Cuando hay disfuncién endotelial, la permeabilidad vascular aumentada causa un
incremento en el ingreso de lipoproteinas de baja densidad (LDL) al espacio de la
intima arterial, rebasando al sistema de transporte inverso del colesterol para
regresar la LDL al torrente sanguineo. En el mecanismo de la aterogénesis, la

retenciébn de las lipoproteinas es consecuencia de las interacciones que se
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establecen con los componentes de la matriz extracelular (MEC). La asociacion
LDL-MEC temporal o permanente es un importante contribuyente para su
depdsito durante la aterogénesis, pues favorece modificaciones estructurales,
hidroliticas y oxidativas de las lipoproteinas, incrementando su tasa de fagocitosis
por macrofagos y la formacion de células espumosas. Por otra parte, ademas de
la incapacidad del transporte inverso del colesterol para devolver a la sangre el
colesterol asociado a LDL, condiciones como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y el
habito tabaquico reducen las concentraciones de lipoproteina de alta densidad
(HDL), disminuyendo aun mas la eliminacion de LDL. Este proceso puede
acentuarse en pacientes con DM2 debido a la glicosilacion de las lipoproteinas
LDL, que reduce el reconocimiento de éstas lipoproteinas por sus receptores, lo
gue disminuye a su vez su eliminacion. Como resultado las LDL permaneceran
mas tiempo en el espacio subendotelial, donde se oxidaran a un grado minimo, lo
qgue las convierte en LDL minimamente modificables (MM-LDL) (Herder et al.,
2011; Tilg y Moschen, 2006; Bekkers et al., 2010).

En un estudio realizado por George et al.,, en 2004, se mostré6 un aumento del
namero de células progenitores endoteliales (EPCs) en pacientes con angina de
pecho inestable, en comparacion con pacientes con angina de pecho estable,
donde 7 pacientes con angina de pecho inestable que fueron seguidos por 3
meses después de la estabilizacion clinica, presentaron una reduccién cercana al

50% del niumero de EPCs en circulacion.

En otro estudio realizado por Cesarone et al., en 2006, en un grupo de pacientes
con insuficiencia venosa crénica, se encontré elevado el nimero de EPCs en
circulacion y cuando fueron sometidos a un tratamiento por 4 semanas con el
farmaco Venoruton® (Troxerutina), el nimero de EPCs disminuyé en mas de un
50%.

Pocos estudios han relacionado el numero de células endoteliales maduras y
progenitoras y enfermedad isquémica cardiaca, sin embargo estos no han sido
evaluados desde el enfoque de marcadores tempranos de disfuncién o dafio
vascular en poblacion joven con obesidad, por lo que el objetivo de este estudio
fue evaluar la relacion del niumero de CEMc y CEP y de los niveles de sICAM-1,

sVCAM-1 y sE-selectina, con los factores de riesgo cardiovascular tradicionales
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en jévenes con obesidad y normopeso, y poder establecer una relacion entre ellos

que determine la presencia no soélo de activacion sino también de dafio endotelial.

Material y métodos:

Se evalud una poblacion de 119 jévenes de ambos géneros con edades entre 18-
28 afios, seleccionando 66 jovenes con normopeso y 53 con obesidad, todos

estudiantes de las Unidades Académicas de Ciudad Universitaria de la UAGro.

Mediciones somatométricas y aplicacion de la encuesta:

Se sensibilizé a los jovenes sobre la importancia de su participacion en el estudio,
dandoles a conocer los procedimientos a los que serian sometidos y los
lineamientos éticos que rigieron la investigacion. Los jovenes universitarios que
accedieron a participar en el estudio y cumplieron con los criterios de inclusion,
firmaron una carta de consentimiento informado (Anexo 1), se realizaron las
mediciones somatomeétricas; presion arterial sanguinea mediante un
baumandmetro automatizado de la marca OMROM HEM 712C. EIl peso, IMC,
masa y porcentaje de grasa, y masa magra por impedancia bioléctrica empleando
la bascula de precision TANITA TBF-300, y la talla, circunferencia de cintura y
cadera se determinaron empleando un estadimetro portatil de la marca SECA,
seguido por la aplicacion de una encuesta (Anexo 2) para la obtencion de datos

socioeconémicos, de estilo de vida, antecedentes familiares e historial clinico.

Toma de la muestra sanguinea:

A todos los jovenes, con un ayuno previo de 8 horas, mediante venopuncion se
les tom6 una muestra sanguinea, se utilizé 1 tubo al vacio sin anticoagulante para
la obtencion de suero, para realizar el perfil bioquimico y la cuantificacion de
marcadores de activacion endotelial (SICAM, sVCAM y sE-selectina) y otro tubo
con anticoagulante para la deteccion de células endoteliales en circulacion. La
muestra para la determinacion del perfil bioquimico fue primeramente tomada
como una medida de mitigar la obtencion de células endoteliales desprendidas

durante el proceso de venopuncion.
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Determinacion del perfil bioquimico:

La muestra obtenida sin anticoagulante fue centrifugada a 2500 rpm por 3 min a
temperatura ambiente. La separacion del suero se realizé utilizando pipetas
autométicas, eliminando las muestras sanguineas hemolizadas o insuficientes.

El analisis del suero para el perfil bioquimico (colesterol, HDL-c, LDL-c,
triglicéridos, glucosa) fue realizado por ensayo colorimétrico empleando reactivos
de la marca SPINREACT, en el equipo semiautomatizado SPINREACT
(SPINLAB).

Cuantificacion de marcadores inmunoldgicos:

A partir de la misma muestra de suero fueron cuantificados por el método de
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) los marcadores de
activacion endotelial sSICAM, sVCAM vy sE-selectina, siguiendo las instrucciones
del fabricante (Kit ELISA eBioscience para sICAM, sVCAM y sE-selectina) (Anexo
8).

Cuantificacion de las células endoteliales en circulacion:

La cuantificacién de las células endoteliales progenitoras y maduras en circulacién
fue realizada a partir del tubo con EDTA, mediante el analisis de sangre total,
utilizando anticuerpos marcados especificamente, por el método de citometria de
fluo (BD Fasc Canton IlI) las CEMc fueron definidas como células
CD146'/CD34%/CD45 y las CEP como CD34'/CD133%/CD45 (Anexo 9).

Consideraciones éticas y de bioseguridad:

El proyecto fue realizado bajo los principios y lineamientos establecidos en la
declaracion de Helsinki, Corea 2008. El consentimiento informado fue otorgado
por escrito por cada participante. Los resultados de las mediciones
somatométricas y bioquimicas fueron entregados en un formato de reporte
especial a cada participante. Todos los RPBIs se trataron de acuerdo a la NOM-

87-ECOL-SSA1-2002, la cual establece los requisitos para la separacion,
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envasado, almacenamiento, recoleccion, transporte y disposicion final de los

residuos peligrosos biolégico-infecciosos.

Analisis estadistico:

El analisis de los resultados se realiz6 con el paquete estadistico STATA v 9.2. Se
obtuvieron medias y desviaciones estandar para las variables cuantitativas
simétricas y la comparacion entre grupos se realiz6 mediante la prueba de t-
student y ANOVA, y para las variables cuantitativas no simétricas se obtuvieron
mediana y rangos intercuartilo (percentiles 5 y 95), realizando la comparacion
entre grupos mediante la prueba de Mann Whitney o Kruskal Wallis, las
correlaciones entre variables cuantitativas se establecieron mediante correlacion
de Spearman, y las asociaciones mediante modelos de regresién logistica simple

y multivariados.
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Resultados

Este estudio se realizO en una poblaciébn de 119 jovenes universitarios (44
hombres/75 mujeres) con edades entre 18 y 28 afios, 66 de ellos con normopeso
y 53 con obesidad.

Los valores de las mediciones antropométricas, clinicas y metabdlicas fueron

mayores en el grupo de jévenes con obesidad (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas antropométricas, clinicas y metabdlicas de la poblaciéon sujeta
a estudio.

Variables Total n=119 Normopeso n=66 Obesos n=53 Valor de p
Peso (kg) 66.2 (47.4-106.7)  57.5(45.7-69.5)  90.1(66.5-117.7)  <0.001
Talla (m) 161 (149-177) 159.5 (149-176) 162 (148-179) 0.47
IMC (kg/m?) 24.3(19.5-38.8)  21.8(19.1-24.5) 33.2 (30-41.3) <0.001
Cintura (cm) 87 (70-119) 78.9 (69-88.3) 106.9 (93-122.5) <0.001
Cadera (cm) 99 (85-119.5) 93.7(84.5-100) 113.1 (100-124.5) <0.001
Brazo (cm) 29.1 (23.4-38.5) 27 (23-31.1) 35.5(32-40.6) <0.001
Masa grasa (kg) 16.8 (6.1-44.3) 10.6 (6.1-18.3) 32.7 (21.1-48.6) <0.001
% grasa 27.4(11.4-45.1) 19.6 (10-29.4) 36.9 (27.5-47.1) <0.001
Masa magra (kg) 48.3 (38.6-72.4) 42.8 (38.3-59.3) 52.5(43.6-78.4) <0.001
TAS (mmHg) 106 (90-127) 100 (88-114) 115 (102-129) <0.001
TAD (mmHg) 67 (50-90) 63 (49-95) 71.5(62-90) <0.001
Glucosa (mg/dl) 80 (68-101) 80 (69-90) 82.5 (68-115) 0.015
Colesterol (mg/dl) 150.5 (106-227) 143 (101-198) 169.5 (122-236) <0.001
Triglicéridos (mg/dl) 92 (47-197) 75.5 (43-153) 122.5 (72-208) <0.001
LDL-c (mg/dl) 113 (52-196) 102.5 (52-149) 123.5 (61-212) <0.001
HDL-c (mg/dl) 45.5 (32-68) 47 (36-68) 44 (32-65) 0.052

Los valores presentados son: mediana y percentiles 5 y 95 para variables no paramétricas.
Valores de p obtenidos mediante prueba X?, y prueba de Mann Whitney, con un valor de
significancia estadistica <0.05.

Para cuantificar el nimero de células endoteliales en circulacion, se realizo la
técnica de citometria de flujo a partir de una muestra de sangre total, de cada
participante en el estudio, utilizando los siguientes marcadores, para las CEMc
(CD45-PerCP’, CD34-FITC" y CD146-PE") (figura 1A-1C) y la cuantificacion de la
poblacién celular (figura 1D).
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Figura 1. Cuantificacion de las CEM en circulacion. En el histograma 1A se observa la
caracterizacion de las células sanguineas de acuerdo al tamafio (FSC) en el eje de las “X” y
complejidad (SSC) en el eje de las “Y”. En el histograma 1B muestra en el eje de las “X” CD45-
PerCP y en el eje de las “Y” SSC, de acuerdo a estos parametros se seleccionaron las dos
regiones azul CD45+ y morada CD45-. En el histograma 1C se utiliza la poblacién CD45- del
histograma 1B para mostrar el doble marcaje positivo que muestra en el eje de las “X” CD146-PE
y en el eje de las “Y” CD34+, caracteristico para CEM.

Para la cuantificacion de las CEP se utilizaron los marcadores (CD45-PerCP’,
CD34-FITC"y CD133-PE") (figura 2A-2C), llevando a cabo la cuantificacion de la

poblacion celular de interés (figura 2D).
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Figura 2. Cuantificacion de las CEP en circulacién. En la histograma 1A se observa la
caracterizacion de las células sanguineas de acuerdo al tamafio (FSC) en el eje de las “X” y
complejidad (SSC) en el eje de las “Y”. En el histograma 1B muestra en el eje de las “X” CD45-
PerCP y en el eje de las “Y” SSC, de acuerdo a estos parametros se seleccionaron las dos
regiones guinda CD45+ y verde CD45-. En el histograma 1C se utilizé para definir la poblacién
CD45- del histograma e identificar el doble marcaje positivo que muestra en el eje de las “X”
CD133-PE y en el eje de las “Y” CD34+, caracteristico de CEP.

En ambos grupos de estudio se determiné el nimero de CEM, encontrando en el
grupo de jévenes con obesidad, una tendencia al aumento del nUmero de células
endoteliales maduras circulantes (figura 3A), sin embargo para las CEP no se
mostré una asociacion (figura 3B), sin embargo en el grupo de jovenes con

obesidad el rango fue mayor.

‘gﬁg gj mrnez ﬁenite.z Citfafﬁ 1 3



“Marcadores de disfuncion endotelial asociados con riesgo cardiovascular en jévenes con obesidad y peso normal”

A valor de p=0.83 B

30 valor de p=0.08

w
o
1

20+

n
o
1

CEM

No. de células
CEP

No. de células

s 104

-
o
1

N
()
& ©
K\ (¢)
°

Figura 3. Células Endoteliales Maduras y Progenitoras por grupo de estudio. En la figura 3A se
muestran las medianas de las CEM para normopeso (2 CEM) y para obesidad (4 CEM), con un
valor de p=0.08 y para las CEP las medianas fueron 2 CEP en ambos grupos.

Para determinar la relacion entre el nimero de CEMc, CEP y los parametros
antropometricos, clinicos y metabdlicos, se realizé el analisis de la correlacion
lineal, encontrando una correlacion positiva y significativa entre las CEM vy la
masa grasa, porcentaje de grasa y CEP, mientras que las CEP s6lo mostraron
correlacion positiva con la masa magra, aunque no de manera significativa
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Correlacion entre el numero de células endoteliales progenitoras con
parametros metabdlicos y antropométricos.

Variable CEM CEP
r* Valor p r* Valor p

CEP 0.58 <0.001 - -
TAS 0.06 0.49 -0.001 0.99
TAD 0.05 0.55 -0.02 0.75
IMC 0.11 0.21 0.07 0.42
Masa grasa (kg) 0.21 0.02 0.09 0.30
% Grasa 0.16 0.08 0.02 0.79
Masa magra (kg) -0.001 0.98 0.16 0.09
Glucosa-c (mg/dL) 0.13 0.15 0.03 0.68
LDL-c 0.09 0.30 -0.08 0.37
HDL-c 0.10 0.26 0.01 0.85

r*= Rho, coeficiente de correlacion de Spearman

Ademas, en este estudio se determind la asociacion entre el nimero de CEM con
las diferentes medidas antropométricas, clinicas y metabdlicas, para lo cual se

estratifico el numero de CEM por terciles, encontrando que los jovenes con CEMc
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por arriba del tercer tercil, mostraban significativamente mayor masa grasa,

porcentaje de grasa, colesterol, LDL-c, CEP, asi de glucosa, aunque no de

manera significativa (Cuadro 3).

Cuadro 3. Caracteristicas antropométricas, clinicas y metabdlicas de acuerdo a CEM

en terciles.
Variables 1° Tercil 2° Tercil 3° Tercil Valor de p
<2 células 3-6 células > 7 células

Peso (kg) 63.3(45.7-117)  66.8 (49.1-102.7)  73.3 (46.8-106.7) 0.44
IMC (kg/m?) 23.3 (19.8-40.8) 28.8 (20-36.8) 30.2 (19-38.8) 0.28
Cintura (cm) 83 (69-122.5) 90.5 (77-115.5) 98.1(73-119) 0.28
Cadera (cm) 97 (87-119) 100 (88-124) 102.5 (84-121.2) 0.15
Brazo (cm) 27.75 (24-38) 31 (24-36.7) 29.5 (23-40.6) 0.24
Masa grasa (kg) 14 (6.1-44.3) 22.5 (8.1-44) 24.45 (5.8-45.8) 0.026
% grasa 24.8 (10.8-45.8) 29.65 (13.6-44.0) 28.75 (10-46.6) 0.046
Masa magra (kg) 50.4 (38.7-73.6) 47 (39.2-65.4) 47.95 (37.2-74.6) 0.81
TAS (mmHg) 105 (68-120) 110.5 (90-127) 107 (92-129) 0.22
TAD (mmHg) 65 (50-96) 71.5 (50-90) 67 (52-83) 0.15
Glucosa (mg/dL) 78 (71-94) 83 (66-101) 82 (67-115) 0.078
Colesterol (mg/dL) 146 (101-223) 169 (103-227) 149.5 (117-236) 0.03
Triglicéridos (mg/dL) 83 (44-189) 105 (48-205) 96.5 (47-208) 0.20
LDL-c (mg/dL) 105 (47-198) 139 (52-173) 111.5 (70-217) 0.016
HDL-c (mg/dL) 44 (31-62) 46 (36-71) 46 (33-65) 0.31
CEP (n) 1 (0-6) 2 (0-7) 5 (0-16) <0.001

Los valores presentados son: mediana y percentiles 5 y 95 para variables no paramétricas.

Valores de p mediante prueba X?, y test de Mann Whitney, con un valor de p <0.05.

En base a las relaciones mostradas en el cuadro 3, los parametros metabdlicos se

estratificaron cualitativamente de acuerdo a los valores descritos por el ATPIII,

encontrando una asociacion (riesgo relativo, RR) entre el segundo y tercer tercil

de CEMc y la presencia de obesidad asi como con la presién alterada, niveles de

LDL-c 2100 mg/dL y antecedentes familiares de dislipidemia (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Riesgos Relativos de factores de riesgo cardiovasculares de acuerdo a CEM
por terciles.

CEM (terciles)
RR (1C95%), valor de p

Factores de riesgo
cardiovascular

*1° Tercil 2° Tercil 3° Tercil
<2 células 3-6 células > 7 células
Obesidad 1 2.2 (0.89-5.5)0.087 2.17 (0.91-5.1)0.08
&1.90 (0.70-5.1)0.20 &2.8(1.08-7.2)0.03
Obesidad abdominal 1 1.56(0.62-3.9)0.33 2.0(0.84-4.7)0.11
&1.26(0.48-3.2)0.6 &2.16(0.87-5.3)0.09
Presidn alterada 1 3.55(1.19-10.6)0.02 1.53(0.48-4.8)0.46
&3.5(1.12-10.9)0.03 &1.78(0.54-5.9)0.34
Glucosa 2100 mg/dL 1 1.88(0.25-14.1)0.53 2.31(0.36-14.6)0.37
&1.72(0.22-13.5)0.60 &2.63(0.40-17.1)0.30
Colesterol=200 mg/dL 1 2.49(0.74-8.3)0.13 0.71(0.16-3.05)0.64
&2.17(0.63-7.5)0.21 &0.72(0.16-3.1)0.67
Triglicéridos=150 mg/dL 1 2.5(0.80-7.81)0.11 1.31(0.40-4.3)0.65
&2.5(0.73-8.6)0.14 &1.70(0.47-6.0)0.41
LDL-c 2100 mg/dL 1 2.93(1.02-8.4)0.04 1.53(0.63-3.4)0.34
&2.54(0.85-7.5)0.09  &1.65(0.66-4.1)0.27
HDL-c <40 mg/dL 1 0.56(0.20-1.57)0.27 0.6(0.23-1.52)0.28
&0.66(0.23-1.91)0.45  &0.55(0.21-1.45)0.23
Antecedentes de ECV 1 0.80 (0.26-2.4)0.69 0.87(0.32-2.4)0.80
&0.88(0.28-2.69)0.82 &0.86(0.31-2.36)0.77
Antecedentes de Obesidad 1 2.3(0.88-5.9)0.08 1.29(0.55-3.03)0.54
&2.06(0.76-5.6)0.15 &1.46(0.6-3.5)0.40
Antecedentes de 1 1.23(0.49-3.0)0.64 0.86(0.35-2.0)0.73
hipertension &1.12(0.43-2.8)0.80 &0.83(0.34-2.0)0.69
Antecedentes de 1 2.75(1.08-6.9)0.03 1.38(0.58-3.32)0.46

dislipidemia

&2.40(0.92-6.2)0.07

&1.38(0.56-3.4)0.47

*Categoria de referencia, * RR ajustado por edad y género.

Uno de los objetivos de este estudio fue determinar en ambos grupos los niveles
séricos de las moléculas de adhesiéon VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina. El grupo de
jovenes con obesidad mostraron mayores niveles de ICAM-1 (302.5 ng/dL vs
268.9 ng/dL) p=0.001 y E-selectina (91.2 ng/dL vs 72.8 ng/dL ) p<0.001 en
comparacion con el grupo de normopeso, sin embargo para los niveles de
sVCAM-1 no se observaron diferencias significativas (649.9 ng/dL vs 673.6 ng/dL)
p=0.83 (Figura 4). En la figura 5 se muestra la dispersion de los valores obtenidos
de cada molécula de adhesion de acuerdo al grupo de estudio.
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Figura 5. Concentraciones de las tres moléculas de adhesion por grupo de estudio. En la figura
5A se observa la dispersion de las concentraciones de sICAM-1 entre grupos, con un valor de
p=0.001, en la figura 5B las concentraciones de sE-selectina con un valor de p <0.001 y en la
figura 5C las concentraciones de sVCAM-1 con un valor de p=0.83.

Para determinar la asociacion entre los niveles solubles de las moléculas de

adhesion y la alteracion de los parametros metabdlicos, se realiz6 la comparacion
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de acuerdo a
metabdlico,

observando que los

los pardmetros considerados componentes del
niveles de sSICAM-1 se

significativamente con la presencia de colesterol, LDL-c alterados, y obesidad

abdominal, la cual

también mostré6 una tendencia a

incremento en los niveles de sE-selectina .(Cuadro 5).

Cuadro 5. Niveles de moléculas de adhesion de acuerdo a algunas alteraciones clinicas y

la asociacion con el

metabolicas.
Variable sICAM-1 sVCAM-1 sE-selectina
Glucosa
<100 mg/dL 280.6 (162.1-449.6) 649.9 (268.4-1422.4) 80.4(36.3-125.5)
>100 mg/dL 295.1(208.0-433.1)  753.7(255.8-1265.7) 100.0(53.7-194.1)
p 0.98 0.51 0.18
Colesterol
<200 mg/dL 279.0(157.3-411.9) 661.8(263.2-1416.8) 80.2(41.6-119.8)
>200 mg/dL 330(225-6223.2) 704.9(297.8-2557.7) 88.6(30.4-194.2)
p 0.03 0.70 0.17
Triglicéridos
<150 mg/dL 278.4(152.4-449.6) 673.6 (263.2-1437.4) 80.8(36.4-119.8)
>150 mg/dL 320.9(227.0—451.1)  604.9(297.8-1130.0) 82.7(56.8-145.4)
P 0.06 0.34 0.25
LDL-c
<100 mg/dL 255.3(157.3-425.8) 700 (329.3-1387.0) 79.2(41.6-118)
>100 mg/dL 294.9(177.8-451.2) 640.3(255.8-1623.9) 82.6(36.4-129.6)
p 0.01 0.35 0.27
HDL-c
>40 mg/dL 227(152.4-449.6) 673.6(287.3-1422.5) 75.8(35.4-129.6)
<40 mg/dL 284.1(196.4-449.6) 620.6(263.2-1336.6) 84.9(42.0-119.8)
P 0.43 0.53 0.25
Obesidad abdominal
No 270(152.4-434.3) 673.6(288.3-1411.3) 78.5(35.4-125.6)
Si 294.9(194.7-451.1) 664.6(263.2-1422.5) 86.0(45.2-130.6)
p 0.05 0.87 0.06
Presién arterial
Normotenso 280.1(152.4-449.6) 673.6(268.4-1438.4) 80.2(36.4-128.8)
Prehipertenso 277.1(225-504.9) 663.0(202.4-1336.6) 94.7(53.7-119.8)
Hipertenso 343.3(193.3-433.1) 696.1 (315.7-1265.7) 81.8(30.4-194.2)
p 0.47 0.94 0.21

sindrome

relacionaron

Los valores presentados son: mediana y percentiles 5 y 95 para variables no paramétricas.
Valores de p mediante prueba de Mann Whitney y Kruskal Wallis, con un valor de p <0.05.

En el cuadro 6, se muestran los niveles de moléculas de adhesion en relacion con
el nimero de pardmetros alterados, observando que a mayor numero de
pardmetros los niveles de sICAM-1 son significativamente mayores, asi como

también los de sE-selectina, aunque sin alcanzar un valor significativo.
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Cuadro 6. Niveles de moléculas de adhesién de acuerdo al nUmero de parametros.

No. de parametros sICAM-1 sVCAM-1 sE-selectina
Ninguno 223.8 (152.4-399.1) 623.8(404.7-1411.3) 72.0(35.2-108.7)
1 227.8(123.2-449.6) 728.1(237.6-1661.3) 73.0(36.3-130.6)
2 293.3(208.0-421.7) 620.6(263.2-1623.9) 85.8(45.2-125.5)
3 320.9(193.3-623.3) 646.8(263.2-1336.6) 88.6(30.3-129.6)
4 260.1(225-433) 547.3(202.4-1265.7) 97.9(61.7-194.1)
Valor P 0.006 0.87 0.08

Los valores presentados son: mediana y percentiles 5 y 95 para variables no paramétricas. Valores de
p, mediante la prueba de Kruskal Wallis, con un valor de p <0.05.
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Discusioén

En este estudio, observamos que los jévenes con obesidad presentan un nimero
mayor de alteraciones metabdlicas, en comparacién con los de normopeso,
destacando las dislipidemias, hiperglucemia, hipertension; estos resultados
coinciden con un estudio realizado por Lavrador et al., 2010, en una poblacion
joven en donde encontraron significativamente mayor hiperglucemia (p=0.001),
niveles de HDL-c (p=0.020), triglicéridos (p=0.013) y prevalencia de hipertension
(p=0.024) en el grupo de jovenes con obesidad; por lo que la obesidad se ha
definido como un factor de riesgo para la presencia clara de alteraciones
metabdlicas que podrian favorecer la disfuncion endotelial y con ello un posible
desprendimiento de las CEM ocasionando una lesién vascular (Cesarone et
al.,2006).

El marcaje que se utilizé para la identificacion y diferenciacion de las CEMc y
CEP, fue CD45  para ambas células, con este marcador se descartaron células
hematopoyéticas, las cuales son CD45" (Mariucci et al., 2010; Strijbos et al.,
2008). EI CD34" fue empleado debido a que las células endoteliales en su
superficie expresan gran cantidad de estos receptores, facilitando su deteccion
(Steurer et al., 2008; Mariucci et al., 2009; Chong et al., 2006). Para diferenciar
entre células progenitoras y maduras, se decidio utilizar para identificar las CEP el
marcador CD133", el cual sélo lo presentan las endoteliales progenitoras o células
endoteliales inmaduras (Peichev et al., 2000; Su et al., 2010). Por ultimo, para la
diferenciacién de las CEMc se utilizé el marcador CD146" caracteristico de estas
células maduras y diferenciadas, listas para cumplir las necesidades de
remodelamiento del endotelio vascular (Abdelmoneim et al., 2010; Goon et al.,
2006; Furstenberger et al., 2005; Steurer et al., 2008).

En un estudio que realizaron Boos et al., 2007, en pacientes con sindrome
coronario agudo, cuantificaron el nimero de CEMc en circulacién, demostrando
gue existe una correlacion positiva y significativa entre el incremento de las CEMc
y el aumento de riesgo cardiovascular. La disminucion del namero de CEP ha sido
reportado como un evento que predice y favorece el riesgo de futuros eventos
cardiovasculares en personas con alguna patologia cardiaca, estos niveles

disminuidos también se asocian con rigidez arterial. En contraste, el aumento de
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estas células ha sido asociado con la supervivencia de los pacientes con
sindrome coronario, ya que se consideran un buen marcador prondstico de
personas con lesion vascular, reducen el riesgo de eventos cardiovasculares,
mejora la vascularizacion, favorece la disminucion de la intima y la formacion de la
monocapa endotelial, por lo tanto reduce la incidencia de estenosis (Cesarone et
al., 2006; Gomez et al., 2007; Martin et al., 2008). En el presente trabajo se
cuantifico el niumero de células endoteliales maduras y progenitoras en personas
joévenes sin sintomatologia ni diagnostico de enfermedad cardiaca, observando
que en el grupo de jovenes con obesidad present6 un ligero aumento del nimero
de CEMc aunque sin alcanzar la significancia estadistica, en comparacion con los
jovenes con normopeso. Al realizar la correlacion del numero de CEMc con
pardmetros metabdlicos y antropométricos, observamos una alta correlacion
positiva con el numero de CEP, lo cual podria sugerir un mecanismo
compensatorio entre la pérdida de CEMc y la necesidad de regeneracion
endotelial, por otra parte la relaciébn observada entre las CEP y la masa magra
podria explicarse por lo descrito por Hagensen et al., 2012; Jelic et al., 2009
quienes han reportado que el aumento de CEP se asocia con un menor riesgo
cardiovascular, lo que explicaria que jovenes con mayor masa magra cuenten con

un mayor numero de CEP, lo que les conferiria un menor riesgo de ECV.

Al realizar la estratificacion de la cuenta de las células endoteliales maduras por
terciles se encontr6 una relacidon entre el tercil superior y mayor masa grasa,
porcentaje de grasa, colesterol, LDL-c y CEP. De acuerdo a estos valores se
considera que los niveles elevados de lipidos en circulacion favorecen el
desarrollo de disfuncién endotelial, a causa de la disminucion del NO,
permeabilidad del endotelio, oxidacion de los lipidos y produccion de citocinas
proinflamatorias, lo que puede llevar al desarrollo de lesiones endoteliales
reflejado por un mayor desprendimiento de las mismas, sin embargo la alta
correlacion de las CEM con las CEP circulantes puede reflejar el mecanismo de
reparacion que es activado a causa del dafio endotelial (Jelic et al., 2009;
Zampetaki et al., 2008).

En este estudio se observd que los jovenes que presentan obesidad, tienen un
namero de células endoteliales maduras en circulacién por arriba de 7, de igual

forma los jévenes que presentan niveles elevados de LDL-c y presion arterial
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elevada presentan de 3 a 6 células endoteliales maduras en circulacion, la presion
arterial ha sido reportada como un factor que favorece la descamacion del
endotelio y la disfuncion por el estrés de rose (Fadini et al., 2010; Goon et al.,
2006). Mientras que algunos reportan como normal la ausencia de células
endoteliales maduras en circulacién, otros han referido, una cuenta promedio de 5
CEM/ mL* (Wideman et al., 2008), mientras que en pacientes con angioplastia
coronaria la cuenta reportada ha alcanzado cifras hasta de 26.5 CEM/mL™. Las
asociaciones entre el niumero de células y alteraciones metabdlicas en este
estudio reflejan la ocurrencia temprana de dafio vascular en poblacion joven a
causa de la presencia de alteraciones metabdlicas, lo que incrementa

significativamente el riesgo cardiovascular.

Con respecto a la determinacion de los niveles séricos de las moléculas de
adhesiéon VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina en ambos grupos de estudio, se
encontré que los jovenes obesos muestran mayores niveles solubles de sICAM-1
y sE-selectina en comparacién con el grupo de normopeso. Realizando la
asociacion entre los niveles solubles de las moléculas de adhesion en relacion
con la alteracion de los parametros metabdlicos, se obtuvo una relacion entre el
incremento de los niveles en SICAM-1 con colesterol, LDL-c y obesidad
abdominal. También observamos que al incrementarse el nUmero de parametros
metabolicos se incremento de los niveles de sICAM-1, resultados similares fueron
reportados en un estudio llevado a cabo por Chong et al., 2006, en el que
encontraron que los niveles de sE-selectina se incrementan de manera
significativa en pacientes con insuficiencia cardiaca (67 ng/mL); asi como también
Wong et al.,, 2006, refiere un aumento significativo del nivel de sICAM-1 (144
ng/mL) en pacientes con aterosclerosis, los niveles observados en nuestro estudio
son similares aunque mayores a los reportados en pacientes con alteracion
coronaria, por lo que el dafio al endotelio vascular en la poblacion joven con

obesidad es sugerente.

El endotelio vascular desarrolla y expresa moléculas que inician la migracién local
de leucocitos. sICAM-1 puede ser liberada por el tejido dafiado o inflamado, como
consecuencia de protedlisis, por accion de las metaloproteasa 2 y 9, que es son
gelatinasas que actian sobre la elastina y los colagenos tipo IV, V, VIl y X, el

dominio catalitico contiene el lugar activo que se unira a Zn**y Ca®" para llevar a
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término su accién y asi poder desprender las moléculas del endotelio vascular y
ser séricas (Devaraj y Jialal, 2012; Slavik et al., 2011). Esta observacion podria
explicar los valores elevados de sICAM-1 en los pacientes con obesidad de este
estudio, ya que la sE-selectina facilita la fase temprana de adhesion de los
polimorfonucleares a la célula endotelial por medio de sus receptores,
constituyendo un marcador sérico temprano de la respuesta inflamatoria y
promoviendo el dafio celular. Con respecto a lo anterior se sugiere que ya que se
han encontrado elevados los niveles de estas moléculas en cardiopatias los
presentes resultados ponen de manifiesto la existencia de valores elevados de
ICAM-1 y E-selectina soluble en los jovenes con obesidad aparentemente sanos,
lo que nos indica el inicio de la activacion endotelial y el mayor riesgo de

presentar de manera temprana eventos cardiovasculares.

Sin embargo, el patréon de sVCAM-1 durante las mediciones fue diferente del
patron anteriormente descrito para las moléculas sICAM-1 y sE-selectina, ya que
no revel6 diferencias significativas, comparado con los valores del grupo de
jévenes con normopeso, a pesar de la persistencia de los valores incrementados
de sICAM-1 y sE-selectina, lo cual podria atribuirse a que sVCAM-1 se expresa
de manera constitutiva en el endotelio y el estimulo de las citocinas

proinflamatorias no tiene suficiente efecto sobre ésta (Lee y Imhof, 2008).

Si bien la edad, el género y grupo étnico son reconocidos en la bibliografia como
factores de riesgo no modificables de enfermedad cardiovascular, la tarea médica
debe enfocarse a prevenir y/o corregir en los jovenes, los factores de riesgo
modificables como obesidad, sedentarismo, alcoholismo, tabaquismo,
hipertension arterial, dislipidemia y diabetes, a través de la educaciéon sanitaria,
nutricion, la actividad fisica y farmacoterapia, para con ello prevenir futuros
eventos cardiovasculares en esta etapa de la vida o en la vida adulta, de esta

forma se puede disminuir a mediano plazo la mortalidad por esta enfermedad.
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Conclusiones:

» El nimero de células endoteliales maduras circulantes (CEMc) fue mayor
en el grupo de jovenes con obesidad.

» Se encontr6 una correlacion positiva entre las CEMc con las células
endoteliales progenitoras y la masa grasa.

» El nimero de CEMc por arriba del tercer tercil se asocié con el incremento
de la adiposidad corporal, colesterol, LDL-c, y por arriba del segundo tercil

con presion alterada y antecedentes de dislipidemia.

» Se encontré6 un incremento en los niveles séricos de ICAM-1 y de E-

Selectina en los jovenes con obesidad.

» El aumento de los niveles de sICAM-1 esta asociado con colesterol, LDL-c
y obesidad abdominal, y se incrementan a medida de que las alteraciones

metabdlicas se manifiestan en conjunto.

» El aumento en el numero de CEMc y de los niveles de sICAM-1 se
relacionan con la obesidad y la presencia de alteraciones metabdlicas por
lo que pueden ser considerados como factores predictores de la disfuncion

endotelial.

‘Q.;”E gj mrne‘z ﬁenite.z Citfafﬁ 2 4



“Marcadores de disfuncion endotelial asociados con riesgo cardiovascular en jévenes con obesidad y peso normal”

ANEXO1

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO

UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

LABORATORIO DE INVESTIGACION EN OBESIDAD Y DIABETES

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROYECTOS DE INVESTIGACION

Chilpancingo de los Bravo, Guerrero.

Por medio del presente autorizo que acepto participar en el proyecto de
investigacion titulado “Marcadores de disfuncion endotelial asociados con
riesgo cardiovascular en jévenes con obesidad y normopeso”

El objetivo del estudio es evaluar las concentraciones séricas de glucosa,
colesterol, triglicéridos, vy lipoproteinas, del cual se me ha explicado que mi
participacion consiste en dejar que se me tome una muestra sanguinea y
contestar una encuesta. Declaro que se me informé de los posibles riesgos,
molestias y beneficios derivados de mi participacién en el estudio. El investigador
se ha comprometido a responder a cualquier pregunta, a aclarar cualquier duda
gue pueda surgir a cerca de los procedimientos que se llevaran a cabo o cualquier
otro asunto relacionado con la investigacién. Como también me da la seguridad
de que no me identificara en las presentaciones o publicaciones que se deriven
de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados
en forma confidencial, también se ha comprometido a proporcionarme la
informacion actualizada durante el estudio.

Nombre y firma del paciente:

Nombre y firma del entrevistador:
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

Laboratorio de Investigacion en Obesidad y Diabetes

Proyecto de:

“Marcadores de disfuncién endotelial asociados con riesgo
cardiovascular en jovenes con obesidad y normopeso”

ENCUESTA

Fecha / / Folio:

A. Datos generales.

Nombre: Edad: anos Sexo: F |:| M|:|

Fecha de Nacimiento / / Lugar de
Nacimiento:

Domicilio actual:

Calle, No. Colonia, Ciudad

Teléfono: Casa Cel.

Ocupacion: Unidad Académica

Estado Civil: [] 0.Soltero[[11.Casado[] 2.Union Libre [] 3.Divorciado [] 4.Viudo

Escolaridad:[] Licenciatura [] Maestria [] Doctorado

NUmero de hermanos Ubicacion en la familia Hijos

B. Datos Socioeconémicos.

1. Localidad L0 0. Rural (0 1. Urbana
2. Su casaes:[] 0. Propia [0 1.Rentadal] 2. Prestada
3. ¢ Cuantas personas habitan la casa? [1 0.1-3[1 1.4-6 []1 2. Mas de 6

4.- ;Su vivienda cuenta con? Si No Cuentacon: Si No
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Electricidad [O O Teléfono [ [
Drenaje [ [J Televisor [1 [
Aguapotable [] [0 Cocinacongas [ [
Automévil T 0

5. Usted se considera de nivel socieconémico? [J 0. Bajo [] 1. Medio [] 2. Alto

C. Habitos.

6. ¢ Fuma actualmente? 0. (NO) 1. (SI)

7. No. de cigarros al dia. L1 0) Ninguno (J1) <3 O2)De 3 a5 [03)>de5
8. ¢Alasemana?

9. ¢ A qué edad empez6 a fumar? afnos.

10. ¢Ingiere bebidas alcohdlicas? 0. (NO) 1. (S))
11. ¢ Cuéantas veces a la semana? 0) Ninguna 1)<de3 2)de3a5 3)>deb5

12. ¢ Al mes?

13. ¢ Tipo de bebida?

14. ¢ A qué edad empez0 a ingerir bebidas alcoholicas? afnos.
15. ¢ Realiza ejercicio?.J0.NO [11.SI Tiempo al dia

Veces/semana Tipo de ejercicio:

Intensidad [ 0. Baja [1 1. Moderada [] 2. Alta

16. ¢ Cuantas horas ve televisor?: No. horas/dia No. horas/semana:

D. Habitos alimenticios.

17. ¢ Cuantas comidas consume al dia? ¢Entre comidas?

18. ¢ Cudles? (Desayuno) (Almuerzo) (Comida) (Merienda) (Cena)
19. ;Come en su casa regularmente? (Almuerzo) (Comida) (Cena)

20. Hace cuanto tiempo empez0 a subir de peso

21. Se siente satisfecho con la forma de su cuerpo? [ 0. NO LI 1.SI
22. Como come?[] 0. Poco ] 1. Regular [1 2. Abundante
23. Repite racion en las comidas (plato)?[] 0. NO [ 1.SI

24. Dentro de su dieta alimenticia, sefiale el alimento que consume y con qué
frecuencia lo hace:
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Rara vez Frecuente Siempre

(1-2/semana) (3-5/semana) (> 5/semana)

a. Comida rapida ] ] ]
(pizza, tacos, hamburguesas, Kentucky, etc)

b. Golosinas y frituras [ L] ]
(Dulces, chocolates, sabritas, etc)

c. Frutas y verduras [ [ [
d. Carnes L 1 H
e. Lacteos [ [ ]
f. Refrescos [ [ [

E. Estado emocional.

25. Actualmente cual es su estado de animo?

26. Usted se considera: (Tranquilo) (Alegre) (Nervioso) (Enojén) (Triste)
27. ¢ Padece insomnio? 0. (NO) 1. (SI)
28. ¢ Toma algo para dormir? 0. (NO) ¢, Que? 1. (S))

29. ¢ Cuantas horas acostumbra a dormir?

30. ¢Usted ronca? 0. (NO) 1. (SI)
F. Antecedentes de enfermedades cronicas en la familia.

a bcdefg h

a. Obesidad (Ob) OO0 O0O0O0O0OO0O0O O Mama
b. Diabetes Tipo2 (DM2) OO0 00000 O Papa
c. Diabetes Tipol (DM1) OO0 OOOO0O0O0 O AbuelaMaterna
d. Hipertension Arterial (HA) OO O0O0000 O Abuelo materno
e. Enfermedad Cardiovascular (ECV) [ [0 [ [0 [ OO 0 [0 Abuela paterna
f. Infarto OO O0O0O0OO O Abuelo paterno

g. Artritis reumatoide
h. Enfermedades Hepéaticas

Otra ¢ cual?
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G. Si es de sexo femenino.

31. Tiene un periodo menstrual normal? [] 0. NO [ 1.SI

32. Tiene tratamiento o reemplazo hormonal [J 0.NO [ 1.SI

33. Tiene Dx de Ovario poliquistico. [1 0. NO [0 1.SI

H. Infecciones

34. En los ultimos 15 dias ha sufrido alguna infeccion.[]0.NO [ 1.SI

35. De qué tipo? [Ja. Respiratoria [] b. Estomacal [] c. Epitelial [] d. Bucal
[]e. Tracto Uro-Genital

Otra ¢,Cual?

I. Tratamiento.
36. ¢ Actualmente se encuentra sometido a algun tipo de tratamiento?
[1 0. NOLI 1.SI

37. Para que padecimiento se lo recetaron?

38. Nombre de su medicamento.

J. Antropometria.
39. ¢ Cual fue su peso al nacer? kg
40. Estatura actual (talla): cm

41. Peso actual (kg):

42. IMC:

43. Cintura cm Cadera cm indice C-C

44. Presion arterial  diastélica mmHg sistdlica mmHg
45, Temperatura °C

46. Porcentaje de grasa corporal

47. masa grasa (kg)

NOMBRE Y FIRMA DEL ENCUESTADO(A)

‘Q.;”E gj mrne‘z ﬁenite.z Citfafﬁ 2 9



“Marcadores de disfuncion endotelial asociados con riesgo cardiovascular en jévenes con obesidad y peso normal”

Anexo 3

Kit de ensayo inmunoenzimatico (ELISA) sICAM, sVCAM, sE-selectinay

sSMCP-1 humano (eBioscience)

Principio del método:

El ELISA se basa el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima,

de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica

como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo)

marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la

reaccion antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, sera facilmente

revelada mediante la adicion de un substrato especifico que al actuar la enzima

producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un

espectrofotometro o un colorimetro.

Consta de las siguientes etapas:

© © N o

Diluir las muestras 1:100 en el diluyente de muestras.

Lave las tiras dos veces con buffer de lavado.

Afadir 100 pL diluyente de la muestra, por duplicado, a los pocillos del
estandar excepto a los primeros pocillos.

Pipetear 200 uL de estandar (sICAM-1,sVCAM, sE-selectina y sMCP-1,
respectivamente en cada procedimiento) en los primeros pocillos del
estandar y crear diluciones del estandar que van desde 10 hasta 0,625 ng
/ mL por la transferencia de 100 yL de pocillo a pocillo. Desechar 100 pL
del dltimo pocillo.

Anadir 100 pL diluyente de la muestra, por duplicado, a los pocillos del
blanco.

Afadir 100 uL muestra diluida a los pocillos designados.

Preparar el conjugado-HRP.

Afnadir 50 uL de conjugado de HRP diluido a todos los pocillos.

Cubra las tiras e incubar 2 horas a temperatura ambiente (18 a 25 ° C), se

recomienda que se agite.

10.Preparar la solucion de sustrato TMB unos pocos minutos antes de su uso.

11.Vaciar y lavar la tiras de pocillos 3 veces con buffer de lavado.
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12. Aiadir 100 ml de solucion de sustrato TMB a todos los pocillos, incluyendo

los pocillos de los blanco.
13.Incubar las tiras de pocillos (microplacas) durante 15 minutos a

temperatura ambiente temperatura (18 a 25 ° C).
14. Anadir 100 pL de solucion de paro a todos los pocillos incluidos los pozos

en blanco.

Leer la placa en el espectrofotdmetro, la intensidad de color medida a 450 nm.
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Anexo 4

Citometria de flujo (BD Fasc Canton II)

Principio del método:

La Citometria de Flujo (CMF) es una técnica de andlisis celular multiparamétrico
cuyo fundamento se basa en hacer pasar una suspension de particulas
(generalmente células) alineadas y de una en una por delante de un haz de laser
focalizado. El impacto de cada célula con el rayo de luz produce sefiales que
corresponden a diferentes parametros de la célula y que son recogidos por
distintos detectores. Estos convierten dichas sefiales en sefiales electrénicas que
posteriormente seran digitalizadas para permitir la medida simultdnea de varios
pardmetros en una misma célula. Estos parametros son:

+Parametros relacionados con caracteristicas intrinsecas de la célula, como su
tamafo y la complejidad de su nucleo y citoplasma.
+Parametros relacionados con caracteristicas antigénicas de cada célula
(inmunofenotipo).

+Por lo tanto la CMF es capaz de identificar una célula por medio de sus
caracteristicas antigénicas y/o por sus caracteristicas morfologicas de tamafio y

complejidad.

Reactivos:
o Solucion de lisis para eritrocitos.
o PBS (Phosphate Buffered Saline) SIGMA (P4417-100 TBA).
o EDTA.
o Paraformaldehido.

o Azida de sodio.

*Preparacion del buffer FACS

+5mL de BSA al 10%

+1mL de azida de sodio al 10%

+Se sugiere agregar 4 uL EDTA para evitar la formacion de grumos.
+Aforar a 500mL con PBS 1X.
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*Preparacion del Paraformaldehido.
+0.5 pL de Paraformaldehido.
+Aforar a 50 mL con PBS 1X.

+Calentar para disolver y filtrar

Procedimiento:

1. Por medio de puncién venosa, obtener sangre total; rotular dos tubos de
1.5 mL, tubo 1 CEC y tubo 2 CPE respectivamente, alicuotar 100uL de
sangre en cada uno.

2. Al tubo 1 agregar 5 pL respectivamente de anticuerpo monoclonal para
CD146-PE (BioLagen), CD34-FITC (BioLagen) y CD45-PerCP (BioLagen).

3. En el tubo 2 agregar 5 pL respectivamente de anticuerpo monoclonal
CD34-FITC, (BioLagen), CD133-PE (Miltenyi Biotec) y CD-45-PerCP
(BioLagen).

4. Homogenizar suavemente y dejar incubar 20 min a 4°C un cuarto oscuro.

5. Agregar a los dos tubos 1mL de buffer de lisis de BD (Becton Dickinson),
incubar 10 min a 4°C un cuarto oscuro.

6. Centrifugar durante 5min a 1500 rpm a 12 °C y decantar.

7. Una vez lisado, agregar 500uL de PBS, centrifugar a 1500 rpm a 12 °C y
decantar.

8. Resuspender las células con 500 uL de PBS para introducir en el clitdmetro
y leer.

Célculos:

El citometro genera los resultados de la cuantificacion de las células en
histogramas y distribucion relativa (porcentaje) de acuerdo a la platilla
previamente disefiada para la captura de los datos, en una tabla la cual muestra
el nimero de eventos en total de la poblacién, asi como también los de la

poblacién de interés
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