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Resumen

Introduccion. La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) presenta distintas alteraciones
metabdlicas que favorecen el desarrollo de hiperglucemia. El estado de control
glucémico representa uno de los determinantes de la progresion de la enfermedad,
ya gue la hiperglucemia favorece la activacion de vias relacionadas con el dafio
celular. Entre las células involucradas se encuentran los monocitos clasicos
(CD14+ CD16-), que expresan localmente la enzima convertidora de angiotensina
(ACE), cuya activacion conduce a la generacion de angiotensina Il (Ang 1), la cual
ejerce una respuesta inflamatoria y a su vez, contribuye al estado de inflamacién
cronica de bajo grado caracteristico de la DMT2, que, en conjunto con otras
alteraciones, favorece el desarrollo y progresion de la enfermedad.

Objetivo. Evaluar la expresién y la actividad de la ACE en monocitos clasicos de
individuos sanos y pacientes con DMT2 clasificados segun su control glucémico.
Metodologia. Se realiz6 un estudio observacional, analitico, comparativo y de corte
transversal con tres grupos: individuos sanos y pacientes con DMT?2 clasificados de
acuerdo a su control glucémico. Se evalué el porcentaje de monocitos clasicos
ACE+ por FACS. Posteriormente, los monocitos clasicos se aislaron por separacion
inmunomagnética y se evalud la actividad de ACE mediante la incubacion con
angiotensina | (Ang I), cuantificando la produccién de Ang Il mediante ELISA. Se
determind la expresion génica de ACE, AT1R y MasR mediante RT-qPCR.
Resultados. Los pacientes con DMT2 mostraron un mayor porcentaje de
monocitos clasicos ACE+ (p=0.0306), ademas de un incremento de la actividad de
la enzima, evidenciado por una mayor produccién de Ang Il, principalmente en los
pacientes con DMT2 con control glucémico inadecuado (p=0.0416). Por otro lado,
los pacientes con DMT2 presentaron una disminucion en la expresion génica
relativa de ACE (p=0.0217) y un incremento en la expresion de MasR (p=0.0245);
mientras que la expresion de AT1R no mostro diferencias entre los grupos.
Conclusion. La DMT2 se asocia con un incremento en la participacion del eje
proinflamatorio ACE/Ang Il, asi como la activacion de un mecanismo compensatorio
caracterizado por el incremento de MasR a nivel génico.

Palabras clave: Diabetes Mellitus Tipo 2, Enzima Convertidora de Angiotensina,

Inflamacion, Hiperglucemia.



Abstract

Introduction. Type 2 Diabetes Mellitus is characterized by metabolic alterations,
that promoted the development of chronic hyperglycemia. Glycemic control is one
of the main determinants of disease progression, as prolonged hyperglycemia
promotes the activation of signaling pathways associated with cellular damage and
inflammation. Among the immune cells involved in these processes are classical
monocytes (CD14++ CD16-), wich play a key role due to their migratory capacity
and early participation in the inflammatory response. These cells locally express
Angiotensin-Converting Enzyme (ACE), which catalyzes the conversion of Ang | into
Ang Il. Through activation of its receptor promote a proinflammatory response that
contribute the chronic low grade inflammatory state characteristic of T2D, together
with other metabolic alterations, favor to disease development and progression.
Objective. To evaluate the expression and activity of ACE in classical monocytes
(CD14++, CD16-) from healthy controls and patients with T2D with different levels
of glycemic control.

Methods. A comparative study was conducted including three groups: healthy
individuals and patients with T2D classified according to adequate or inadequate
glycemic control. The percentage of ACE+ classical monocytes was evaluated by
flow cytometry. Classical monocytes were isolated using a Miltenyi Biotec Kit, by
Immunomagnetic separation based in negative selection and ACE functional activity
was assessed by culturing classical monocytes with the Ang | peptide and
subsequently quantifying Ang Il production by ELISA. In addition, the relative gene
expression of ACE, AT1R and MasR was determined by RT-gPCR-

Results. Patients with T2D exhibited increased ACE protein expression, as well as
increased ACE activity, particularly in those with inadequate glycemic control. In
contrast, patients with T2D showed a significant decrease in ACE gene expression
and an increase MasR gene expression.

Conclusion. T2DM is associated with increased to the participation of the
proinflammatory ACE/Ang Il axis, as well as the activation of a compensatory
mechanism characterized by increased MasR gene expression.

Keywords: Type 2 Diabetes Mellitus, Angiotensin-Converting Enzyme,

Inflammation, Hyperglycemia.
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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2), es una enfermedad metabdlica caracterizada
por presentar alteraciones como resistencia a la insulina, alteracion en la secrecion
de esta hormona y aumento en la produccion hepatica de glucosa. Estas
alteraciones favorecen el desarrollo de hiperglucemia cronica, uno de los
principales determinantes del desarrollo y la progresion de la enfermedad, ya que
la exposicion prolongada a concentraciones elevadas de glucosa, favorece la
activacion de vias relacionadas a estrés oxidativo, formacion de productos finales
de glicacién avanzada (AGES) y activacion de vias proinflamatorias (Marcovecchio
et al., 2011a).

Entre las células que participan en este proceso, se encuentran los monocitos, los
cuales se clasifican en tres subpoblaciones diferenciadas por la expresion de los
marcadores CD14 y CD16: monocitos clasicos (CD14++ CD16-), monocitos
intermedios (CD14+ CD16+) y monocitos no clasicos (CD14+ CD16++) (Yang
et al., 2014a). De estas subpoblaciones, los monocitos clasicos son de particular
interés ya que representan alrededor del 80% del total de monocitos circulantes,
constituyen el primer estadio de maduracién y presentan alta capacidad de
migracion hacia tejidos o sitios dafiados,donde pueden llevar a cabo su
diferenciacion a macrofagos tipo 1(Yang et al., 2014b).

Los monocitos clasicos expresan localmente a la Enzima Convertidora de
Angiotensina (ACE), cuya enzima, lleva a cabo la conversién del péptido
Angiotensina | (Ang |) a su forma activa, la Angiotensina Il (Ang Il), conformando el
eje ACE/Ang II/AT1R, uno de los principales ejes efectores del Sistema Renina-
Angiotensina (RAS) que da lugar a la activacion de distintas vias de sefalizacion,
que entre ellas, las involucradas en una respuesta proinflamatoria (Trojanowicz
etal.,, 2014). Asi mismo, la activacion del eje ACE/Ang II/AT1R puede verse
relacionada de manera bidireccional con el estado de inflamacion sistémico de bajo
grado que es caracteristico de la DMT2, el cual, puede promover resistencia a la
insulina mediante la inhibicion de la sefalizacion de su receptor (Tilg & Moschen,
2008); ademas, de la destruccién progresiva de las células beta del pancreas

(Guzméan-Flores & Lépez-Briones, 2012). En conjunto con las alteraciones



metabdlicas previamente descritas, estos mecanismos contribuyen tanto al
desarrollo como a la progresion de la enfermedad.

Diversas investigaciones han demostrado que la activacion del eje ACE/Ang
[I/AT1R se encuentra incrementado en pacientes con DMT2, sin embargo, la mayor
parte de la evidencia disponible proviene de estudios realizados a nivel sistémico,
mientras que existe informacion limitada acerca del comportamiento del RAS en
poblaciones especificas de células inmunitarias y la influencia del estado de control
glucémico. Por lo tanto, en el presente estudio se evaluo la expresion y actividad
de ACE en monocitos clasicos de individuos con DMT2 con distinto control
glucémico, esto con el objetivo de aportar conocimiento que permita comprender
el papel de dicha enzima en las alteraciones inmunometabdlicas asociadas a DMT2

y su control glucémico.

ANTECEDENTES
Generalidades de la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2)

La Diabetes Mellitus Tipo 2 constituye el tipo de diabetes mas prevalente a nivel
mundial. Actualmente, se estima que mas de 580 millones de personas de entre
20y 79 afios padecen algun tipo de diabetes, siendo mas del 90 % de estos casos
correspondientes a DMT2 (International Diabetes Federation, 2025). Estas cifras
consolidan a la DMT2 como un importante problema de salud publica, debido a su
impacto en la morbilidad, la mortalidad, la calidad de vida de los pacientes y la

creciente carga sobre los sistemas de salud a nivel mundial.

La DMT2 ha sido definida como un grupo heterogéneo de trastornos metabdlicos
caracterizados por grados variables de resistencia a la insulina, alteraciones en la
secrecion de esta hormona y un aumento en la produccién hepética de glucosa,
lo que conduce al desarrollo de hiperglucemia crénica (Figura 2). Estas
alteraciones metabolicas constituyen la fisiopatologia de dicha enfermedad y se

encuentran estrechamente relacionadas con su desarrollo y progresion.



Fisiopatologia de la DMT2

En etapas tempranas, la resistencia a la insulina surge como consecuencia de la
interaccion de varios factores genéticos ,ambientales y metabdlicos, dando como
resultado una disminucién en la sensibilidad de los tejidos a esta hormona; sin
embargo, la hiperglucemia, en esta etapa no se manifiesta clinicamente, esto
debido a la activacidbn de mecanismos compensatorios por parte de las células B
del pancreas, que se encargan de incrementar la secrecion de insulina, para

regular y mantener niveles normales de glucosa en sangre.

Conforme la enfermedad progresa, Lcélulas  pierden gradualmente la capacidad
para mantener esta compensacion, presentando disfuncién progresiva y
finalmente sufren apoptosis. La pérdida de masa funcional de estas células,
aunada al incrementando la resistencia a la insulina, favorece un aumento en la
produccion hepatica de glucosa, de esta manera, tales alteraciones llevan al
incremento de los niveles de glucosa en sangre, dando lugar a intolerancia a la
glucosa y posteriormente a hiperglucemia cronica, como se muestra en la Figura
1. (Kasper et al., 2015).
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Figura 1. Cambios metabodlicos ocurridos durante el desarrollo de DMT2. Se
presenta la relacion entre la sensibilidad a la insulina y la secrecion de esta como
mecanismo compensatorio. Conforme disminuye la sensibilidad a la insulina, las
células B del pancreas aumentan la secrecion de dicha hormona para mantener un
estado normoglucémico (NGT, punto A al B). Sin embargo, la actividad
compensatoria resulta insuficiente debido al deterioro de dichas células;
desarrollando, inicialmente, Intolerancia a la Glucosa (IGT, punto C) vy
posteriormente, con el progreso de ello, Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2, punto D).

Adaptado de: Harrison. Principios de Medicina Interna 192 edicion.

Hiperglucemia cronica en la progresion de la DMT2

La exposicion prolongada a un ambiente hiperglucémico, constituye uno de los
principales determinantes de la progresion de la enfermedad, ya que la
hiperglucemia, evaluada clinicamente por el porcentaje de hemoglobina
glicosilada (HbA1c), la cual refleja la exposicion promedio de la sangre a la
glucosa durante los dos a tres meses previos, representa el principal indicador del
estado de control glucémico del paciente. (American Diabetes Association, 2025).
La importancia del control glucémico radica en que la exposicion prolongada a
concentraciones elevadas de glucosa inducen la activacion simultanea de
diversos mecanismos moleculares (Marcovecchio et al., 2011a) 6, entre ellos se
encuentra la via de los polioles, que, como consecuencia a la metabolizacién del
exceso de glucosa, aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Brownlee, 2001; Marcovecchio et al., 2011b). De igual manera, el exceso
de glucosa promueve la formacion de productos finales glicacion avanzada
(AGESs) por medio de la interaccion y la union de glucosa a moléculas funcionales;
los AGEs pueden llegar a acumularse y alterar la estructura y funcién de
biomoléculas, ademas de que pueden llevar a cabo la unién con su receptor,
activando multiples cascadas de sefalizacion intracelular, favoreciendo la
produccion de mediadores proinflamatorios (Mahali et al., 2011; Singh et al., 2001;
Yamagishi et al., 2006). Asimismo, el estado de hiperglucemia induce la activacion

de otras rutas metabdlicas, como la via de la proteina cinasa C (PKC), que
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participa en la regulacién de procesos relacionados con la inflamacion (Brownlee,
2001). En conjunto, estas alteraciones favorecen la presencia de un ambiente
caracterizado por estrés oxidativo e inflamacion crénica, el cual contribuye al
deterioro progresivo de las células beta del pancreas, disminuyendo asi la
cantidad de células funcionales y por lo tanto, la secrecion de insulina, limitando
la captacion de glucosa y, de esta manera, perpetuando el estado de
hiperglucemia (Fu et al., 2017; Park et al., 2014, Poitout & Robertson, 2002; Volpe
et al., 2018).

Inflamacion crénica de bajo grado y su papel en la progresion de la DMT2

Ademas de las alteraciones metabdlicas clasicas, se ha reconocido que la DMT2
se caracteriza por un estado de inflamacion crénica de bajo grado (Fig. 2)
(Cifuentes et al., 2025; Duncan et al., 2003; Hameed et al., 2015; Oguntibeju,
2019; Pradhan etal., 2001). Esto como consecuencia de la hiperglucemia
persistente, la formacion de productos finales de glicacion avanzada (AGES), los
cuales, a su vez, favorecen el estrés oxidativo y la activacion de células del
sistema inmune (Robertson etal.,, 2004). Como sabemos, la inflamacion
corresponde a una respuesta fisioldgica a estimulos dafiinos. Tal respuesta
consiste en una fase inicial desencadenada por la interacciéon de células del
sistema inmunitario y la produccién de mediadores proinflamatorios que amplifican
dicho proceso por medio del reclutamiento celular y la presencia de signos; esto
va seguido de una fase resolutiva principalmente por la produccién de mediadores
pro-resolutivos especializados. Sin embargo, puede presentarse inflamacion
cronica de bajo grado, la cual se refiere a condiciones en las que el proceso
inflamatorio persiste, aunque a baja intensidad, es decir, a un nivel subclinico en
el que no hay signos ni sintomas claros como dolor, aumento de temperatura u
otras alteraciones funcionales; ademas, no hay una fase resolutiva y existe una
activacion sostenida del sistema inmune y la produccion persistente de
mediadores proinflamatorios (Cifuentes et al., 2025; Fakhoury et al., 2022; van de

Vyver, 2023), como interleucina 12 (IL-12) (Luo et al., 2024), el factor de necrosis



tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 6 (IL-6) y la interleucina 1 beta (IL-18), los
cuales se han visto asociados con el desarrollo de resistencia a la insulina y la
presencia de DMT2 (BoOni-Schnetzler & Meier, 2019; Catafio Cafiizales et al.,
2018; Guzman-Flores & Lopez-Briones, 2012; Leon-Pedroza et al., 2015).
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Figura 2. Principales alteraciones metabdlicas e inmunoldgicas presentes en
la fisiopatologia de la Diabetes Mellitus Tipo 2. La DMT2 se caracteriza por
grados variables de resistencia a la insulina, alteracion en la secrecién de insulina,
aumento en la produccion hepatica de glucosa y un estado de inflamacion crénica
de bajo grado. Tales alteraciones, en conjunto, contribuyen al desarrollo y

mantenimiento de la hiperglucemia cronica, favoreciendo el desarrollo y progresiéon



de la enfermedad.

El aumento sostenido de estas citocinas contribuye al establecimiento de un
estado proinflamatorio sistémico, el cual puede activar respuestas inmunes tanto
a nivel periférico como a nivel local. Este ambiente proinflamatorio favorece la
activacion y el reclutamiento de células inmunes en los islotes pancreéticos,
promoviendo una respuesta inflamatoria local que afecta directamente la funcién
de las células beta. Como consecuencia, las células B pancreaticas pueden
presentar alteraciones en la secrecion de insulina, disfuncion y activacion de vias
proapoptoticas, lo que conduce a una disminucion progresiva de la masa funcional
de estas células (Guzman-Flores & Lopez-Briones, 2012). Este mecanismo
inflamatorio contribuye de manera directa al desarrollo de la resistencia a la
insulina y a la disfuncién progresiva de las células beta pancreéticas,
desempefiando un papel clave en la progresion de la enfermedad y en la aparicion
de sus complicaciones (Giacco & Brownlee, 2010; Navarro-Gonzalez & Mora-
Fernandez, 2008).

Participacion de las subpoblaciones de monocitos en la respuesta

inflamatoria

Por lo cual, el estado de inflamacion cronica de bajo grado que se observa en la
DMT2 no solo eleva las citocinas proinflamatorias a nivel sistémico, sino que
también activa a las células del sistema inmune innato, entre ellas, las células de
origen mieloide, como monocitos y macréfagos (Citro et al., 2020). Estas células
que responden a las sefales metabdlicas alteradas, como la hiperglucemia, el
aumento de los acidos grasos y la presencia de los productos de glicacion
avanzada, que actian como los estimulos que promueven inflamacién, al
desencadenar vias de sefializacion intracelular que llevan a la activacion de los
factores de transcripcion como NF-kB y AP-1y como resultado, se da un aumento
en la produccion de citocinas proinflamatorias, de quimiocinas encargadas de
atraer y activar a mas células inmunes, generando un bucle de retroalimentacién

gue mantiene esta inflamacion. (Berbudi et al., 2020; Dludla et al., 2023). Entre las



células de la inmunidad innata que participan en este proceso, se destaca a los
monocitos circulantes, los cuales constituyen una poblacion heterogénea de
alrededor del 10% del total de leucocitos, tal poblacion se clasifica segun la
expresion de CD14, un correceptor de lipopolisacaridos, y de CD16, un receptor
de FCY-IIl (Maruo et al., 2018). A partir de esta clasificacion, se dividen en tres
subpoblaciones: monocitos clasicos (CD14++ CD16-) que constituyen
aproximadamente del 80 al 90%, intermedios (CD14+ CD16+) con un porcentaje
de alrededor del 2-11% y monocitos no clasicos (CD14+ CD16++) que
representan alrededor del 2-8% (Yang et al., 2014a) (Figura 3). Los monocitos
clasicos, son la principal subpoblacién predominante, estos se caracterizan por
expresar altos niveles de CCR2 y CD62L y baja expresion de CX3CR1,
favoreciendo su migracion hacia tejidos inflamados, en donde pueden
diferenciarse a macrofagos tipo 1; ademas, dichas células presentan elevada
capacidad fagocitica y produccion de proteinas antimicrobianas (Yang et al.,
2014b), destacando como una primera linea de respuesta ante infeccién e
inflamacion. Los monocitos clasicos, al abandonar la médula ésea, puede
proceder a madurar progresivamente, dando lugar a los monocitos intermedios y
posteriormente, estos pueden dar origen a los monocitos no clasicos, conocidos
por patrullar la superficie endotelial, participando asi, en la vigilancia inmunoldgica

y la respuesta inflamatoria (Kapellos et al., 2019; Yang et al., 2014c).
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Figura 3. Clasificacion de las subpoblaciones de los monocitos circulantes.
Los monocitos circulantes se clasifican de acuerdo con la expresion de CD14 y
CD16 en monocitos clasicos (CD14++CD16-), intermedios (CD14++CD16+) y no
cldsicos (CD14+CD16++). Los monocitos clasicos representan la subpoblacion
predominante y se caracterizan por una alta expresion de CCR2, lo que favorece
su reclutamiento hacia sitios de inflamacion, donde pueden diferenciarse en células
efectoras segun las sefiales del microambiente tisular. En contraste, los monocitos
no clasicos expresan altos niveles de CX3CRL1 y participan principalmente en la

vigilancia endotelial.

Se han reportado variaciones en la distribucion porcentual de estas
subpoblaciones, en condiciones de enfermedades cronicas; los niveles elevados
de monocitos clasicos e intermedios se han visto asociados con un mayor riesgo
de eventos cardiacos y el desarrollo de aterosclerosis (Rahman, 1989). En la
DMT2, se ha reportado una desregulacion en la cantidad de monocitos CD16+
(Maruo etal., 2018). Sin embargo, la subpoblacibn de monocitos clasicos
representa mas del 80% del total de monocitos circulantes y, como se mencioné
anteriormente, poseen alta capacidad migratoria debido a su alta expresion del
receptor CCR2 (Yang et al., 2014b). En la DMTZ2, se ve favorecido un incremento
de mediadores quimiotacticos como MCP-1 (Chacén et al., 2007; Liu et al., 2012),
el cual, promueve el reclutamiento e infiltracion de monocitos desde la circulacion
hacia los tejidos dafiados (Xu etal., 2003), es decir, estos participan en la
respuesta inflamatoria temprana y de esta manera pueden contribuir a la
inflamacion local. Por lo cual, la activacion o alteraciones funcionales de estas

células, podrian contribuir al establecimiento de inflamacién cronica de bajo grado.

Deterioro de las células beta del pancreas mediado por inflamacion

A nivel local, en el pancreas, este ambiente proinflamatorio dafia la integridad y la
funcionalidad de las células beta, debido a la exposicion continua a citocinas como
TNF-a, IL-18 e IL-6, provocando estrés celular, dafio mitocondrial y la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS); que promueven la disfuncién de dichas

células y a la activacién de vias proapoptoticas, contribuyendo a la pérdida de



masa funcional de estas células, llevando a una secrecion de insulina inadecuada
(Barthson etal., 2011; Dludla etal., 2023), que resultard en el progreso y
desarrollo de DMT2. Ademas, las citocinas proinflamatorias que producen las
células mieloides no solo promueven el desarrollo de la enfermedad afectando
directamente a las células beta, sino que también alteran la sefial del receptor de
insulina, el cual, en condiciones normales, la insulina interactda con su receptor,
induciendo autofosforilacion y la activacion de proteinas IRS que activan
principalmente la via PI3K—Akt, la cual resulta en la translocacion de Glut 4 a la
membrana plasmatica en musculo y tejido adiposo, llevando a cabo el ingreso de
glucosa al interior de la célula (Tilg & Moschen, 2008). Sin embargo, las citocinas
proinflamatorias alteran la sefializacion de este receptor, a través de la activacion
de vias como JNK, IKKB y STATS3; provocando cambios en la traduccion de
proteinas, inhibiendo la capacidad de la sefial de la insulina para transmitirse,
contribuyendo a la resistencia a la insulina, lo que es uno de los principales
problemas en la DMT2. En conjunto, estos procesos que se ven alterados, indican
que la DMT2 es una enfermedad en la que contribuyen distintas alteraciones tanto
metabdlicas como inmunoldgicas y de disfuncién celular, en las que se ven

implicadas células del sistema inmunitario.

Sistema Renina Angiotensinay su accién inmunomoduladora

De igual forma, se ha descrito en la DMT2, la desregulacion de sistemas
fisiol6gicos como el Sistema Renina Angiotensina (Lieberman & Sastre, 1980; Wu
et al., 2000). El cual consiste en un eje fisiol6gico, compuesto por distintas
enzimas, sustratos y receptores, como se muestra en la figura 4. A nivel
sistémico, participan principalmente en la regulacion de la presién arterial. Sin
embargo, ademas de su accién sistémica, se expresan localmente en gran
variedad de tejidos y células, incluyendo a células del sistema inmunitario, en
donde es objeto de estudio por su accion inmunomoduladora (Lapteva et al., 2001,
Okamura etal., 1999). Primordialmente, destaca la accién de la Enzima
Convertidora de Angiotensina (ACE), la cual es una carboxipeptidasa encargada
de hidrolizar gran variedad de péptidos (Semis et al.,, 2019), en este sistema,

principalmente a la Ang |, el cual consiste en un decapeptido inactivo que al
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hidrolizar a su extremo carboxiterminal por medio de la ACE, se convierte a su
forma activa, la Ang Il, un octapéptido capaz de ejercer multiples efectos
biolégicos a través de la activacion de sus receptores como Receptor de
Angiotensina Il Tipo | (AT1R) y Receptor de Angiotensina Il Tipo Il (AT2R), los
cuales son miembros de la superfamilia de receptor acoplados a proteinas G de
siete dominios transmembrana. Dichos receptores ejercen acciones distintas y
contrarrestantes tras su interaccion con la Ang Il, AT1R se conoce por su accion
vasoconstrictora y proinflmatoria, mientras que AT2R lleva a cabo funcion
vasodiltatadora, antifibrotica y antiinflamatoria. Ambos receptores tienen gran
afinidad por la Ang IlI, sin embargo, AT2R se expresa mayormente en tejido fetal
y en desarrollo y disminuye su expresion en la edad adulta, conservandose en
niveles bajos en tejidos como la médula suprarrenal, Utero, ovario, endotelio
vascular y cerebro (Steckelings et al., 2005); mientras que AT1R se expresa
ampliamente en la mayoria de tejidos del organismo, principalmente en érganos
del sistema cardiovascular, riflones, glandulas suprarrenales, sistema nervioso,
pulmones e incluso células del sistema inmunitario; manteniendo su expresion con
el paso del tiempo y el desarrollo del organismo. (Allen et al., 1999).
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Figura 4. Principales ejes del Sistema Renina Angiotensina (RAS). El
decapéptido Angiotensina | (Ang 1) es hidrolizado por la Enzima Convertidora de
Angiotensina (ACE), a su forma activa, la Angiotensina Il (Ang Il), el cual, a través
de sus receptores como el Receptor de Angiotensina Tipo 1 (AT1R), activa vias de
sefializacion como MAPK, NADH/NADPH, ERK 1/2, entre otras, que promueven
inflamacion, estrés oxidativo, proliferacion celular, etc; mientras que el Receptor de
Angiotensina Tipo 2 (AT2R) promueve una respuesta contraria a los efectos del
AT1R, principalmente por la activacion de fosfatasas como SHP-1, PP2A, MKP-1y
la inhibicion de NF-kB. La Ang Il puede ser hidrolizada por la Enzima Convertidora
de Angiotensina Il (ACE I1), que la convierte a Angiotensina I-VIl (Ang I-VIl), la cual
actia a través del Receptor Mas (MasR), activando mecanismos protectores de

vasodilatacién, antioxidantes y antiinflamatorios.

La expresion de los principales componentes del RAS ha sido estudiada
recientemente, principalmente de ACEL, la cual ha sido evaluada en células del
sistema inmune, asi como en las distintas subpoblaciones monocitarias, ya que,
dichas células, constituyen una poblacion celular del sistema inmune innato que
circula en sangre periférica, desempefiando un papel central en la respuesta
inflamatoria. En dichos estudios, ha destacado una mayor expresién en la
subpoblacién de monocitos clasicos (CD14++ CD16-) tanto a nivel de ARNm
como a nivel proteina, esto en comparacion con las otras subpoblaciones,
correspondientes a monocitos intermedios (CD14+ CD16-) y no clasicos (CD14-
CD16+); de igual forma, se ha visto una mayor conversion de Ang | a Ang Il en
esta subpoblacién, siendo evaluado por medio de un ensayo de actividad
realizado en monocitos obtenidos de individuos sanos (Rutkowska-Zapata et al.,
2015a). Esta expresion diferencial entre las distintas subpoblaciones, los autores
la refieren debido a su rol en la respuesta inflamatoria, ya que los monocitos
clasicos, ademas de ser el primer estadio de maduracion entre estas
subpoblaciones y la méas prevalente, resultan ser altamente migratorios y
fagociticos, ademas de los primeros en actuar en la respuesta inmune. (Mukherjee

et al., 2015; Rutkowska-Zapata et al., 2015a). Esta caracteristica, ademas de su
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mayor proporcion comparada con las otras subpoblaciones, despierta el interés
en la evaluacion de la ACE1 en monocitos clasicos, ya que ademas, se ha
evaluado la actividad de esta enzima, en células mieloides, al ser sobreexpresada,
especificamente en la linea celular THP-1, por medio del pldsmido pcdna 3.1 (-),
el cual contiene la secuencia completa codificante de la ACE, en el estudio
mencionado, se observdé como esta sobreexpresion promovido cambios en su
morfologia y funcién, dando como resultado un fenotipo similar a macréfagos, ya
que por medio de analisis microscopico se observaron células con una morfologia
mas aplanada, irregular y extendida, asi como un aumento en su capacidad de
adhesion, lo cual es un fenotipo similar a macréfagos; (Trojanowicz et al., 2014).
Ademas de los cambios morfoldgicos, la sobreexpresién de ACE se asocio con
cambios en la funcionalidad de las células, mostrado en un aumento en la
secrecion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, por lo tanto, sus datos
sugieren que ACE media una activacion alternativa de macréfagos y puede
promover un fenotipo con propiedades proinflamatorias (Trojanowicz et al., 2014).
Tales efectos, pueden verse relacionados al eje ACE1/ANG2/AT1R, ya que
estudios han demostrado que el tratamiento de células THP-1 con ANG2, resultan
en un estimulo para la diferenciacién celular, observado por un incremento en
marcadores como CD116, asi como de moléculas implicadas en procesos de
adhesidn e interaccion celular como quimiotaxis y fagocitosis (CD15, CD44, CD33
y CD49f). De igual forma se ha observado un aumento en la expresion de
marcadores proinflamatorios, tales como HLA-DR, TNF-a, CD64, CD11cy CD38.
Este efecto se atribuye a la interaccion de Ang Il con su receptor AT1, ya que, al
utilizar un inhibidor de este, tal efecto no fue llevado a cabo (Barhoumi et al.,
2023). Es por ello, que la interaccién del péptido Ang Il con su receptor AT1, se
destaca dentro del RAS, debido a la relevancia en su respuesta. Ademas, estudios
han demostrado que la interaccion de la Ang Il con el receptor AT1, promueve un
estado proinflamatorio tras la activacion de vias de sefalizacion intracelular, entre
estas, destacan la via de las quinasas activadas por mitogenos (MAPK),
incluyendo p44/42 MAPK (ERK1/2) y p38 MAPK, las cuales participan en la
transduccion de sefiales extracelulares que ejercen una respuesta celular

especifica (Wang etal., 2012), comunmente relacionadas a proliferacion y
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diferenciacion celular; y regulacibn inmune, inflamacion y apoptosis,
respectivamente. Asi como también, esta activacion del receptor AT1, tras el
estimulo con Ang Il como sustrato, resulta en un incremento, significativo, de la
expresion de genes como IL-6 y TNF-q, los cuales son altamente proinflamatorios
(Wang et al., 2012). De igual forma, se ha demostrado que la Ang Il también
participa en la generacion de especies reactivas de oxigeno, como resultado de
la activacion enzimética de NADPH y NADH oxidasa, actuando como segundo
mensajero que pueden generar estrés celular (Griendling et al., 1994), tales
mecanismos podrian contribuir tanto a la activacién celular, como a la
amplificacion de la respuesta inflamatoria en células del sistema inmunitario; lo
cual, al presentarse de manera local, en tejido y células del sistema inmunitario,
puede favorecer el estado proinflamatorio que es caracteristico de la DMT2. En
este contexto, el RAS desempefia un papel relevante en la fisiopatologia de la
DMT2, esto debido a la inhibicion de la sensibilidad a la insulina, en donde se ve
involucrada la activacion de vias de sefializacion como PKC y MAPKSs, resultado
de la interaccién de Ang Il con su receptor AT1 (Hirosumi et al., 2002; Olivares-
Reyes et al., 2009). Contribuyendo al desarrollo de la DMT2, sin embargo, los
estudios mencionados se han centrado en la evaluacién de los componentes del
RAS a nivel sistémico, principalmente mediante la evaluacién de las enzimas,
receptores y/o sustratos en suero; por lo cual, resulta de gran relevancia evaluar
dichas alteraciones a nivel local, principalmente en células del sistema inmunitario,
como la subpoblacion de monocitos clasicos, que, como ya se menciond, estan
estrechamente relacionadas a la respuesta inflamatoria. De este modo, la
evaluacion de la ACE en estas células, nos permitird evaluar y profundizar sobre
las alteraciones metabdlicas que vinculan el RAS con la activacion inmune y el
estado proinflamatorio de bajo grado que es relacionado con el estado de

hiperglucemia en la DMT?2.

JUSTIFICACION

La Diabetes Mellitus Tipo 2, constituye uno de los principales problemas de salud,

ya que representa mas del 90% de los casos de diabetes en general, teniendo
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una prevalencia del 6.28% en la poblacion mundial, y un 18% en poblacién
mexicana; esperando un aumento progresivo de estas cifras en los proximos
afos. La DMT2, se considera una enfermedad cronicodegenerativa, caracterizada
por distintas alteraciones metabdlicas que conllevan al desarrollo y la presencia
de hiperglucemia cronica, la cual representa uno de los principales determinantes
de la progresion y severidad de la enfermedad, debido a la activacion de vias de
sefializacion relacionadas con dafio celular e inflamacion. Otra de las alteraciones
caracteristicas de esta enfermedad, es la inflamacién crénica de bajo grado,
caracterizado por la activacion sostenida de células del sistema inmune, entre
ellas, los monocitos clasicos, una subpoblacion caracterizada por representar
alrededor del 80% del total de monocitos y contar con alta capacidad de migracion
hacia sitios de inflamacién o dafio, por lo cual se destaca su participacion en la
respuesta inflamatoria temprana. En estas células se ha descrito la expresion local
de ACE, cuya activacién da como resultado la producciéon de Ang Il, promoviendo
una respuesta proinflamatoria, que, a su vez, puede contribuir a la inflamacién
cronica de bajo grado que se presenta en la DMT2. Lo cual, en conjunto con las
alteraciones mencionadas, pueden promover el desarrollo y progresion de la
enfermedad. Dado que la intensidad de este estado inflamatorio se ha relacionado
con el grado de hiperglucemia y el control glucémico, resulta relevante evaluar y
determinar las diferencias entre la expresion y actividad de ACE en monocitos
clasicos, considerados una de las principales células efectoras de la inmunidad
innata; esto nos permitira ampliar el conocimiento sobre los mecanismos
inmunometabdlicos involucrados en la DMT2 y el estado de control glucémico de

los pacientes con dicha enfermedad.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe un incremento en la expresion y actividad de la Enzima Convertidora de
Angiotensina (ACE) en monocitos clasicos de pacientes con DMT2 con control
glucémico inadecuado, en comparacion a pacientes con control glucémico

adecuado e individuos sanos?
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HIPOTESIS

En individuos que presentan DMT2, el porcentaje de monocitos clasicos
(CD14'CD167) ACE", la actividad de ACE y la expresion relativa de los genes
ACE, AT1R y MasR presentan alteraciones asociadas con el control glucémico,
siendo estas mayores en sujetos con control glucémico inadecuado en
comparacién con aquellos con control glucémico adecuado. Asimismo, la
expresion génica de ACE y AT1R se asocia positivamente con parametros
bioquimicos y antropométricos relacionados con el estado metabdlico, mientras

que MasR presenta una asociacion negativa con dichos parametros.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la expresion y actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ACE)
en monocitos clasicos (CD14++CD16-) de individuos sanos y de pacientes con

DMT2 con distinto control glucémico.

Objetivos especificos

1. Evaluar el porcentaje de monocitos clasicos que expresan ACE a nivel
proteina, entre individuos sanos y pacientes con DMT2 clasificados de
acuerdo a su control glucémico (adecuado e inadecuado control

glucémico).

2. Determinar la actividad de ACE en cultivos de monocitos clasicos
purificados, de pacientes con DMT2 clasificados de acuerdo a su control

glucémico y en individuos sanos.

3. Cuantificar la expresion génica relativa de los principales componentes del
sistema renina-angiotensina (AT1R, MASR y ACE) a nivel de ARNm en

monocitos clasicos de los tres grupos de estudio ya mencionados.

4. Analizar la correlacién entre la expresion de ACE, AT1R, MasR y niveles

de Ang Il con parametros bioquimicos y antropométricos de los individuos
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de estudio.

MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

Se realizé un estudio observacional, analitico, comparativo y de corte transversal,
derivado de un protocolo de investigacion previamente aprobado por el Comité de
Investigacion y el Comité de Etica en Investigacion del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) bajo el numero de registro: R-2024-3301-033. Se empled
un muestreo no probabilistico por conveniencia, incluyendo a los individuos que
cumplieron con los criterios de inclusion, no presentaron criterios de exclusion y
aceptaron participar mediante la firma del consentimiento informado durante el

periodo de reclutamiento establecido.

Participantes del estudio

Esta investigacion fue aprobada por el comité bioético de la Comisién Nacional de
Investigacion Cientifica del IMSS con namero de registro R-2024-3301-033. Los
participantes de este estudio son pacientes que acuden al Centro de Atencion a la
Diabetes (CADIMSS), en la clinica IMSS Unidad de Medicina Familiar 4, ubicada
en el municipio de Guadalupe, Zacatecas. Contando con la presencia del médico
especialista, que colabor6 con la identificacion de los pacientes que cumplen con
los criterios de seleccion para invitarlos a participar en el proyecto por medio de
donacién de una muestra de sangre. Los individuos fueron catalogados como
pacientes diabéticos con control glucémico adecuado con un valor de HbA1c <
6.5%; y como control glucémico inadecuado a individuos con un valor de HbA1c =
7.0%; segun los criterios de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA). Y como
grupo control, se tomaron personas aparentemente sanas de una edad de entre 30
a 65 afos, sin presencia de enfermedades cronico degenerativas, autoinmunes,
infecciones, sindrome metabdlico, ni prediabetes. Los criterios de exclusién para
este estudio fueron mujeres embarazadas, presencia de procesos infecciosos e

inflamatorios, enfermedades autoinmunes, administracion de Inhibidores de la
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Enzima Convertidora de Angiotensina (IECA) y/o diuréticos; asi como pacientes
con presencia de enfermedades cronicodegenerativas, tales como enfermedad
renal crbonica, neoplasias, enfermedades cardiovasculares, (entre otras
alteraciones capaces de modificar la expresion y actividad del sistema renina-
angiotensina, asi como la funcién y/o activaciéon de células inmunitarias). Se
incluyeron un total de 35 participantes distribuidos en tres grupos: individuos sanos
(n = 12), pacientes con DMT2 y control glucémico adecuado (n = 12) y pacientes
con DMT2 y control glucémico inadecuado (n = 11). Debido a la disponibilidad de
muestra bioldgica y a las caracteristicas técnicas de cada ensayo, el nUmero de
muestras analizadas vario entre las diferentes determinaciones. Para los analisis
de expresion génica por RT-gPCR se incluyeron 21 participantes (8 controles, 7
pacientes con control glucémico adecuado y 6 con control glucémico inadecuado).
A cada patrticipante se le dio a conocer en que consiste el estudio para obtener su
aprobacion y permiso por medio del consentimiento informado para proceder a la

toma de muestra.

Obtencién de la muestra

Posterior a la firma del consentimiento informado, se realiz6 la toma de muestras
de sangre venosa periférica bajo condiciones de asepsia. Los participantes fueron
colocados en posicion cémoda, con el brazo en reposo, para asi poder proceder
a la identificacién de una vena adecuada para la venopuncion. El sitio de puncién
fue desinfectado con alcohol al 70 %, tras lo cual se llevd a cabo la extraccion
sanguinea mediante técnica estdndar. Las muestras se recolectaron en tubos con
anticoagulante heparina para los andlisis experimentales moleculares y en tubos
con EDTA para los analisis clinicos de laboratorio. Al finalizar el procedimiento, se
indicé al participante mantener el brazo en reposo e indicar la presencia de

cualquier molestia.

Examenes de laboratorio

El control glucémico se evalué mediante los porcentajes de HbAlc. Los

pardmetros clinicos requeridos para el analisis de correlacion, tales como glucosa
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en plasma en ayuno (FPG), insulina en ayuno, perfil de lipidos (colesterol total
(tColesterol), colesterol-HDL (cHDL), colesterol LDL (c-LDL) y triglicéridos y
HbAlc, fueron evaluados por un laboratorio de analisis clinicos privado. Dichos
parametros fueron determinados con el propésito de evaluar indices que nos
permitieran complementar la caracterizacion de la poblacion de estudio para llevar
a cabo la correlacion con la expresion de ACE. Utilizando HOMA-IR, para estimar
el grado de resistencia a la insulina; mientras que la funcionalidad de las células
B, se determind a través del HOMA-B, ambos, calculandose a partir de las
concentraciones de glucosa e insulina en ayuno. Adicionalmente, se determiné el
TyG como otro marcador de resistencia a la insulina, calculado a partir de las
concentraciones séricas de triglicéridos y glucosa en ayuno. De igual forma, se
calcul6 el METS-IR, el cual integra la glucosa, triglicéridos, IMC y colesterol HDL,

para determinar resistencia a la insulina.

Tabla 1. indices metabdlicos y antropométricos para evaluar el estado
metabolico de los individuos de estudio.

indice Férmula . Qué evalua?
HOMA-IR HOMA IR — G x1I Grado de resistencia a
(Homeostasis 405 la insulina, mediante
Model la relacion entre la
Assessment of glucosa y la insulina
Insulin en ayuno. (Matthews
Resistance) et al., 1985)
HOMA-B HOMA — § — 3607 Capacidad funcional y
(Homesotasis G — 63 secretora de las
Model células beta  del
Assessment of pancreas en estado
B-cell function) basal. (Matthews
et al., 1985)
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TyG
(Triglyceride-

Glucose Index)

2

TyG = In (M)

Estima indirectamente
la resistencia a la
insulina, mediante la
glucosa y los
triglicéridos en ayuno.

(Kapellos et al., 2019)

METS-IR METS_IR — In(2G +TG) x IMC | Resistencia a la
(Metabolic core In(HDL) insulina y  riesgo
for Insulin cardiometabolico.
Resistance) Incorpora  variables
antropométricas y
lipidicas. (Yoon et al.,
2021)
IMC P I Evalda el grado
e — Feso (ke) -
i [Talla (m)] nutricional y grado de
(Indice de Masa o
adiposidad  corporal
Corporal)
general (WHO Expert
Committee on
Physical Status: the
Use and Interpretation
of Anthropometry,
1995)
ICC CC Distribucion de
ICC = .
CCa adiposidad  central

(indice Cintura-
Cadera)

(Waist Circumference
and Waist-Hip Ratio,
2011)
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G = glucosa en ayuno (mg/dL) IMC = indice de Masa Corporal (kg/m?)
| = Insulina en ayuno (uU/mL) CC= Circunferencia de la cintura (cm)
TG = Triglicéridos (mg/dL) CCa= Circunferencia de la cadera (cm)
HDL = colesterol HDL (mg/dL)

Evaluacion del porcentaje de monocitos clasicos ACE+

Para determinar el porcentaje de monocitos que expresan ACE a nivel proteico,
se realizé la tincidn en sangre completa, previa a la lisis de eritrocitos, para obtener
la fraccion leucocitaria y mantener la integridad celular para el marcaje con
anticuerpos. La lisis de eritrocitos se llevo a cabo con el buffer 10X RBC Lysis
Buffer (Multi-species) (eBioscience), el cual permite la eliminacion selectiva de los
eritrocitos sin afectar de manera significativa a los leucocitos. Brevemente, las
muestras de sangre fueron diluidas en una proporcion 1:1 con PBS.
Posteriormente, se adiciond buffer de lisis y las muestras se mezclaron
suavemente e incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente, protegidas
de la luz directa. Una vez completada la lisis, las células fueron lavadas con PBS
y centrifugadas a 500 g durante 5 minutos; el sobrenadante fue descartado y el
pellet celular se resuspendio en el volumen adecuado de PBS para la tinciébn con
anticuerpos monoclonales especificos: CD14-APC, CD16-PE-Cy7 y ACE-PE. La
combinacion de los marcadores CD14 y CD16 permitio la identificacion de las tres
subpoblaciones de monocitos: clasicos (CD14++CD16-), intermedios
(CD14++CD16+) y no clasicos (CD14+CD16++) en el analisis de datos. Se realizd
la inmunotincién mediante la adicién de 1 pL de anticuerpo anti-CD14 conjugado
con Aloficocianina (APC) (BD™) por cada 1x10° células, 1 yL de anti-CD16
conjugado con Ficoeritrina-Cianina 7 (PE-Cy7) (BD™) por cada 1x10°células y 1
uL de anticuerpo anti-ACE conjugado con Ficoeritrina (PE) (eBioscience) por cada
1x10° células en la muestra. Las muestras fueron mezcladas e incubadas durante
30 minutos a 4 °C, en condiciones de oscuridad. Una vez finalizada la incubacion,
las células fueron lavadas con 1 mL de PBS y centrifugadas a 200 g durante 10
minutos para eliminar el exceso de anticuerpos no unidos. El sobrenadante fue
deshechado y el pellet celular se resuspendié en 200 uL de PBS para su posterior
adquisicion en un citometro de flujo modelo FACS Canto Il. Los resultados sobre
la expresion de ACE se reportaron como el porcentaje de monocitos clasicos ACE



positivos (% ACE+), mientras que la cantidad de ACE expresada por célula se
evalu6 mediante la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF), reportado como
(IMF).

Obtencion de células mononucleares (PBMCs) de sangre venosa periférica

La sangre venosa periférica obtenida de cada individuo fue diluida en una
proporcién 1:1 con PBS y cuidadosamente colocada sobre 3 mL de Ficoll-
Histopaque 1077 (Sigma Aldrich). Posteriormente, se centrifugaron a 2500 rpm
durante 20 minutos. Tras la centrifugacion, se recupero la capa correspondiente a
las células mononucleares, las cuales fueron lavadas con PBS, centrifugando a
1500 rpm durante 5 minutos. Se realiz6 un conteo celular en una camara de
Neubauer utilizando el colorante azul de tripano, para determinar el nimero y
viabilidad de las PBMCs.

Purificacion de monocitos clasicos

Para la evaluacion de la actividad de la ACE y de su expresion a nivel de ARNm
en la subpoblacion monocitica de interés, se realiz6 la purificacion de monocitos
clasicos (CD14++CD16-) por medio de un sistema de separacion
inmunomagnética por seleccion negativa con el kit Classical Monocyte Isolation,
human (Miltenyi Biotec). Se realiz6 a partir de PBMCs obtenidas mediante
gradiente de densidad. Para la purificacibn de monocitos clasicos, el pellet de
PBMCs fue resuspendido en buffer MACS (30 pyL por cada 1 x 107 células).
Posteriormente, se adicionaron 10 pL de reactivo bloqueador de receptores Fc
(FcR blocking reagent) y 10 pL del coctel de anticuerpos especificos para células
no deseadas, seguido de una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se agregaron 30 pL de buffer MACS y 20 pyL de microperlas
magnéticas anti-biotina, incubando nuevamente durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Una vez completado el marcaje, las células fueron resuspendidas en
500 pL de buffer MACS vy transferidas a una columna LS previamente colocada
en un campo magnético y enjuagada con 3 mL de buffer MACS. El flujo eluido,

correspondiente a los monocitos clasicos no marcados, fue recolectado en un tubo
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limpio. Finalmente, las células purificadas fueron lavadas mediante centrifugacion
a 1500 rpm durante 10 minutos y resuspendidas en el volumen adecuado para
llevar a cabo el conteo y determinar viabilidad celular, para su posterior uso en los
ensayos de actividad enzimética y analisis de expresion génica.

Evaluacion de la actividad de la ACE en monocitos clasicos por medio de

cultivo celular con Ang |

Para determinar la actividad de ACE, se llevo a cabo un cultivo de monocitos
clasicos ya purificados mediante separacion magnética, en el que se sembraron
2x10° células por pozo, para cada condicion, en placas de 48 pozos.
Posteriormente, se afiadié el sustrato Ang | human acetate hydrate (Sigma
Aldrich) a una concentracion final de 1 pM, la cual garantiza el suministro
constante del sustrato al sistema durante el experimento de conversion del
octapéptido Ang | a Ang Il (Rutkowska-Zapata et al., 2015b). Las células fueron
incubadas nuevamente a 37 °C durante 20 minutos en incubadora. De este modo,
si ACE se encuentra activa, la Ang | es convertida en Ang Il, la cual fue liberada
al sobrenadante del cultivo. Una vez concluido el tiempo de incubacion, el
sobrenadante fue recuperado y centrifugado para su posterior obtencion y
almacenamiento a —80 °C hasta su posterior analisis, el cual, se realizé mediante
un ensayo con el Human Angiotensin Il ELISA Kit, siguiendo las indicaciones y
especificaciones dadas por el fabricante del kit para cuantificar la Ang Il producida
por la ACE a través del cultivo con Ang I. La cantidad de Ang Il producida, se

reporté en picogramos por mililitro (pg/ml).

Evaluacion de la expresion génica relativa de los principales componentes
del RAS

La expresién relativa de los genes ACE, AT1R y MasR se evalu6 en monocitos
clasicos previamente purificados mediante RT-gPCR. Para ello, el ARN total fue
extraido utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen, Valencia, CA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente, el ARN purificado fue retrotranscrito
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a cDNA empleando el kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen). Las

reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador LightCycler 480
(Roche, Inc., USA), utilizando Power SYBR Green PCR Master Mix (Life
Technologies) como sistema de deteccidn fluorescente. Los primers especificos

para cada uno de los genes de interés fueron disefiados mediante la plataforma

Integrated DNA Technologies (IDT) y se muestran en la Tabla. Los resultados se

expresaron como niveles relativos de expresion génica utilizando el método 27-

AACt, utilizando B-actina como gen de referencia para la normalizacion y tomando

como referencia la expresion del grupo control.

Tabla 2. Secuencias de los primers utilizados para el analisis de expresion

génica mediante RT-qPCR.

Primers

Secuencia

ACE

Forward
GGTGGTGTGGAACGAGTATG (Sense).
Reverse
CAGGGTGTGGTTGGCTATTT (AntiSense).

ATIR

Forward
GGAAACAGCTTGGTGGTGATAG (Sense).
Reverse

GCATAAGTCAGCCAGTGCTAAA (AntiSense).

MasR

Forward
GTGACTGATGGAGATGGAGATG (Sense).

Reverse

AATTCTAGGGATGCCCGTAAAG (AntiSense).

23



Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando una prueba de Shapiro-Wilk para
evaluar la normalidad de los datos. Se utilizdé la prueba Kruskal Wallis para
comparar las diferencias entre los tres grupos estudiados y U de Mann Whitney
para llevar a cabo comparaciones entre dos grupos. El andlisis estadistico se
realizé utilizando el software de GraphPad Prism 8.0.1. Considerando como
significativo, un valor p < 0,05. De igual forma, para determinar la asociacién entre
los porcentajes de monocitos clasicos ACE+ y la expresién génica con los
parametros bioquimicos y antropométricos se llevé a cabo mediante andlisis de

correlacion de Spearman utilizando el softaware RStudio Version 2026.06.0+242.
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RESULTADOS

Caracteristicas bioquimicas y antropométricas de los individuos de estudio

En este estudio, se incluyé la participacion de 14 individuos sanos que
conformaron el grupo control, y 19 individuos con diagnéstico de DMT2, los cuales
se clasificaron en dos grupos: buen control glucémico (HbA1c <7.0%) y pobre
control glucémico (HbA1c =7.0%), tomando en cuenta los criterios de la ADA,
basandonos en el valor de HbAlc de cada individuo. Dichos grupos, estan
conformados por 20 individuos de sexo femenino y 13 de sexo masculino, con una
edad media de entre 55 y 56 afios en los grupos de DMT2 y de 45 en los individuos
control, observando diferencia significativa entre los grupos con un valor p=
0.0147. Por el contrario, variables antropométricas como el peso, IMC,
circunferencia de cintura, circunferencia de cadera e ICC, no mostraron
diferencias significativas. Respecto a los parametros relacionados con el
metabolismo de la glucosa, se observo diferencia significativa en los niveles de
glucosa en ayuno (p=0.0004), insulina sérica (p<0.0001), METS-IR (p=0.0257),
indice TyG (p=0.0172) y HbAlc (p<0.0001), confirmando la clasificacién de los
pacientes de acuerdo a su estado de control glucémico. Por otra parte, dentro del
perfil lipidico solo se observaron diferencias significativas en los niveles de
colesterol total (p<0.0001), siendo ligeramente menores en los grupos de
pacientes con DMT2 en comparacion con el grupo control. Tales parametros se

muestran en la tabla 1.
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Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas y antropométricas de los individuos de
los grupos de estudio

Variable Grupo control DMT2 DMT2
Control glucémico  Control glucémico p
adecuado inadecuado
Edad (afos) 45.07 £ 11.15 56.42 £ 9.356 55.91 £ 7.395 0.0147
Peso (kg) 80.41 + 15.97 79.46 + 9.213 80.98 + 12.91 0.9071
Talla (m) 1.690 + 0.1024 1.624 + 0.1306  1.649 +0.08336 0.2712
IMC (kg/m?) 27.94 + 3.930 30.22 +2.732 29.97+5.865  0.2833
Circunferencia
de cintura (cm) 98.86 + 14.97 98.75 + 7.593 105.7 + 11.55 0.3908
Circunferencia
de cadera (cm) 106.2 +11.03 108.0 = 7.350 112.9 + 10.95 0.1903
ICC 0.9274 £ 0.07222 0.9152 + 0.05881 0.9367 + 0.05672 0.7853
Glucosa en ayuno
(mg/dl) 86.86 + 6.222 99.44 + 11.68 127.0 + 37.65 0.0004
Insulina sérica
(ui/mly 14.09 + 8.378 20.70 + 15.40 15.03 + 8.807 <0.0001
HOMA-IR 3.054 + 1.964 5.327 £ 4.639 4712 £ 2.991 0.2501
HOMA-B 222.9+130.5 199.5+106.1 1251+ 1111 0.0715
METS-IR 41.07 £6.421 4544 + 4,712 47.30 £ 8.894 0.0257
Triglicéridos (mg/dl) ~ 170.3 + 22.11 172.4 + 33.59 180.0 +40.73  0.7178
Colesterol HDL (mg/dl) 54.03 + 7.868 51.98 + 8.023 46.95 + 8.781 0.1133
Colesterol total (mg/dl) 164.4 + 23.43 161.1 + 32.11 157.0 £ 27.99 <0.0001
Colesterol vLDL (mg/dl)34.06 + 4.423 34.47 £6.719 36.00 + 8.146 0.7178
Colesterol LDL (mg/dl) 76.29 + 20.18 74.61 + 26.64 74.05 £ 24,51 0.5428
indice TyG 8.899 + 0.1445 9.034 + 0.2020 9.281 £ 0.4552 0.0172
HbAlc (%) 5.242 + 0.5157 6.227 + 0.5125 8.719 + 1.401 <0.0001




Estrategia de gate para la identificacion de las distintas subpoblaciones de

monocitos.

Se realizo la siguiente estrategia de gate, con el objetivo de identificar las distintas
subpoblaciones monocitarias para llevar a cabo su correcto analisis, para esto,
inicialmente se eliminaron dobletes celulares con ayuda de un dotplot basado en
los pardmetros de FSC-A (area) y FSC-H (altura) (Fig. 5a), permitiendo
seleccionar Uunicamente los eventos que se presentaban de manera individual.
Posteriormente, se identificaron a los monocitos por los parametros de area y
complejidad, correspondientes a FSC y SSC, excluyendo a las demas poblaciones
presentes (Fig. 5b). Finalmente, las subpoblaciones monociticas fueron
delimitadas por su distinta expresiéon de los marcadores CD14 y CD16,
observando la subpoblacion correspondiente a monocitos clasicos CD14+ CD16.
(Fig. 5c), para determinar la expresion y la Intensidad Media de Fluorescencia de
ACE en monaocitos clasicos (Fig. 5d).
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Figura 5. Estrategia de gate para la identificacion de los monocitos clasicos y
la evaluacion en la expresion de ACE. a) Seleccion de células singletes, basado
en parametros de FSC-H y FSC-A, para llevar a cabo la exclusién de agregados
celulares. b) Delimitacion de la poblacion de monocitos, basado en parametros de
tamafio y complejidad, FSC-A y SSC-A, correspondientemente. c) Identificacion de
la poblacion de monocitos clasicos por la expresion de marcadores CD14 y CD16,
utilizando los anticuerpos anti CD14 conjugado con APC y anti CD16 conjugado
con PE-Cy7. d) Evaluacién de la expresion de ACE por medio de un histograma de
fluorescencia, a partir del cual se determin6 el porcentaje de monocitos clasicos

ACE+ y la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF), utilizando anti ACE conjugado
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con PE.

Distribucion porcentual de la subpoblacién monocitica clasica

(CD14+CD16-) en pacientes con DMT2, con control glucémico adecuado y

control glucémico inadecuado e individuos control.

Se evaluo el porcentaje de células CD14+ CD16- en individuos del grupo control,

DMT2 con adecuado control glucémico y DMT2 con inadecuado control glucémico

(Fig. 6). Los monocitos clasicos CD14+ CD16-, resultan ser la subpoblacion

celular predominante en los tres grupos, sin embargo, se observa una tendencia

la disminucion en los pacientes con DMT2, siendo menor estadisticamente

significativa en el grupo de DMT2 con respecto al grupo control (p<0.0073) (Fig.

6a); de igual forma se observd una disminucion significativa en el grupo de DMT2

con inadecuado control glucémico (p< 0.0156), al llevar a cabo la comparacién

con el grupo control (Fig. 6b).
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Figura 6. Comparacion del porcentaje de monocitos clasicos CD14+ CD16-. a)

Distribucion del porcentaje de monocitos clasicos en el grupo control y el grupo de
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sujetos con DMT2. b) Porcentaje de monocitos clasicos en sujetos control,
pacientes con DMT2 con Control Glucémico Adecuado (DMT2 CGA) y pacientes
con DMT2 con Control Glucémico Inadecuado (DMT2 CGl). Los datos se presentan
como media = DE, mostrando diferencia significativa en la cantidad porcentual de
la subpoblacién correspondiente a monocitos clasicos entre el grupo control y el
grupo de pacientes con DMT2 (p< 0.0073). Se observa una disminucion
significativa entre el grupo control y el grupo de sujetos con DMT2 con control
glucémico inadecuado (p< 0.0156); esto al realizar una prueba estadistica de anova

de una via, tomando como valor significativo p< 0.05.

Porcentaje de monocitos clasicos ACE+ en pacientes con DMT2 con buen

control glucémico, pobre control glucémico e individuos control.

Para evaluar la expresion de ACE en monocitos clasicos, se determind el
porcentaje de células positivas mediante citometria de flujo, obteniendo un
incremento en ambos grupos de DMT2, en comparacién con el grupo control (Fig.
7b), siendo significativamente mayor (p< 0.0306) en el grupo de individuos con
DMT2 cuando lo comparamos solo con el grupo control (Fig. 7a).
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Figura 7. Porcentaje de monocitos CD14+ CD16- ACE+ de individuos control
y pacientes con DMT2. a) Se muestra la comparacion entre la expresion de ACE
en los grupos de individuos control, sujetos con DMT2 con control glucémico
adecuado (DMT2 CGA) y sujetos con DMT2 con control glucémico inadecuado
(DMT2 CGI). b) Comparacion de la expresion de ACE en individuos control y
sujetos con DMT2. Los datos se presentan con la mediana como medida de
tendencia central y con rangos intercuartilicos como medida de dispersiéon. La
comparacion entre los tres grupos se realiz6 por la prueba de Kruskal-Wallis y para
la comparacién entre dos grupos se utilizé la prueba U de Mann-Whitney; tomando

como valor significativo p<0.05.

Intensidad Media de Fluorescencia de ACE de monocitos clasicos de

individuos control y sujetos con DMT2.

Para determinar la variacion en la expresion de ACE por célula, se realizdé una
evaluacion de la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de ACE en la
subpoblacién de monocitos claslcos en sujetos control y sujetos con DMT2. Se
observa una tendencia al incremento en los grupos de sujetos con DMT2 en
comparacioén con el grupo control (Fig. 8), sin embargo, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre estas comparaciones.
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Figura 8. Intensidad Media de Fluorescencia de ACE en monocitos clasicos
de individuos control y pacientes con DMT2. a) Comparaciéon de la IMF de ACE
en individuos control y sujetos con DMT2. (p= 0.0699) b) Se muestra la
comparacion entre la IMF de ACE en los grupos de individuos control, sujetos con
DMT2 con control glucémico adecuado (DMT2 CGA) y sujetos con DMT2 con
control glucémico inadecuado (DMT2 CGlI) (p=0.1875). Los datos se presentan con
la mediana como medida de tendencia central y con rangos intercuartilicos como
medida de dispersiéon. La comparacién entre los tres grupos se realiz6 por la prueba
de Kruskal-Wallis y para las comparaciones entre dos grupos se utilizo la prueba U
de Mann-Whitney.

Actividad enzimatica de ACE de monocitos clasicos determinada mediante
la produccion de ANG II.

Se estim0 la actividad enzimatica de ACE por medio de la cuantificacion de Ang Il
presente en los sobrenadantes de un cultivo celular de monocitos clasicos
incubados con el péptido Ang | como sustrato de dicha enzima, la produccion de
Ang Il nos indica la actividad de ACE al hidrolizar Ang | a Ang Il. Se observa una
tendencia al incremento en la produccion de Ang Il en los grupos de pacientes con
DMT2, siendo significativamente mayor en el grupo de DMT2, conjunto, en
comparaciéon con el grupo de individuos control (Fig. 9a) (p<0.0320). Ademas,
existe un incremento significativo al comparar los tres grupos de estudio
(p<0.0416) (Fig. 9b).
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Figura 9. Actividad de ACE determinada por la conversion de Ang | a Ang I

en cultivo de monocitos clasicos. Cultivo de monocitos clasicos con Ang |
como sustrato y Ang Il como producto, cuantificado por ELISA. a)
Comparacion de la produccion de Ang Il de la ACE presente en monocitos clésicos
de pacientes con DMT2 en comparacién con individuos control, con un incremento
en el grupo de DMT2. b) Se muestra la comparacion entre la concentracion de Ang
Il producida por la ACE presente en los monocitos clasicos de pacientes con DMT2
con control glucémico inadecuado, pacientes con DMT2 con control glucémico
inadecuado e individuos control. Los datos se presentan con la mediana como
medida de tendencia central y con rangos intercuartilicos como medida de
dispersion. La comparacion entre los tres grupos se realizd por la prueba de
Kruskal-Wallis y para las comparaciones entre dos grupos se utilizé la prueba U de

Mann-Whitney; tomando como valor significativo p<0.05.

Expresion relativa de los genes ACE, AT1R y MasR en monocitos clasicos

de sujetos con DMT2 con distinto control glucémico e individuos control.

Con el propésito de completar la evaluacién en la expresion, se determind la
expresion génica para identificar posibles alteraciones a nivel transcripcional. Se

evalud la expresion relativa de los genes ACE, AT1R Y MasR en monocitos
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clasicos, esto mediante RT-qPCR y expresado de manera relativa utilizando el
meétodo 2"*-AACt, utilizando -actina como gen de referencia para la normalizacion
y tomando como referencia la expresion del grupo control. Posteriormente, se
compard la expresion génica entre individuos sanos (grupo control) y pacientes
con DMT2. Los genes seleccionados para su evaluacidon, representan
componentes clave de los principales ejes del sistema renina-angiotensina; ACE
codifica la enzima convertidora de angiotensina 1, la cual es responsable de la
produccion de Ang Il, que tiene como receptor a AT1R, el cual es codificado por
el gen AT1R, llevando a cabo una respuesta proinflamatoria, sin embargo, la Ang
Il puede ser degradada a Ang I-VII, que tiene como receptor a MasR, codificado
por el gen MasR.

Expresion génica relativa de ACE

Al comparar la expresion relativa de ACE entre los tres grupos de estudio, se
identific6 una disminucién significativa de la expresién de ACE en el grupo de
DMT2 con control glucémico adecuado con respecto al grupo control (p<0.0217)
(Fig. 10b). Por otra parte, la comparacion entre el grupo control y el grupo de
DMT2 en conjunto, mostrd diferencias significativas (p<0.0067) (Fig. 10a). Estos
resultados sugieren que la DMT2 se asocia con una disminucion de ACE a nivel
transcripcional.
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Figura 10. Expresion génica relativa de ACE en monocitos clasicos de
individuos sanos y pacientes con DMT2. La expresion génica de ACE se
determind mediante RT-qPCR y se normaliz6 usando B-actina como gen de
referencia. a) Comparacion de la expresion génica entre el grupo de individuos
control y el grupo de pacientes con DMT2. b) Comparacion de la expresion entre el
grupo control, pacientes con DMT2 con control glucémico adecuado (DMT2-CGA)
y pacientes con DMT2 con control glucémico inadecuado (DMT2-CGl). Los datos
en los gréficos se presentan como mediana y rango intercuartilico; cada punto
representa un individuo. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante la
prueba de U de Mann-Whitney para comparar dos grupos y la prueba de Kruskal-

Wallis para tres grupos; tomando como valor significativo p<0.05.

Expresion génica de AT1R

La expresion relativa del gen AT1R no mostré diferencias significativas en la

comparacion entre los grupos evaluados (Fig. 11).
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Figura 11. Expresion génica relativa de AT1R en monocitos clasicos de
individuos sanos y pacientes con DMT2. La expresion génica de ACE se
determind mediante RT-qPCR y se normaliz6 usando B-actina como gen de
referencia. a) Comparacion de la expresion génica entre el grupo de individuos
control y el grupo de pacientes con DMT2. b) Comparacion de la expresion entre el
grupo control, pacientes con DMT2 con control glucémico adecuado (DMT2-CGA)
y pacientes con DMT2 con control glucémico inadecuado (DMT2-CGl). Los datos
en los gréficos se presentan como mediana y rango intercuartilico; cada punto
representa un individuo. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante la
prueba de U de Mann-Whitney para comparar dos grupos y la prueba de Kruskal-

Wallis para tres grupos; tomando como valor significativo p<0.05.

Expresion génica de MasR

La expresion relativa de MasR, al comparar el grupo de individuos DMT2 con el
grupo de individuos control, se ve incrementada significativamente en los
pacientes con DMT2(p<0.0245) (Fig. 12a). Por otra parte, al llevar a cabo la
comparaciéon entre los tres grupos, se observa diferencia significativa entre el
grupo de individuos con DMT2 con control glucémico adecuado, respecto al grupo
control. (Fig. 12b).
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Figura 12. Expresion génica relativa de MASR en monocitos clasicos de
individuos sanos y pacientes con DMT2. La expresion génica de ACE se
determind mediante RT-gPCR y se normaliz6 usando (-actina como gen de
referencia. a) Comparacion de la expresion génica entre el grupo de individuos
control y el grupo de pacientes con DMT2. b) Comparacion de la expresion entre el
grupo control, pacientes con DMT2 con control glucémico adecuado (DMT2-CGA)
y pacientes con DMT2 con control glucémico inadecuado (DMT2-CGl). Los datos
en los gréaficos se presentan como mediana y rango intercuartilico; cada punto
representa un individuo. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante la
prueba de U de Mann-Whitney para comparar dos grupos y la prueba de Kruskal-
Wallis para tres grupos; tomando como valor significativo p<0.05.

Correlacion del porcentaje de monocitos clasicos ACE+ y de la expresién
génicarelativa de ACE, AT1R y MasR con pardmetros bioquimicos y
antropomeétricos.

Se realizdé un andlisis de correlacion de Spearman entre la actividad de ACE,
indicada por la cantidad de Ang Il producida en el ensayo de actividad y la expresion
génica relativa de ACE, AT1R, MasR con parametros antropométricos y
metabdlicos relacionados al control glucémico, esto con la finalidad de determinar
la asociacidon de la expresién de componentes del RAS con el estado metabdlico
de los participantes. Dentro de las correlaciones esperadas se encuentran las
siguientes: IMC e ICC (p = 0.35), GAA con HOMA-IR (p = 0.52), GAA con HOMA-
B (p=-0.52), GAA con TyG (p = 0.88), GAA con HbA1c (p = 0.90), GAA con insulina
(p = 0.21), insulina con HOMA-IR (p = 0.92), insulina con HOMA-B (p = 0.64),
insulina con TyG (p = 0.19) e insulina con HbA1c (p = 0.24), HOMA-IR con HOMA-
B (p=0.34), HOMA-IR con TyG (p = 0.47), HOMA-IR con HbA1c (p = 0.50), HOMA-
B con TyG (p = —-0.44), HOMA-B con HbA1c (p = —-0.43) y TyG con HbA1c (p =
0.79). En cuanto a las correlaciones de interés, la expresion relativa de ACE
presenté correlaciones negativas con ICC (p = —0.23), insulina (p = -0.22), HOMA-
IR (p = -0.26) y HbA1c (p = —0.28). Por otra parte, la expresién relativa de AT1R
mostro correlaciones positivas con insulina (p = 0.32), HOMA-B (p = 0.32) y HOMA-
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IR (p = 0.22), asi como con la expresion relativa de MasR (p = 0.38). La expresién

relativa de MasR presenté correlaciones positivas con GAA (p = 0.25), insulina (p
=0.26), HOMA-IR (p=0.29) y AT1R (p = 0.38), mientras que mostré una correlacion
negativa con HDL (p = —0.40). y también se obtuvo una asociacion negativa del ICC

e IMC con las concentraciones de Ang Il producidas por el ensayo de actividad de
ACE (p=-0.57 y p= -0.25, respectivamente) y de Ang Il con ACE mRNA (p=-0.22)
(Fig. 13).
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Figura 13. Matriz de correlacion de Spearman entre parametros metabadlicos

y antropomeétricos con la expresion y actividad de ACE de los participantes

del estudio. Se evalud la asociacidon entre el porcentaje de monocitos clasicos
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ACE+, la expresion génica relativa de ACE, AT1R, MasR, asi como las
concentraciones de Ang Il producidas y parametros antropométricos y metabalicos:
Glucosa en ayuno (GAA), Insulina sérica (INS), lipoproteina de alta densidad (HDL),
hemoglobina glicosilada Alc (HbAlc), indice de Masa Corporal (IMC), indice
Cintura Cadera (ICC), Homeostatic Model Assesment of insulin Resistance (HOMA-
IR), Homeostatic Model Assesment of p-cell function (HOMA-B), indice
Triglicéridos-glucosa (TyG) y Metabolic Score for Insuline Resistance (METS-IR).
Cada celda de la matriz, corresponde y muestra el coeficiente de correlacién entre
dos variables. Los tonos azules inidcan correlaciones positivas y el color rojo indica
asociacion negativa, mientras que la intensidad del color nos indica la magnitud de

la correlacion.

DISCUSION

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad multifactorial, caracterizada por
alteraciones como la inflamacién cronica de bajo grado (Lu et al., 2023; Yu et al.,
2025). Por lo cual, células del sistema inmunolégico, tales como los monocitos
clasicos, son relevantes debido a su papel en la respuesta inflamatoria. En el
presente estudio, se observo una variacion en la distribucién del porcentaje en la
subpoblacién monocitica clasica en pacientes con DMT2, observamos como el
porcentaje de monocitos clasicos (CD14+ CD16-) disminuye en los grupos de
sujetos con DMT2, siendo estadisticamente significativa entre el grupo de DMT2
con control glucémico inadecuado en comparacion con el grupo control; tales
hallazgos concuerdan con distintos estudios en los que se ha reportado una menor
frecuencia de monocitos clasicos en sujetos con DMT2 y ademas de una
correlacién negativa con la HbAlc como parametros de control glucémico,
sugiriendo que un mal control glucémico favorece este tipo de alteraciones en las
subpoblaciones monocitarias (Mao et al., 2025; Valtierra-Alvarado et al., 2020).
Mientras que se ha visto como la proporcion de monocitos CD16+ incrementa
conforme aumenta la HbAlc (Jagannathan et al., 2019), los cuales favorecen la
produccion de mediadores proinflamatorios como TNF-a, IL-1B, IL-6, etc
(Mukherjee et al., 2015), Por lo cual, un estado de mal control glucémico puede

incrementar el porcentaje de las subpoblaciones intermedia y no clasica. Aunque
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inicialmente, se contempld la evaluacion de la expresion de ACE en las tres
subpoblaciones de monocitos, durante la estandarizacidon experimental, se
observé una elevada variabilidad tanto en la expresion de ACE, como en la
distribucién porcentual de las subpoblaciones intermedia y no clésica, es decir, en
algunos individuos fue indetectable, mientras que en otros se observaban
porcentajes de expresion elevados. Esta variabilidad, ademas del reducido
namero de eventos que se adquirian, comprometian la reproducibilidad del

experimento y el analisis.

Es por ello, que nos centramos en la expresion de ACE en monocitos clasicos, en
donde encontramos un incremento significativo del porcentaje de monocitos
clasicos ACE+ en el grupo de DMT2 en comparacion con el grupo control y una
tendencia al incremento entre el grupo de DMT2 con control glucémico
inadecuado y el grupo de individuos control, pero sin alcanzar la significancia
estadisitica. Tales resultados sugieren que en la DMT2 se presenta un incremento
de monocitos clasicos ACE+; estudios previos han demostrado que la diabetes se
asocia con alteraciones en el sistema renina-angiotensina a nivel celular, se ha
observado un incremento de ACE y Ang Il (Tonon et al., 2022), sugiriendo una
activacion de este eje, el cual puede promoverse por el estado de hiperglucemia
cronica, ya que dicha alteracion promueve la formacién de productos finales de
glicacion avanzada (AGEs), los cuales al interactuar con su receptor activan
diversas vias de sefializacion como NF-kB, dando como resultado un incremento
en la produccion de citocinas proinflamatorias, especies reactivas de oxigeno
(ROS) y mediadores relacionados a la activacion celular (Devaraj et al., 2005;
Sampson et al., 2003; Schulze et al., 2004). Ademas, en estudios anteriores han
asociado directamente la sobreexpresion de ACE en monocitos con un fenotipo
proinflamatorio (Ulrich et al., 2011), Debido a que el porcentaje de monocitos
clasicos ACE+ se vio incrementado en los grupos de DMT2, se evalud
posteriormente si este aumento también se reflejaba en la cantidad de ACE
expresada por cada célula individualmente. Para esto, se determino la intensidad
media de fluorescencia (IMF) de ACE en los monocitos clasicos y aunque se
observé una tendencia al incremento de la IMF en los pacientes con DMT2, dichas

diferencias no alcanzaron la significancia estadistica, lo cual nos sugiere que el
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principal cambio asociado a la DMT2 podria estar relacionado solo a la proporcién
de monocitos que expresan ACE, es decir, a nivel poblacional, mas que con el

incremento de la proteina en cada célula.

Si bien, la evaluacién de la expresion de ACE nos permitié identificar un
incremento en la proporcién de monocitos clasicos ACE+ en pacientes con DMT2,
sin embargo, la presencia de la enzima no nos refleja la capacidad funcional, por
lo tanto, determinamos la actividad mediante la cuantificacion de Ang Il producida
por ACE presente en monocitos clasicos cultivados con Ang |; de este modo, si la
enzima se encuentra activa, va a llevar a cabo mayor produccion de Ang Il a partir
de la Ang I. Los resultados nos mostraron un incremento de la actividad en los
grupos de pacientes con DMT2, siendo significativamente estadistico en el grupo
de DMT2 con respecto al grupo control y en el grupo de DMT2 con control
glucémico inadecuado respecto al grupo control, al realizar la comparacion
multiple. Por lo cual, en conjunto, nuestros resultados sugieren que los monocitos
clasicos de pacientes con DMT2 presentan una mayor participacion del eje
ACE/Ang I, lo cual es evidenciado por el incremento de ACE en la expresion
proteica en mayor porcentaje de monocitos clasicos y por una mayor capacidad
de esta para generar Ang |l a partir de su sustrato fisiolégicamente conocido, Ang
I. Dicho incremento puede relacionarse a la sobre activacion del sistema renina-
angiotensina inducida por el estado glucémico, tal efecto ha sido descrito en
estudios anteriores, en donde demuestran que los pacientes con DMT2 y peor
control glucémico presentan una mayor actividad del sistema renina angiotensina,
sugiriendo gue la exposicion prolongada a concentraciones elevadas de glucosa
favorece la activacion del eje clasico ACE/Ang Il (Nakatani et al., 2014). De igual
forma, se ha demostrado que niveles elevados de glucosa favorecen,
principalmente, la formacién de productos finales de glicacién avanzada (AGES),
la activacion de NF-kB y la produccion de citocinas proinflamatorias (Vinagre et al.,
2014), lo cual genera un ambiente capaz de estimular la expresion y actividad del
RAS en células monociticas, esto se ha visto relacionado a llevar acabo activacion
celular. Estudios anteriores han reportado que la exposicion de monocitos a Ang
II, induce la expresion del factor tisular (TF), una molécula clave en procesos

inflamatorios y protrombdéticos, ademas, también se asocio a una fosforilacion y
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una posterior degradacion del inhibidor de kappa B alfa, favoreciendo la activacion
de NF- kB (He et al., 2006), amplificando asi la respuesta inflamatoria ya presente

en esta enfermedad.

Por lo tanto, la presencia incrementada de monocitos clasicos ACE+ podria
favorecer la produccion local de Ang Il y esta, una respuesta inflamatoria a través
de su receptor que promueve una activacion de vias de sefalizacion que llevan a
una respuesta proinflamatoria, al igual que una diferenciacion a macréfagos tipo
1 (M1) que presentan una actividad proinflamatoria. (Barhoumi et al., 2023; Bueno
et al., 2023; Trojanowicz et al., 2014). Por ello, nuestros resultados sugieren un
incremento del eje ACE/Ang I, visto por la expresion de ACE en monocitos

clasicos.

Posteriormente, evaluamos la expresion de los genes, ACE, AT1R Y MasR, con
el objetivo de seguir evaluando la expresion de componentes del RAS y explorar
posibles alteraciones transcripcionales en estos genes, ya que, codifican
componentes del RAS que participan en los dos de los principales ejes funcionales
de dicho mecanismo. Los resultados demostraron que el estado glucémico
modifica diferencialmente la expresion de los genes evaluados; se observd una
disminucién significativa en la expresién relativa de ACE en pacientes con DMT2
respecto al grupo de individuos sanos; por otra parte, la expresion de AT1R no
mostré diferencias significativas entre los grupos evaluados, sin embargo, se
observé una tendencia al incremento; en contraste, la expresion génica de MasR
mostré un incremento significativo en los pacientes con DMT2, particularmente se
observa en aquellos con control glucémico adecuado. A primera vista, la
disminucién de ACE puede parecer contradictorio con la activacion proinflamatoria
descrita anteriormente, sin embargo, es importante considerar que la expresion
génica no representa la expresion a nivel proteina, ya que existen mecanismos
transcripcionales y traduccionales capaces de modular la expresion final de la
proteina; ademas, la discrepancia entre la disminucién en la expresion génica
relativa de ACE y el incremento en el porcentaje de monocitos clasicos ACE+, asi
como la tendencia al incremento de la IMF, pueden relacionarse a una
retroalimentacion negativa, podria decirse, autocrina; ya que, en estudios como

en el de Schunkert y colaboradores, demostraron por primera vez como la Ang Il

42



regula por retroalimentaciéon negativa la cantidad de ACE ARNm (Schunkert et al.,
1993). Esta interpretacion se refuerza por la asociacion negativa entre el nivel de
Ang Il en pg/ml producido en el ensayo de actividad, con la expresion de ACE a
nivel de ARNm, asi como la expresion de ACE mRNA con parametros del estado
y severidad de la DMT2 como ICC, insulina sérica, HOMA-IR y HbAlc; obtenidas
en la correlacion de Spearman. La expresion de AT1R mostré una tendencia al
incremento sin diferencia significativa entre los grupos de DMT2 respecto al grupo

control.

Por otro lado, MasR demostré un incremento significativo en el grupo de
pacientes con DMT2 respecto al grupo control; el receptor MasR, codificado por
este gen, tiene como sustrato a la Ang I-VII, un péptido proveniente de la Ang Il y
catalizado por la ACE Il, dicho receptor promueve mecanismos asociados con
efectos vasodilatadores, antioxidantes y antiinflamatorios (Ferreira & Santos,
2005; Simdes e Silva et al., 2013). Este se reconoce como el receptor principal
del eje alterno ACE2/Ang I-VIl/MasR, considerandose como el eje protector; ya
que en estudios con modelos murinos knockout Mas, presentan fibrosis,
disfuncién cardiaca, aumento en la presion arterial y desarrollaron complicaciones
metabdlicas como DMT2 y dislipidemia (Santos et al., 2018), ademas, se ha
demostrado que el aumento de Ang I-VII se ve relacionado con disminucion en la
activacion de NADPH oxidasa, vasodilatacion, disminucion en la fosforilacion de
MAPK, ERK y JNK. (Dhaunsi et al., 2010; Mori et al., 2014; Shi et al., 2015). Por
lo cual, el incremento observado en la expresion de MasR podria representar una
respuesta adaptativa con la finalidad de limitar o contrarrestar el ambiente
proinflamatorio favorecido por el incremento del eje ACE/Ang Il, lo cual se ha
relacionado ya que pacientes diabéticos libres de complicaciones microvasculares
presentan una mayor expresion del eje ACE2/Ang I-VIl/MasR, en comparacién
con pacientes con complicaciones, lo cual sugiere un posible papel protector de
esta via (Jarajapu et al., 2013) Tal interpretacion, se ve reforzada por el analisis
de correlacion, en el que se demostr6 una asociacion positiva entre
lamconcentracion de glucosa en ayuno, insulina sérica y HOMA-IR con la
expresion transcripcional de MasR a, sugiriendo que un mayor grado de alteracion

metabdlica y resistencia a la insulina se asocia con una mayor expresion del gen
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transcriptor de este receptor, el cual ejerce una respuesta contraria al eje
proinflamatorio (Ferreira & Santos, 2005; Simdes e Silva et al., 2013). De igual
forma, se observo una correlacion positiva entre la expresion génica relativa de
AT1R y MasR, lo cual indica que ambos receptores podrian regularse

constantemente tras la activacion del eje proinflamatorio.

Es importante sefialar que nuestro estudio no incluyé la evaluacion directa con
marcadores inflamatorios, sin embargo, la evidencia obtenida demuestra que el
grado de control glucémico se asocia con una regulacion diferencial de las
moléculas evaluadas en la subpoblacién de monaocitos clasicos. Considerando
gue estas células desempeiian un papel en la respuesta inmune, las alteraciones
de estas, podrian verse implicadas en los procesos relacionados con la
inflamacion crénica de bajo grado caracteristica de la DMT2, ya que se ha descrito
cOmo en pacientes con hiperglucemia, los niveles de activacién de monocitos son
mas altos (Mokgalaboni etal.,, 2020), participando en la progresion de la
enfermedad mediante la infiltracion de células proinflamatorias. el deterioro
progresivo de las células B del pancreas, ademas de la activacion prolongada de
dichas células del sistema inmunoldgico como respuesta a la hiperglucemia

cronica, lo cual puede resultar en alteraciones en su funcion.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio, demostraron que la presencia de DMT2
incrementa el porcentaje de monocitos clasicos (CD14+ CD16-) ACE+, ademas,
un control glucémico inadecuado, se asocia con una mayor actividad de esta
enzima, reflejado en el aumento en la produccion de Ang Il, lo cual sugiere un
incremento en la participacion del eje ACE/Ang Il en monocitos clasicos,
promoviendo la activacion de vias de sefalizacion que llevan a cabo la produccion
de mediadores proinflamatorios, los cuales pueden contribuir al estado de
inflamacion crénica de bajo grado y, en general, a las alteraciones
inmunometabdlicas que promueven la progresion de la enfermedad. Ademas, se
demostré un aumento en la expresion génica relativa de MasR en monocitos
clasicos, lo que puede representar una respuesta compensatoria para

contrarrestar los efectos proinflamatorios del eje ACE/Ang Il.
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ANEXOS

Carta de consentimiento informado (CCI)

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL UNIDAD DE EDUCACION,
INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD COORDINACION DE
INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (ADULTOS)
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA

PARTICIPACION EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio: Evaluacion de los componentes del sistema renina-angiotensina
(RAS) en leucocitos de pacientes con DMT2

Fecha

Numero de registro: R-2024-3301-033
JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO

Le invitamos a participar en el proyecto titulado: Evaluacion de los componentes del
sistema renina-angiotensina (RAS) en leucocitos de pacientes con DMT2, el cual tiene
como justificacion del estudio la evaluacion de unas moléculas que se llaman ATG,
ACE, ACE2, MasR, AT1R y AT2R que se expresan en las células del sistema inmune.
Es posible que estas moléculas estén aumentadas lo cual podria contribuir con la
gravedad de la enfermedad. Este estudio nos permitira identificar un proceso que
contribuye con la severidad de la DMT2.

PROCEDIMIENTOS

Si Usted llena los criterios de seleccién del estudio se le solicitara que nos done una
muestra de sangre de aproximadamente 12 mL, (que equivale al volumen de 5
cucharaditas). En esta muestra de sangre se evaluaran las moléculas ATG, ACE, ACE2,
MasR, AT1IR y AT2R en las celulas de la sangre. Y se realizaran analisis clinicos para
evaluar sus niveles de lipidos en sangre, de glucosa, de hemoglobina glucosilada.
Asimismo, le tomaremos la medida de su talla 'y de peso. La muestra de sangre solo se
tomara una vez.

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS.

Los riesgos fisicos de dar una muestra de sangre son los mismos que para aquellos de
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cualquier toma de muestra de sangre de una vena. Usted puede experimentar dolor leve,
moretones, irritacion o enrojecimiento en el sitio de la puncion o en casos extremos si se
pone muy nervioso/a sentir que se desmaya. En casos muy raros puede desarrollarse una
infeccion.

POSIBLES BENEFICIOS QUE RECIBIRA AL PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

En este estudio el posible beneficio para el paciente a corto plazo seria la entrega de
los andlisis clinicos. Asimismo, eventualmente se generard conocimiento de la
patologia de la DMT2. Usted no pagara algun costo al participar en este proyecto por
estos estudios de laboratorio.

PARTICIPACION O RETIRO

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no
participar, seguira recibiendo la atencién médica brindada por el IMSS, se le ofreceran
los procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencion médica del IMSS.
Es decir, que, si usted no desea participar en el estudio, su decisién, no afectara su
relacién con el IMSS y su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que
recibe del IMSS.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinion, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que
quiera no modificara de ninguna manera los beneficios que usted tiene como
derechohabiente del IMSS

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD.

La informacion que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla/o
(como su nombre) serd guardada de manera confidencial y por separado al igual que
sus respuestas a los cuestionarios y los resultados de sus pruebas clinicas, para
garantizar su privacidad.

El equipo de investigadores, de la Unidad de Investigacion Biomédica de Zacatecas del
IMSS, Dra. Susana Patricia Villa de la Luna de la Unidad de Medicina Familiar N. 4
del IMSS vy las personas que estén involucradas en el cuidado de su salud sabran que
usted esta participando en este estudio. Sin embargo, nadie mas tendra acceso a la
informacién que usted nos proporcione durante su participacion en este estudio, al
menos que usted asi lo desee. Solo proporcionaremos su informacion si fuera necesario
para proteger sus derechos o su bienestar (por ejemplo, si llegara a sufrir algin dafio
fisico o si llegara a necesitar cuidados de emergencia), o si lo requiere la ley.

Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias,
por ejemplo, no se dara informacion que pudiera revelar su identidad. Su identidad sera
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protegida y ocultada. Para proteger su identidad le asignaremos un numero que
utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese numero en lugar de su nombre
en nuestras bases de datos

DISPONIBILIDAD DE TRATAMIENTO MEDICO EN DERECHOHABIENTES: No
aplicaBENEFICIOS AL TERMINO DEL ESTUDIO: Si bien los beneficios directos para
usted pudieran no existir, los resultados del presente estudio contribuirdn en la
identificacion de un proceso patoldgico que contribuye con la gravedad de la DMT2

EN CASO DE DUDAS Y ACLARACIONES RELACIONADAS CON EL ESTUDIO
PODRA-DIRIGIRSE-A:

Investigador Responsable: Dra. Mariana Haydee Garcia Herndndez

Colaboradores: Dr. Bruno T. Rivas Santiago, Dr. Susana Patricia Villa de la Luna, Dra.

Carmen Judith Serrano Escobedo, Enf. Maria Eunice Martinez Macias. M en C Flor
Itzel Lira Herndndez, C. Anahi Ortiz Jiménez, Dra. Edith Elena Uresti-Rivera, QFB

Abraham Cérdenas Juérez v la Dra. Mariana Haydee Garcia Herndndez. Teléfonos: 01

49292 2 60 19, en la Unidad de Investigacion Biomédica-Zacatecas ubicada en Interior

Alameda nimero 45, Col. Quebradilla.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse
a: Comité Local de Investigacidn en Salud sede Zacatecas con direccién en Interior de
la Alameda Numero 45, Zona Centro. CP. 98000. Teléfono 492 92 260 19. Email.

mariana.garciah@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo-1 Testigo-2
Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma
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