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OBJETIVOS 

 

 

Objetivo General 

 

Desarrollar un estudio piloto que permita estimar la proporción del marcador de daño endotelial 

VCAM-1 unido a micropartículas plasmáticas y en su forma soluble. 

 

Objetivos Particulares 

 

 Cuantificar la concentración plasmática de sVCAM-1 en los dos sujetos de estudio para 

analizar su proporción en plasma total y las fracciones de éste. 

 

 Evidenciar la expresión de VCAM-1 en la superficie de micropartículas plasmáticas de 

origen endotelial en los sujetos de estudio. 
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RESUMEN 

 

 

La molécula de adhesión a células vasculares 1 en su forma soluble (sVCAM-1, por su siglas en 

inglés) ha sido propuesta como marcador de daño endotelial, su incremento se correlaciona 

positivamente con la presencia de daño endotelial. Así mismo, se ha observado que en procesos 

de activación celular inducidos en el daño al endotelio vascular hay un incremento en la 

producción y liberación de micropartículas plasmáticas (MPs). No existen evidencias publicadas 

que muestren que sVCAM-1 plasmática se encuentre exclusivamente en su forma libre, sino que 

es factible que se encuentre formando parte de las MPs liberadas por el células de endotelio 

vascular como resultado del proceso de activación de las mismas. El presente estudio tuvo como 

objetivo desarrollar un estudio piloto que permita evidenciar la presencia de la proporción del 

marcador de daño endotelial VCAM-1 unido a MPs y en su forma soluble en plasma. Se 

consideraron a dos sujetos para este estudio, un sujeto no diabético aparentemente sano y un 

paciente con DM2 el cual presentó complicaciones vasculares; se realizó el fraccionamiento del 

plasma total en ambos sujetos de estudio empleando un sistema de filtración por centrifugación, 

con un filtro con un límite de exclusión de 0.1 µm, formando una fracción mayor y otra menor de 

0.1 µm de la muestra de plasma total, se cuantificó sVCAM-1 mediante Ensayo por 

Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) y a cada una de las 

fracciones, se determinaron las proporciones sVCAM-1 y se evidenció la expresión de VCAM-1 

en la superficie de MPs por citometría de flujo. Se demostró que en la fracción menor de 0.1 μm 

hubo una mayor proporción del marcador plasmático para ambos sujetos, asumiendo que esta 

última corresponde a la fracción de VCAM-1 cuantificada que se encuentra en su forma libre y no 

unida a MPs, la cual corresponde a la cuantificada en la fracción mayor a 0.1 µm. Además de 

evidenciar la presencia de VCAM-1 en la superficie de MPs de origen endotelial en los dos sujetos 

de estudio, por lo que se establecen las condiciones y métodos que podrán tomarse como base 

para posteriores estudios donde se evalué el uso de otros marcadores solubles, además de como 

las MPs podrían afectar las concentraciones de éstos; se recomienda que se lleve a cabo este 

estudio utilizando un grupo más amplio de pacientes, permitiendo obtener resultados más claros 

sobre las proporciones de estos marcadores solubles unidos a MPs y el estado clínico de 

pacientes con complicaciones vasculares.  
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INTRODUCCIÓN 

 

 

El daño y/o la disfunción endotelial (DE) se caracteriza por contribuir a la alteración del fenotipo 

de las células endoteliales, lo cual deteriora la reactividad inmunitaria e induce la aparición de 

una superficie trombógena o anormalmente adhesiva para las células inflamatorias (Kumar, 

2010). El DE ha surgido durante las últimas décadas como una alarma creciente ante las 

consecuencias negativas que tienen algunos padecimientos comunes como son la obesidad e 

hipertensión arterial (Esteller, 2005), además de ser observado en enfermedades o eventos 

tales como, infarto al miocardio, accidente cerebrovascular y diabetes mellitus (DM), entre otros 

estados dismetabólicos que se han ido encaminando como principales causas de morbilidad y 

mortalidad, afectando tanto a países desarrollados como en vías de desarrollo (Badimón y 

Martínez-González, 2006).  

Estas patologías y eventos son en su conjunto, responsables de afectar a las 

poblaciones occidentales de mediana edad en el mundo y además de generar un enorme costo 

económico a las instituciones de salud que les atienden (OMS, 2013). En México, existe una 

alta incidencia y prevalencia de vasculopatías como el infarto agudo de miocardio, síndrome 

coronario agudo, enfermedad coronaria arterial, hipertensión arterial, vasculopatía diabética y 

accidente cerebrovascular; posicionándose como principales causas de muerte en nuestro país 

según datos del Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) (Vega y col., 2008, Arauz 

y Ruíz-Franco, 2012; INEGI, 2013).  

El DE se produce ante una perturbación del estado homeostático del endotelio, tal 

alteración frecuentemente induce una reducción en la vasodilatación, así como incrementos en 

la actividad proinflamatoria y/o protrombótica en la red vascular (Yong y col., 2012). 

Determinadas formas de disfunción de las células endoteliales son de comienzo rápido en 

cuestión de minutos, reversibles, evolucionan con independencia de la síntesis de nuevas 

proteínas, otros cambios se relacionan con alteraciones de la expresión génica y síntesis 

proteica, y pueden tardar horas o incluso días en producirse (Deanfield y col., 2007; Kumar, 

2010). Durante este desequilibrio en el endotelio vascular, se secretan citocinas proinflamatorias 

y expresan moléculas de adhesión en diversas células que tapizan el endotelio vascular, las 

cuales están involucradas en el reclutamiento y diapédesis celular en el proceso inflamatorio 

(Morel y col., 2009).  

La molécula de adhesión a células vasculares 1 (VCAM-1, por su siglas en inglés) es 

una glicoproteína de cadena única, perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas y 
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es expresada por las células del endotelio vascular entre otras líneas celulares, facilitando con 

ello la adhesión endotelial de leucocitos y plaquetas circulantes (Constans y Conri, 2006; Videm 

y Albrigtsen, 2008). Una vez iniciada la respuesta inflamatoria, la forma soluble de VCAM-1 

(sVCAM-1) es liberada de la superficie celular a circulación por proteólisis y se le considera 

como marcador de daño vascular, ya que sus valores en plasma parecen reflejar la activación 

de células endoteliales, leucocitos y plaquetas (Glowinska y col., 2005; Videm y Albrigtsen, 

2008; Saidi y col., 2013). Se ha demostrado que en los pacientes diagnosticados con 

enfermedad coronaria aguda, hay un aumento en los niveles  sVCAM-1 debido a la ruptura de 

la placa aterosclerótica (Saidi y col., 2013).  

Existen estudios en pacientes con hipertensión arterial y DM tipo 2 (DM2) encontrándose 

una asociación de los niveles elevados de la molécula de adhesión intercelular soluble (sICAM-

1, por su siglas en inglés) y sVCAM-1, donde sVCAM-1 refleja de manera específica la 

activación endotelial, respecto al marcador sICAM-1 (Rubio-Guerra y col., 2009; Biasucci y 

Cardillo, 2012). El marcador ICAM-1 se expresa de manera constante en el endotelio, por otro 

lado VCAM-1 es expresada en condiciones de inflamación vascular, se ha utilizado el marcador 

sICAM-1 para predecir el riesgo de infarto agudo al miocardio en pacientes con DM (Guan y 

col., 2014), mientras que sVCAM-1 se correlaciona con riesgo de síndrome coronario agudo en 

pacientes con enfermedad cardiovascular (Constans y Conri, 2006). 

Así mismo, se ha observado que en procesos de activación celular inducidos en el daño 

al endotelio hay un incremento en la producción y liberación de micropartículas plasmáticas 

(MPs) (Morel y col., 2009; Herring y col., 2013). Las MPs fueron identificadas en 1967 y 

consideradas como restos celulares en un inicio. Hoy se conoce que poseen un tamaño que 

varía de 0,1 a 1,0 µm de diámetro, son producidas y liberadas por células que transitan y 

recubren el endotelio vascular como, leucocitos (neutrófilos, linfocitos y monocitos), eritrocitos, 

plaquetas, células vasculares de músculo liso, células endoteliales, entre otros; y pueden ser 

detectadas en sangre periférica, orina, ascitis y líquido sinovial (Diamant y col., 2004; Budaj y 

col., 2012; Batool y col., 2013). Desde el descubrimiento de las MPs diversos grupos de 

investigación han reportado evidencias de una fuerte correlación positiva entre los niveles 

circulantes de MPs en plasma y diversos padecimientos tanto inflamatorios como infecciosos, 

en humanos y animales (Balducci y col., 2012; Awad y col., 2013; Curtis y col., 2013; Herring y 

col., 2013).  

Actualmente el interés del estudio de las MPs ha ido en aumento, debido a su importante 

papel en procesos inflamatorios y a su capacidad de afectar directamente las funciones del 

endotelio provocando una serie de eventos tales como la liberación de citocinas, expresión de 
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moléculas de adhesión por el endotelio y leucocitos, atracción de monocitos en el proceso 

inflamatorio, proliferación de celular en el músculo liso y angiogénesis, además de inducir 

actividad procoagulante en lesiones avanzadas (Diamant y col., 2004; Morel y col., 2009; Dignat-

George y Boulanger, 2011; Martínez y Andriantsitohaina, 2011). También se ha reportado que 

las MPs desempeñan un papel importante en la interacción con células del endotelio vascular a 

través de ligandos celulares, activando cascadas de señalización y transfiriendo material 

genético (Jeanneteau y col., 2010; Mause y Weber, 2010; Herring y col., 2013), razón por la 

cual se considera a las MPs como mensajeros biológicos que participan en la inducción del DE, 

teniendo efectos biológicos benéficos, promoviendo la producción de óxido nítrico (ON), o la 

formación de nuevos vasos sanguíneos (Jeanneteau y col., 2010).  

Existen estudios realizados en humanos que muestran evidencia del grado de DE en 

enfermedades o condiciones, tales como el síndrome coronario agudo, aterosclerosis, accidente 

cerebrovascular, hipercolesterolemia, enfermedad arterial periférica, apnea del sueño, 

hipertensión e insuficiencia cardíaca, dónde se han presentado un elevado número de MPs, lo 

cual pone en evidencia su importancia clínica como un probable marcador y predictor de estado 

de salud del paciente (Wang y col., 2009; Nozaki y col., 2009; Herring y col., 2013). Los 

mecanismos asociados al DE en estos padecimientos incluyen la inactividad de la enzima óxido 

nítrico endotelial sintasa y la reducción en la biodisponibilidad de ON, resultando en una 

disminución de su señalización, un aumento en la nitración de proteínas en células endoteliales, 

y por lo tanto un aumento del estrés oxidativo (Curtis y col., 2013; Herring y col., 2013).  

Aunque se ha afirmado que la presencia del marcador sVCAM-1 en plasma refleja de 

manera específica la activación del endotelio, todavía no hay evidencias que muestren que se 

encuentre únicamente en su forma libre en plasma como sVCAM-1 (Yong y col., 2012), por lo 

cual es factible que se encuentre formando parte de las MPs liberadas por las células de 

endotelio vascular como resultado del proceso de activación de las mismas. En la mayoría de 

los estudios realizados en la determinación de marcadores solubles, no se tiene especial 

cuidado en distinguir entre la proporción del marcador soluble y el unido a MPs (Horstman y 

col., 2004a). Con base a lo anteriormente expuesto se realizó un estudio piloto para determinar 

la proporción del marcador de daño endotelial sVCAM-1 tanto libre como acoplado a MPs 

circulantes en plasma empleando muestras de plasma de un sujeto con DM2 que presenta 

complicaciones vasculares y como control a un sujeto no diabético aparentemente sano. 
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ANTECEDENTES 

 

 

Endotelio Vascular 

 

 

El endotelio vascular (EV) es una monocapa de células que recubre la capa interior de todos los 

vasos sanguíneos y el sistema linfático, en un ser humano adulto se compone de 

aproximadamente 10 billones de células (1013) contribuyendo cerca del 1,5 % de la masa 

corporal total. Los constituyentes básicos del EV son las células endoteliales (CE) y células 

musculares lisas, así como la matriz extracelular (MEC), que contiene elastina, colágeno y 

glucosaminoglucanos primordialmente (Pérez, 2005; Kumar, 2010; Triggle y col., 2012).  

Además de ser reconocido como regulador clave de la homeostasis vascular, el EV 

participa en la transducción de señales que influyen de manera importante en la modificación 

del fenotipo de la pared del vaso endotelial, mediante la producción y liberación de varias 

moléculas vasoactivas que relajan u oprimen el vaso sanguíneo, como respuesta a una 

modificación de la circulación de mediadores vasoactivos, tales como bradiquinina y trombina 

(Constans y Conri, 2006; Burger y Touyz, 2012; Triggle y col., 2012; Wiseman y col., 2014). 

 

 

Anatomía del Endotelio Vascular  

 

 

La arquitectura general y composición celular de los vasos sanguíneos es similar en todo el 

aparato cardiovascular (Badimón y Martínez-González, 2006). Sin embargo, determinados 

rasgos de la vascularización varían según los distintos sitios anatómicos y reflejan las diversas 

exigencias funcionales de éste (Kumar, 2010). Existen cinco tipos principales de vasos 

sanguíneos en el ser humano: arterias, arteriolas, capilares, vénulas y venas (Tortora y 

Derrickson, 2006).  

En la arteria, la pared arterial posee tres capas o túnicas: 1) túnica interna, 2) túnica 

media y 3) túnica externa (Figura 1) (Tortora y Derrickson, 2006). La capa interna, la túnica 

interna o intima contiene un revestimiento de epitelio pavimentoso simplemente llamado 
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endotelio, una membrana basal y una capa de tejido elástico llamada lamina elástica interna 

(Susienka y Medici, 2013). El endotelio es una capa continua de células que reviste la superficie 

interna de todo el sistema cardiovascular, el corazón y todos los vasos sanguíneos (Kumar, 

2010). Normalmente, el endotelio es el único tejido en contacto con la sangre. La túnica interna 

está más cerca de la luz, el hueco central a través del cual fluye la sangre. La capa media, o 

túnica media, es normalmente más gruesa (Tortora y Derrickson, 2006; Rajendran y col., 2013). 

Está constituida por fibras elásticas y musculares lisas que se extienden en forma circular 

alrededor de la luz, de forma similar a como un anillo rodea un dedo. La túnica media también 

posee una lámina elástica externa compuesta por tejido elástico (Tortora y Derrickson, 2006). 

Debido a su contenido de fibras elásticas, las arterias normalmente poseen alta distensibilidad, 

lo cual significa que sus paredes se estiran con facilidad o que se expanden sin romperse en 

respuesta a leves incrementos de la presión (Tortora y Derrickson, 2006).  

La capa más externa, denominada túnica externa, está compuesta en su mayor parte 

por fibras elásticas y colágenas (Kumar, 2010). Por otro lado, las arteriolas son un grupo de 

arterias muy pequeñas, con diámetros entre 10 y 100 µm, que conduce la sangre a los capilares 

(Kumar, 2010). Cerca de las arterias de las que nacen, las arteriolas contienen una túnica interna 

como la de las arterias, una túnica media compuesta por musculo liso, unas pocas fibras 

elásticas y colágenas (Tortora y Derrickson, 2006). En las arteriolas de menos diámetro, que 

están más cerca de los capilares, las túnicas están constituidas por poco más que un anillo de 

CE rodeadas por unas pocas fibras aisladas de musculo liso (Badimón y Martínez-González, 

2006). Las arteriolas juegan un papel clave en la regulación del flujo sanguíneo desde las 

arterias hacia los capilares regulando la resistencia, la oposición al flujo sanguíneo (Tortora y 

Derrickson, 2006). En un vaso sanguíneo, la resistencia se produce principalmente por la fricción 

entre la sangre y las paredes internas del vaso sanguíneo (Triggle y col., 2012). Cuanto más 

pequeño es el diámetro del vaso sanguíneo mayor es la fricción; como la contracción y relajación 

del musculo liso en las paredes de las arteriolas pueden cambiar su diámetro, las ateriolas se 

conocen como vasos de resistencia (Kumar, 2010; Triggle y col., 2012). La contracción del 

musculo liso arteriolar produce vasoconstricción, que incrementa la resistencia vascular y 

disminuye el flujo sanguíneo aportado por esa arteriola a los capilares (Triggle y col., 2012).  

La relajación del musculo liso arteriolar causa vasodilatación, que disminuye la 

resistencia vascular e incrementa el flujo sanguíneo hacia los capilares (Tortora y Derrickson, 

2006; Kumar, 2010; Triggle y col., 2012). Un cambio en  el diámetro  arteriolar  puede afectar  
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Figura 1. Especializaciones regionales de los vasos sanguíneos. Aunque su 

organización básica sea constante, el grosor y la composición de las diversas capas 

varían en función de las fuerzas hemodinámicas y las necesidades de los tejidos. 

Fuente: Kumar, 2010. 

 

 

también la presión arterial; la vasoconstricción de las arterias incrementa la presión arterial, 

mientras que la vasodilatación disminuye en las arteriolas (Badimón y Martínez-González, 

2006). Por otro lado, los capilares son vasos microscópicos que conectan arteriolas con las 

vénulas; tienen diámetros de entre 4 y 10 µm (Tortora y Derrickson, 2006). El flujo de sangre de 

las arteriolas a las vénulas a través de los capilares se denomina microcirculación (Tortora y 

Derrickson, 2006). Los capilares se encuentran cerca de casi todas las células del organismo, 

pero su número varía en función de la actividad metabólica del tejido al cual irrigan (Pérez, 

2005). También son conocidos como vasos de intercambio porque su principal función es el 

intercambio de nutrientes y desechos entre la sangre y las células tisulares a través del líquido 

intersticial (Badimón y Martínez-González, 2006; Kumar, 2010). Las paredes de los capilares 
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están compuestas solo por una capa de CE y una  membrana basal. No poseen túnica media 

ni túnica externa (Tortora y Derrickson, 2006), el intercambio de sustancias ocurre solo a través 

de las paredes de los capilares y el comienzo de las vénulas; formando amplias redes 

ramificadas que incrementan la superficie disponible para un intercambio rápido de sustancias 

(Contreras y col., 2012; Susienka y Medici, 2013). En la mayoría de los tejidos, la sangre fluye 

a través de solo una pequeña parte de la red capilar cuando las necesidades metabólicas son 

bajas, pero cuando un tejido como el musculo está activo, toda la red capilar se llena de sangre 

(Tortora y Derrickson, 2006; Susienka y Medici, 2013).  

Cuando varios capilares se unen, forman pequeñas venas llamadas vénulas. Las vénulas, 

poseen diámetros de entre 10 y 100 µm, recogen la sangre de los capilares y la envían hacia 

las venas (Tortora y Derrickson, 2006). Las vénulas más pequeñas, aquellas más próximas a 

los capilares, están constituidas por una túnica interna de endotelio y una túnica media que 

contiene solo unas pocas fibras de músculo liso aisladas (Kumar, 2010). Las vénulas más 

grandes que convergen para formar venas contienen la túnica externa característica de las 

venas (Kumar, 2010; Triggle y col., 2012). La capa interna de las venas es más delgada que la 

de las arterias; la túnica media de las venas es mucho más delgada que en las arterias, con 

relativamente poco musculo liso y fibras elásticas (Tortora y Derrickson, 2006; Kumar, 2010). 

La túnica externa de las venas es la capa más gruesa y está formada por fibras elásticas de 

colágeno (Kumar, 2010). Las venas no tienen lámina elástica interna o externa que se 

encuentran en las arterias. Son lo suficientemente capaces de adaptarse a las variaciones de 

volumen y presión de la sangre que pasa a través de ellas, pero no están diseñadas para resistir 

alta presión, ya que al comparar la luz de una vena se observa que es mayor que la de una 

arteria de tamaño comparable (Tortora y Derrickson, 2006; Kumar, 2010; Arrebola-Moreno y 

col., 2012). 

 

 

Fisiología del Endotelio Vascular 

 

 

El EV es un tejido epitelial plano que recubre la túnica intima de toda la vasculatura (Tortora y 

Derrickson, 2006), resulta determinante para conservar la homeostasis de la pared vascular y 

el óptimo funcionamiento de la circulación. La vasomoción juega un papel directo en el equilibrio 

entre la oferta y demanda de oxígeno del tejido metabólico, regulación de tono de los vasos y 

el diámetro de los mismos, además de estar involucrado en la remodelación de la estructura 
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vascular (Contreras y col., 2012; Triggle y col., 2012; Susienka y Medici, 2013;). Se ha 

encontrado que la vejez endotelial está vinculada a factores de riesgo, como aterosclerosis, 

hipertensión, tabaquismo y tensión mecánica de un alto ritmo cardíaco, lo cual contribuye a 

elevar el estrés oxidativo, y a su vez el estrés inducido a la vejez endotelial, deteniendo el 

crecimiento, perdiendo la capacidad de reparación y promoviendo un fenotipo proaterogénico 

(Abebe y Mozaffari, 2010; Onat y col., 2011; Van-Ierssel y col., 2013). 

 

 

Células endoteliales.  Las CE tienen la capacidad de dividirse además de permitir el 

surgimiento de nuevos capilares a partir del endotelio existente, contienen cuerpos de Weibel-

Palade, orgánulos intracelulares rodeados de membrana para el almacenamiento del Factor de 

von Willebrand (FvW) (Garcia-Cardena y Gimbrone, 2006; Kumar, 2010). El EV es un tejido 

multifuncional con multitud de propiedades sintéticas y metabólicas; en condiciones basales 

desempeña varias actividades constitutivas que resultan esenciales para la homeostasis de los 

vasos (Tabla 1) (Stevens, 2001; Rajendran y col., 2013). Al mismo tiempo, las CE mantienen 

una superficie de contacto sangre-tejido no trombógena, modulando la resistencia vascular, 

metabolizando hormonas, regulando la inflamación y repercutiendo sobre el crecimiento de otra 

células, en especial las células musculares lisas (Kumar, 2010).  

En la mayoría de las regiones, las uniones interendoteliales son básicamente 

impermeables (Berk, 2001; Rajendran y col., 2013), sin embargo, las uniones íntimas de las CE 

pueden relajarse bajo la influencia de factores hemodinámicos, lo que determina una inundación 

de los tejidos adyacentes por electrolitos y proteínas; en los estados inflamatorios, incluso los 

leucocitos pueden infiltrase entre las CE adyacentes (Shimizu y Mitchell, 2003; Sata, 2006). 

Aunque las CE comparten numerosos atributos generales, las poblaciones que revisten las 

diversas porciones del árbol vascular, los grandes vasos frente a los capilares,  las arterias 

frente a las venas, poseen un repertorio transcripcional y un comportamiento definidos (Sata, 

2006; Kumar, 2010). Así, las CE de los sinusoides hepáticos o de los glomérulos renales están 

perforadas, se supone que para facilitar la filtración; mientras que en el sistema nervioso central 

crean una barrera hematoencefálica impermeable (Tortora y Derrickson, 2006). 

 

 

Células vasculares del musculo liso.  Son las responsables de la vasoconstricción o 

dilatación que sucede como respuesta a las acciones fisiológicas o farmacológicas. Las 

funciones  migratoria y  proliferativa de  las células musculares  lisas  están reguladas  por  los 
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Tabla 1. Propiedades de las células endoteliales y su funcionamiento.  

Conservación de la barrera de permeabilidad 

Elaboración de reguladores anticoagulantes 

Antitromboticos y fibrinolíticos 

- Prostaciclina 

- Trombomodulina 

- Heparina 

- Activador del tisular plasminógeno 

Elaboración de moléculas protrombóticas 

- Factor de von Willebrand  

- Factor tisular 

- Inhibidor del activador tisular del plasminógeno 

Producción de matriz extracelular (colágeno y proteoglucanos) 

Modulación del flujo sanguíneo y la reactividad vascular 

- Vasoconstrictores: endotelina, ECA 

- Vasodilatadores: ON, prostaciclina 

Regulación de la inmunidad y la inflamación 

- IL-1, IL-6, quimiocinas 

- Moléculas de adhesión: VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, P-selectina  

- Antígenos de histocompatibilidad 

Regulación del crecimiento celular 

- Estimuladores del crecimiento: PDGF, CSF, FGF 

- Inhibidores del crecimiento: heparina, TGF-β 

CSF: factor estimulador de colonias; ECA: enzima convertidora de angiotensina; 

FGF: factor de crecimiento de los fibroblastos; IL: interleucina; LDL: lipoproteína de 

baja densidad; ON: óxido nítrico; PDGF: factor de crecimiento derivado de las 

plaquetas; TGF- β: factor de crecimiento transformante β.   

Fuente: Kumar, 2010. 
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activadores e inhibidores del crecimiento celular (Shimizu y Mitchell, 2003), entre los que figuran 

el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés), así como la 

endotelina 1 (ET-1), trombina, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, por sus siglas en 

inglés), interferón gamma (IFN-γ) e interleucina 1(IL-1), entre otros (Garcia-Cardena y 

Gimbrone, 2006; Pober y col., 2009; Kumar, 2010). 

 

 

Fisiopatología del Endotelio Vascular 

 

 

Las CE son capaces de responder a diversos estímulos fisiopatológicos mediante la adaptación 

de sus funciones habituales o constitutivas y la expresión de las propiedades recién adquiridas 

o inducibles, en un proceso denominado activación endotelial (Figura 2); entre los inductores de 

este fenómeno figuran las citocinas y los productos bacterianos, que provocan inflamación y 

shock séptico (Kumar, 2010; Thorburn y Baines, 2013; Johansson y col., 2014), sobre cargas 

hemodinámicas y derivados lipídicos, elementos cardinales en la patogenia de la 

arterosclerosis; los productos finales de la glicación avanzada, la cual es de suma importancia 

en la patogenia de la DM, además de otros componentes que pueden comprometer la 

homeostasis del EV (Shimizu y Mitchell, 2003; Abebe y Mozaffari, 2010; Jain y col., 2014).  

A su vez, las CE activadas expresan moléculas de adhesión en su superficie, generan 

citocinas y quimiocinas, factores de crecimiento, moléculas vasoactivas que propician la 

vasoconstricción o vasodilatación, moléculas del complejo principal de histocompatibilidad, 

sustancias procoagulantes y anticoagulantes, además de toda una diversidad de productos 

activos desde el punto de vista biológico (Onat y col., 2011; Rajendran y col., 2013; Guan y col., 

2014). Las CE influyen sobre la reactividad vascular de las células musculares lisas subyacentes 

por medio de la producción de factores relajantes como el ON e inductores de la contractibilidad 

en el caso de la ET-1. El funcionamiento normal del endotelio se caracteriza por un equilibrio 

entre estas respuestas (Rajendran y col., 2013). 

El daño y/o la disfunción endotelial (DE) se define como una alteración del fenotipo de 

las células endoteliales, lo cual deteriora la reactividad inmunitaria e induce la aparición de una 

superficie trombógena o anormalmente adhesiva para las células inflamatorias (Kumar, 2010). 

Este proceso es responsable, al menos en parte de iniciar la formación del coágulo, en 

padecimientos como la arterosclerosis y las lesiones vasculares en otros trastornos (Garcia-

Cardena y Gimbrone, 2006; Skibsted y col., 2013).  
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Determinadas formas de disfunción en las CE son de inicio rápido en cuestión de 

minutos, reversibles y evolucionan con independencia de la síntesis de nuevas proteínas, en el 

caso de la contracción de las CE provocada por la histamina y otros mediadores vasoactivos 

que dilatan el endotelio de las vénulas (Kumar, 2010). El cambio fundamental que participa en 

este proceso es el cambio en la señalización del ON endotelial, el cual se procesa a través de 

la activación por señalización redox (Deanfield y col., 2007). Las especies reactivas de oxígeno 

(ROS, por sus siglas en ingles), en presencia de superóxido dismutasa (SOD), conducen a la 

generación de peróxido de hidrógeno (H2O2), el cual al igual que el ON, es difundido 

rápidamente por toda la célula y reacciona con grupos de cisteína en las proteínas alterando su 

función (Deanfield y col., 2007).  

Una lesión vascular estimula el crecimiento de las células musculares lisas y síntesis de 

la MEC asociándose con el engrosamiento la íntima (Pober y col., 2009). La recuperación de 

los vasos dañados es análoga al proceso de cicatrización que acontece en otros tejidos 

lesionados; en los vasos, dando lugar a la formación de una neoíntima (Pober y col., 2009; Zhi-

Ling y col., 2014). Durante su evolución, las CE recubren zonas desnudas desplazándose desde 

regiones contiguas o proceden de sus precursores circundantes (Caplice y Doyle, 2005; Pober 

y col., 2009). Las células musculares lisas de la media o células procedentes del musculo liso 

también migran hacia la íntima, proliferan y sintetizan MEC de forma muy similar a los 

fibroblastos que infiltran una herida; es típico de la neoíntima resultante estar cubierta del todo 

por CE (Stevens, 2001; Kumar, 2010).  

Por tanto, el engrosamiento de la íntima es la respuesta de la pared vascular ante 

cualquier agresión, diversos estudios apuntan a que el fenotipo de las células musculares lisas 

de la neoíntima difiere del correspondiente a la media; estas células nuevas no se contraen, 

pero tienen la capacidad de dividirse (Rajendran y col., 2013; Susienka y Medici, 2013). A pesar 

de que durante mucho tiempo se ha creído que estos elementos de la neoíntima procedían de 

la de las células musculares lisas que emigraron desde la media subyacente, cada vez hay más 

evidencias de que al menos una parte proceden de CE precursoras circulantes (Figura 3) 

(Hillebrands, 2003; Onat y col., 2011). Las actividades de migración, proliferación y síntesis de 

las células musculares lisas de la íntima se encuentran sometidas a la regulación fisiológica por 

productos derivados de plaquetas, CE y macrófagos, así como de factores activados de la 

coagulación y el complemento (Garcia-Cardena y Gimbrone, 2006; Heimrath y col., 2014). Se 

puede mencionar que moléculas como el PDGF, ET-1, trombina, FGF,  IFN- γ e IL-1 estimulan 

a las células musculares lisas de la neoíntima, mientras que los sulfatos de heparano, el ON y 
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el TGF- β son antagonistas de su crecimiento (Garcia-Cardena y Gimbrone, 2006; Pober y col., 

2009; Kumar, 2010). 

 Es importante remarcar que el engrosamiento de la íntima también se produce en 

arterias normales durante los procesos de maduración o envejecimiento (Tortora y Derrickson, 

2006; Pober y col., 2009). Este cambio de la íntima vinculado a la edad carece específicamente 

de consecuencias, en parte debido a que una remodelación compensatoria del vaso hacia el 

exterior determina pocos cambios en el diámetro luminal; también confirma que no todo 

engrosamiento de la íntima es el anuncio de una enfermedad vascular (Caplice y Doyle, 2005; 

Esteller, 2006; Arauz y Ruíz-Franco, 2012; Thorburn y Baines, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Respuestas de las células endoteliales a los estímulos 

ambientales. Ciertas señales como el flujo hemodinámico y las 

concentraciones constantes de los factores de crecimiento conducen a la 

activación estable de las células endoteliales que mantiene una superficie 

de contacto no-trombótica con el tono conveniente de las células musculares 

lisas. (VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular, por sus siglas en 

inglés). Fuente: Kumar, 2010. 
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Marcadores de Daño Endotelial 

 

 

Bajo las condiciones de DE, las CE disminuyen su capacidad de liberar diversas moléculas que 

incluyen al ON, las prostaciclinas, el factor hiperpolarizante derivado del endotelio, la 

trombomodulina y el activador de plasminógeno de tipo tisular (t-PA, por sus siglas en ingles), 

por otra parte aumenta la producción de citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF- α, por sus siglas en inglés) e interleucina-6 (IL-6) (Constans y Conri, 2006; 

Arrebola-Moreno y col., 2012), además de la expresión moléculas de adhesión endotelial como 

ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina (Sultana y col., 2004; Burger y Touyz, 2012; Rajendran y col., 

2013).  

Algunas moléculas liberadas por el endotelio han surgido como una alternativa para 

realizar mediciones funcionales de la vasculatura (Arrebola-Moreno y col., 2012; Van-Ierssel y 

col., 2013; Wiseman y col., 2014), por lo que se han propuesto una gran variedad de marcadores 

plasmáticos, fundamentalmente moléculas de adhesión (ICAM-1, VCAM-1, E-selectina),  ET-1, 

ON, proteína C reactiva (PCR), el inhibidor del activador del plasminógeno tisular 1 (PAI-1, por 

sus siglas en ingles), el FvW y, más recientemente se han propuesto a las micropartículas 

plasmáticas (MPs) y células progenitoras del endotelio (Contreras y col., 2006; Constans y 

Conri, 2006; Duprez y col., 2013; Page y Liles, 2013; Susienka y Medici, 2013; Wiseman y col., 

2014). 
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Figura 3. Engrosamiento de la íntima. Cambio del relieve en la migración de las 

células musculares lisas y su proliferación en la íntima, con una síntesis asociada a 

la matriz extracelular. Fuente: Schoen, 2010. 

 

 

VCAM-1 como Marcador de Daño Vascular 

 

 

La molécula de adhesión a células vasculares 1 (VCAM-1, por sus siglas en inglés) es una 

glicoproteína transmembranal de cadena única, que pertenece a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas con un peso molecular (PM) de aproximadamente 95 a 110 kDa, compuesta 

por 715 aminoácidos y se expresa en CE, células dendríticas, macrófagos y fibroblastos 

(Pepinsk y col., 1992; Lares y col., 2005). Existe poca información sobre los niveles plasmáticos 

basales de VCAM-1 en la sangre, siendo los niveles medios reportados en los individuos sanos 

de 431 hasta 504 ng/mL (Videm y Albrigtsen, 2008). VCAM-1 es intensamente expresado por el 

endotelio vascular inflamado, lo cual es necesario para el anclaje endotelial de monocitos 

circulantes (Lares y col., 2005; Kameno y col., 2013). Esta interacción se inicia cuando las CE 

activadas por citocinas en respuesta a un estímulo inflamatorio expresan moléculas de adhesión 

como P-selectina, E-selectina, ICAM-1, VCAM-1  y factores quimiotácticos (Macias y col., 2003; 

Videm y Albrigtsen, 2008).  

Una vez iniciada la respuesta inflamatoria, se promueve la liberación de VCAM-1 en su 

forma soluble (sVCAM-1) desde la superficie celular a la circulación por medio de la actividad 

proteolítica de desintegrinas y metaloproteasas localizadas en plaquetas y leucocitos. 
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(Glowinska y col., 2005; Videm y Albrigtsen, 2008; Cook-Mills y col., 2011). sVCAM-1 parece 

reflejar procesos de activación y /o lesión endotelial en varias enfermedades. Diversas 

investigaciones han observado niveles de sVCAM-1 plasmática elevada en enfermedades 

inflamatorias y procesos infecciosos, como aterosclerosis coronaria y periférica, DM, lupus 

eritematoso sistémico, autismo, preclamsia, enfermedad de Crohn, sepsis, entre otros 

padecimientos (Goke y col., 1997; Glowinska  y col., 2005; Cook-Mills y col., 2011; Kameno y 

col., 2013; Page y Liles, 2013; Zhu y col., 2013).  

Las concentraciones plasmáticas de otras sustancias relacionadas al endotelio también 

pueden ser de carácter informativo, pero reflejan otros aspectos de la función endotelial, tales 

como la regulación del tono vascular (ON y ET-1) o el equilibrio entre coagulación y la fibrinólisis 

(FvW) (Videm y Albrigtsen, 2008; Kaczmarek y col., 2013). Aunque las moléculas de adhesión 

circulantes pueden tener funciones propias de unión a receptores en leucocitos, se consideran 

como reflejo de los cambios de expresión en la superficie endotelial cuando se utilizan como 

marcadores de activación y/o lesión endotelial (Zhi-Ling y col., 2014).  

Estudios demuestran que los niveles elevados de ICAM-1 en plasma se correlacionan 

con la expresión de la superficie, aunque su expresión es constante en el endotelio (Videm y 

Albrigtsen, 2008; Chen y Scholl, 2014). El momento de la expresión en la superficie endotelial 

es diferente en comparación con VCAM-1, se tiene entendido que en padecimientos como la 

aterosclerosis, VCAM-1 es la primera molécula de adhesión expresada antes del desarrollo de 

la placa aterosclerótica (Cook-Mills y col., 2011). Sin embargo, se sigue debatiendo cuál de las 

dos moléculas de adhesión circulantes puede ser un marcador de mayor validez (Videm y 

Albrigtsen, 2008). Varias investigaciones sugieren que en procedimientos como la cirugía a 

corazón abierto, hay una activación de parte del endotelio, se liberan niveles más altos de 

sVCAM-1 en comparación con sICAM-1 (porción soluble de ICAM-1) y por lo tanto más fácil en 

detectar (Macías y col., 2003; Videm y Albrigtsen, 2008). Sin embargo, de acuerdo con varios 

grupos de investigación que han evaluado su uso como marcadores, sICAM-1 y sVCAM-1 

permiten predecir condiciones o eventos en ciertos padecimientos, sICAM-1 parece predecir el 

riesgo de infarto agudo al miocardio o DM en pacientes sanos (Guan y col., 2014), mientras que 

sVCAM-1 se correlaciona con riesgo recurrente de síndrome coronario agudo en pacientes con 

problemas cardiovasculares (Constans y Conri, 2006).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cook-Mills%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21050132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cook-Mills%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21050132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cook-Mills%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21050132
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Micropartículas Plasmáticas de Origen Endotelial como Marcadores de Daño  

 

 

Las micropartículas plasmáticas (MPs) son vesículas que poseen un tamaño de 0,1 a 1,0 µm, 

originadas de células que transitan y recubren el endotelio vascular tales como las leucocitos 

(neutrófilos, linfocitos y monocitos), eritrocitos, plaquetas, CE, células vasculares de músculo 

liso, entre otras líneas celulares; pueden ser detectadas en sangre periférica, orina, ascitis y 

líquido sinovial (Diamant y col., 2004; Budaj y col., 2012; Angelillo-Scherrer, 2012;  Batool y col., 

2013; Hargett y Bauer, 2013). En los últimos años, la identificación de microparticulas 

plasmáticas de origen endotelial (EMPs, por sus siglas en inglés), ha suscitado un gran interés, 

ya que estos podrían ser marcadores no invasivos de DE (Awad y col., 2013).  

Debido a la gran heterogeneidad de la población de MPs circulantes, su detección se 

realiza mediante la identificación de antígenos específicos correspondientes al tipo de célula del 

cual son provenientes, por medio de la técnica de citometría de flujo (Lacroix y col., 2010), 

permitiendo la clasificación e identificación de MPs (Burger y col., 2013).  

En la detección de MPs por citometría de flujo se presentan algunas limitaciones, debido 

a la carencia de antígenos específicos (Lacroix y col., 2010). Se han propuesto diversas 

estrategias para contrarrestar estas dificultades, varios grupos de investigación sugieren el uso 

de varios marcadores endoteliales que se han utilizado en la detección de MPs, las cuales 

incluyen CD31, CD34, CD51, CD54, CD62E, CD105, CD106, CD144 y CD146 (Lacroix y col., 

2010; Dignat-George y Boulanger, 2011; Awad y col., 2013). El desarrollo de la combinación de 

anticuerpos (CD31+/CD41-, CD31+/CD42b-, CD105+/CD45-, CD144+) permite una mejor 

especificidad y en conjunto con otros aumenta la sensibilidad (CD105+, CD146+ CD106+) 

(Lacroix y col., 2010; Awad y col., 2013). Se tiene entendido que la molécula CD144 o VE-

Caderina es uno de los antígenos específicos para la detección de EMPs (Dignat-George y 

Boulanger, 2011; Awad y col., 2013). Se ha utilizado a EMPs CD144+ como un marcador de 

daño en CE en pacientes con DM, enfermedad arterial coronaria, enfermedad hemolítica del 

recién nacido, accidente cerebrovascular isquémico e insuficiencia renal terminal (Koga y col., 

2005; Awad y col., 2013).  

La proteína calcio dependiente, CD144, es el principal componente de las CE 

involucrado en la adhesión celular, además de controlar la permeabilidad del vaso sanguíneo 

(Vestweber, 2009). Las MPs CD144+ son derivadas de CE, pueden encontrarse en el plasma 

humano y sus niveles parecen ser un marcador clínico específico y cuantitativo del daño y/o 

disfunción en las CE (Koga y col., 2005; Bernard y col., 2009). Existen evidencias que permiten 

http://www.atherosclerosis-journal.com/article/S0021-9150(08)00544-3/abstract
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afirmar que los niveles de MPs CD144+ en plasma se podrían utilizar para predecir futuros 

eventos cardiovasculares en pacientes con insuficiencia cardíaca (Nozaki y col., 2010) y de que 

la determinación de MPs CD144+, proporciona una evaluación cuantitativa de la disfunción 

endotelial, además de ser útil para la identificación de pacientes con DM en riesgo de una 

enfermedad coronaria arterial (Koga y col., 2005; Dignat-George y Boulanger, 2011; Awad y 

col., 2013). 

 

 

Micropartículas Plasmáticas  

 

 

Actualmente el interés en el estudio de las MPs ha ido en aumento, debido a su importante 

papel en procesos inflamatorios y a su capacidad de afectar directamente las funciones del 

endotelio provocando; la liberación de citocinas, expresión de moléculas de adhesión por el 

endotelio y activación de leucocitos, atracción de monocitos en el proceso inflamatorio, 

proliferación de células en el músculo liso y angiogénesis, además de inducir actividad 

procoagulante en lesiones avanzadas (Diamant y col., 2004; Morel y col., 2009; Dignat-George 

y  Boulanger, 2011). Desde el descubrimiento de las MPs, diversos grupos de investigación han 

reportado evidencias de una fuerte correlación positiva entre los niveles circulantes de MPs en 

plasma y diversos padecimientos inflamatorios como infecciosos, tanto en humanos y animales 

(Balducci y col., 2012; Awad y col., 2013; Curtis y col., 2013; Herring y col., 2013). Las MPs 

juegan un papel notable en la coagulación, inflamación, función endotelial y angiogénesis 

(Figura 4); contribuyen a la progresión de enfermedades vasculares, por lo que no son 

simplemente una consecuencia de la enfermedad, si no que pueden contribuir a procesos 

patológicos y servir de ambas formas como marcador de DE (Dignat-George y Boulanger, 2011; 

Jeanneteau y col., 2012).  
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Figura 4. Representación esquemática moléculas transportadas por micropartículas 

plasmáticas y su actividad biológica. APC, (del inglés proteína de poliposis adenomatosa 

del colón); EPCR, (del inglés receptor endotelial de proteína C); PECAM-1, (del inglés 

molécula de adhesión entre células endoteliales y plaquetas 1); ICAM-1, (del inglés 

molécula de adhesión intercelular 1); VCAM-1, (del inglés molécula de adhesión a células 

vasculares 1); S-Endo, (del inglés molécula de adhesión a célula de melanoma/CD146); E-

selectina, (del inglés selectina endotelial); VE-cadherina, (del inglés cadherina endotelial 

vascular);  eNOS, (del inglés óxido nítrico sintasa endotelial); MMP, (del inglés 

metaloproteasas de matriz); uPA, (del inglés activador de plasminógeno tipo uroquinasa); 

uPAR, (del inglés receptor de activador de plasminógeno tipo uroquinasa); EPC, (del inglés 

proteína C endotelial); TM, (del inglés trombomodulina); FS, (fostafidilserina); 

Microparticulas Plasmáticas (MPs). Fuente: Balducci y col., 2012. 
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Mecanismo de Formación y Liberación de Micropartículas Plasmáticas a la Vasculatura 

 

 

El conocimiento actual de los mecanismos de formación de MPs se deriva principalmente de 

experimentos aislados o cultivos de CE, documentado la capacidad de generar MPs después 

de la activación y/o apoptosis celular por una variedad de estímulos (Dignat-George y 

Boulanger, 2011). En general, es aceptado que las MPs se forman cuando hay una perdida en 

la distribución asimétrica de los lípidos entre el interior y exterior de la membrana  plasmática  

(Morel y col., 2011).   

En condiciones normales las células intactas, tienen una bicapa lipídica con una 

composición asimétrica de fosfolípidos, donde la fosfatidiletanolamina (FE) y fosfatidilserina (FS) 

están presentes en la cara interna de la membrana; mientras que en el exterior de ésta se 

exponen moléculas como fosfatidilcolina (FC), fosfatidilinositol, esfingomielina (EM) entre otros 

glicolípidos (Mause y Weber, 2010; Herring y col., 2013). Diversas moléculas inducen la 

formación de MPs como el TNF- α, trombina, PAI-1, angiotensina II, los lipopolisacáridos, 

bacterianos, toxinas urémicas, ROS, y lípidos oxidados, entre otros (Dignat-George y Boulanger, 

2011; Batool y col., 2013). Una vez que dichas moléculas inducen la estimulación de su receptor, 

se desencadena una liberación de calcio al espacio intracelular por parte del retículo 

endoplásmico liso, promoviendo una redistribución de lípidos en la membrana plasmática tanto 

en su cara interna como externa, por lo que la liberación de MPs es un proceso activo mediado 

por cambios enzimáticos que conducen e implican la reorganización del citoesqueleto y la 

membrana plasmática (Morel y col., 2011; Owens III y Mackman, 2011, Curtis y col., 2013).  

Este proceso inicia con la inhibición de la enzima translocasa, la cual es un transportador 

de fosfolípidos dependiente de calcio intracelular que permite la translocación internas (flip) y/o 

externas (flop) de lípidos en la membrana (Figura 5) (Curtis y col., 2013). Estudios recientes 

muestran que la translocación de FS a la cara externa de la membrana celular, implica 

despolarización mitocondrial (Bever y Williamson, 2010; Nguyen y col., 2011; Batool y col., 

2013). La exposición de FS es consecuencia de la translocación ejercida por la flopasa e 

inhibición de la flipasa (Bevers y Williamson, 2010). Tras la activación enzimática, el flujo de 

calcio inhibe la actividad de la flipasa y activa las enzimas sensibles al calcio, como calpainas y 

gelsoinas, proteasas que rompen el enlace entre miosina y α –actina (Owens III y Mackman, 

2011; Batool y col., 2013). La asimetría de la membrana celular ocasiona la exposición de FS 

en la superficie celular  y  por último estimula una pérdida en la adhesión del 
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Figura 5. Representación esquemática de la membrana celular y formación de 

micropartículas plasmáticas. (A) Activación escramblasa e inactivación de 

translocasa y distribución de fosfatidilserina (FS), esfingomielina (EM), 

fosfatidilcolina (FC), fosfatidiletanolamina (FE), inicia una liberación de calcio 

(Ca++),  intracelular a través del retículo endoplasmatico liso (REL), iniciando la 

activación de gelsoina y calpainas, además de la activación de proteína quinasa 

asociada a rho I (ROCK I, por sus siglas en inglés) causando la interrupción del 

enlace entre miosina y actina, (B) liberación de MPs, reorganización del 

citoesqueleto, externalizando FS en la membrana. Fuente: Curtis y col., 2013.  

 

 

citoesqueleto a la membrana y contribuyendo finalmente a la formación de MPs (Rautou y col., 

2011; Burger y col., 2013).  
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Muy pocos estudios han analizado los mecanismos que controlan la liberación de MPs 

por CE (EMPs CD144+) (Dignat-George y Boulanger, 2011). Aunque se sabe que la activación 

de la proteína quinasa asociada a rho I (ROCK I, por sus siglas en inglés), desempeña un papel 

crucial en la formación MPs apoptóticas (Curtis y col., 2013). Las MPs liberadas pueden diferir 

en cuanto a su tamaño, fosfolípidos, composición de proteínas de superficie, así como su 

función fisiológica dependiendo del tipo de célula del que se hayan liberado (Batool y col., 2013; 

Wu y col., 2013). 

 

 

Técnicas de Estudio de las Micropartículas Plasmáticas 

 

 

Para la determinación de MPs están disponibles actualmente múltiples metodologías que 

permiten su detección, aislamiento, caracterización y/o cuantificación, clasificándose por 

aspectos como el tamaño, morfología, concentración, composición bioquímica y origen celular 

(Herring y col., 2013). Diversas técnicas como la dispersión de luz dinámica, el ensayo por 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en ingles), la ultracentrifugación, la 

citometría de flujo y la microscopía electrónica se han utilizado con esos fines (Yong y col., 2012; 

Batool y col., 2013). Sin embargo, la mayoría de estas técnicas requieren una amplia 

preparación de muestra y no nos dan una idea cuantitativa del número real de MPs (Dragovic y 

col., 2011).   

 

 

Caracterización de Micropartículas por Citometría de Flujo 

 

 

La citometría de flujo nos permite realizar mediciones rápidas en células u otras partículas 

individuales en suspensión, conforme estas pasan -una por una- a través de un punto específico 

de análisis (Nielsen y col., 2014; Shantsila y col., 2014). La capacidad de poder analizar 

cuantitativamente múltiples parámetros de las células o partículas mediante un haz de luz láser, 

constituye una de las mayores fortalezas de esta herramienta (Nielsen y col., 2014); además 

ofrece la ventaja de ser comúnmente disponible en la mayoría de las instalaciones de 

investigación y puede analizar rápidamente gran cantidad de muestras (Burger y col., 2013; 

Shantsila y col., 2014). Las MPs pueden ser detectadas por citometría de flujo en muestras de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nielsen%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24511371
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sangre o fracciones del mismo, así como en otros fluidos corporales como orina, ascitis y líquido 

sinovial (Diamant y col., 2004).  

El estándar de oro actual para el análisis de MPs es la citometría de flujo, en donde son 

implementados fluorocromos conjugados a antígenos de superficie como marcadores en la 

detección específica de las partículas de interés (Ibrahim y van den Engh, 2007); permite una 

buena reproducibilidad en la determinación de MPs de acuerdo a diversos estudios realizados 

en MPs, con una variabilidad interensayo e intraensayo de aproximadamente de un 7-12% y 2-

6%, respectivamente (Simak y col., 2006; Herring y col., 2013). Sin embargo, posee una serie 

de limitaciones, en primer lugar, el tamaño de las MPs se encuentra en los límites de detección 

de la citometría de flujo (Chandler y col., 2011). Esto provoca una pérdida de un número 

significativo de potenciales MPs o que múltiples partículas se identifiquen como un único evento 

(Lacroix y col., 2010; Batool y col., 2013).  

La detección de MPs se da gracias a su unión con Anexina V, molécula que se une 

específicamente a la carga negativa de fosfolípidos como FS en presencia de iones de calcio, 

actuando como sonda en la detección y cuantificación de MPs (Batool y col., 2013; Burger y 

col., 2013). De cada evento detectado por citometría de flujo, se determinan electrónicamente 

el tamaño y granularidad por medio de la dispersión frontal (FSC, por sus siglas en inglés) y 

dispersión lateral (SSC, por sus siglas en inglés), así como la fluorescencia en diversos canales 

(Diamant y col., 2004; Shantsila y col., 2014).  

La fluorescencia refleja la cantidad de anticuerpo unido al antígeno expresado por las 

MPs y, por tanto, es una estimación de la cantidad del antígeno expuesto en la superficie de la 

membrana (Diamant y col., 2004; Shantsila y col., 2014). En los últimos años, varias 

investigaciones han sugerido que CD105+/CD144+ parece ser la mejor combinación de 

anticuerpos para el seguimiento de la población de EMPs, ya que son antígenos que se 

encuentran de manera constitutiva en el las CE (Gelderman y Simak, 2008). Sin embargo, hay 

diversos grupos de investigación que proponen a CD105+/CD146+ como una combinación más 

eficaz en la detección, debido a que su similar especificidad (Duval y col., 2010; Yong y col., 

2012). Aunque hay algunos marcadores constitutivos como PECAM-1 (CD31), endoglina 

(CD105) y VE- cadherina (CD144); los cuales aumentan notablemente en la formación de MPs 

apoptóticas (Jiménez y col., 2003; Tramontano y col., 2010), así mismo otros marcadores 

inducibles como ICAM-1 (CD54), E-selectina, (CD62E) y VCAM-1(CD106) aumentan su 

expresión en la formación de MPs ante la activación del endotelio (Jiménez y col., 2003; 

Tramontano y col., 2010). Como resultado, el análisis de los perfiles fenotípicos de MPs pueden 
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proporcionar información clínicamente útil en la naturaleza del DE (Yong y col., 2012; Nielsen y 

col., 2014).  

 

 

Micropartículas de Origen Endotelial en Procesos Patológicos 

 

 

Las EMPs, representan una población muy dispersa de MPs (Mostefai y col., 2008; Wu y col., 

2013), las fluctuaciones en los niveles plasmáticos pueden llevar a información clínica 

importante tanto en sujetos sanos como en pacientes con una variedad de condiciones 

patológicas o eventos tales como el accidente cerebrovascular isquémico agudo, hipertensión 

pulmonar arterial, y el DE en enfermedades como la insuficiencia renal en fase terminal, 

enfermedad arterial coronaria, DM, síndrome metabólico, vasculitis, infarto agudo al miocardio, 

malaria, preeclampsia; entre otras (Tabla 2) (González-Quintero y col., 2003; Mostefai y col., 

2008; Nomura y col., 2009; Feng y col., 2010; Nozaki y col., 2010; Tramontano y col., 2010; 

Amabile  y col., 2012; Herring y col., 2013; La Vignera y col., 2012; Heimrath y col., 2014).  

Es conocido que los niveles circulantes de EMPs están asociados con un aumento del 

riesgo aterotrombótico en individuos asintomáticos y por lo tanto puede proporcionar un 

potencial valor predictivo (Yong y col., 2012), debido a que las EMPs aumentan la actividad 

procoagulante y proinflamatoria en la red vascular, promoviendo complicaciones 

tromboembólicas (Dignant-George y Boulanger, 2011). Al aumentar el número de EMPs en 

circulación, han surgido estos como un marcador del DE y remodelación vascular sistémica 

(Budaj y col., 2012). Sin embargo, no está claro si las EMPs son consecuencia de estos 

padecimientos, ya que a menudo se correlaciona la severidad de la enfermedad con la 

concentración relativa en circulación  (Yong y col., 2012; Curtis y col., 2013).  

Recientemente el interés por una evaluación más completa del EV se ha enfocado en 

combinar marcadores como los niveles de progenitores de CE y el estudio de las EMPs (Nozaki 

y col., 2010; Markiewicz y col., 2013; Wu y col., 2013). La diferencia en la relación de los niveles 

de EMPs y progenitores de CE parece reflejar un desequilibrio entre el DE y la reparación 

vascular, lo cual podría ser útil para identificar a pacientes en riesgo de presentar algún grado 

de DE (Markiewicz y col., 2013). Aunque otros estudios, apuntan a que los niveles plasmáticos 

de EMPs parecen predecir futuros eventos cardiovasculares incorporando en su estudio 

marcadores como el péptido natriurético tipo B y la PCR (Nozaki y col., 2009). Hasta ahora, sólo 

unos pocos estudios han investigado la capacidad de pronóstico potencial en la medición de los 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nielsen%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24511371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amabile%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22036944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=La%20Vignera%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22551822
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niveles plasmáticos de EMPs (Dignant-George y Boulanger, 2011). Investigaciones en 

pacientes con accidente cerebrovascular isquémico agudo, se han encontrado niveles de EMPs 

lo cual se ha asociado con el grado de lesión y su resultado clínico, pero no se tienen datos 

sobre eventos clínicos durante el seguimiento de estos pacientes (Nozaki y col., 2010; Duprez 

y col., 2013). 

 

 

Tabla 2. Fenotipos de micropartículas plasmáticas de origen endotelial y  su 

asociación con diversas enfermedades. 

 

 

Por otro lado, investigaciones realizadas en pacientes  que presentan  un  daño  

endotelial caracterizado, los niveles de EMPs circulantes se correlacionan inversamente con la 

amplitud de la dilatación mediada por el flujo vascular, independientemente de factores como la 

edad y presión (Markiewicz y col., 2013). Hallazgos similares se observan en insuficiencia renal 

que crónica, donde los valores altos de EMPs CD31+, CD41- fueron predictores independientes 

de muerte cardiovascular (Dignant-George y Boulanger, 2011; Amabile  y col., 2012). 

 
Condición 

 
Enfermedad Especifica 

 
Fenotipos de EMPs 

 
Enfermedad Arterial 

Coronaria 

Aterosclerosis 
CD31+, CD 144+, Anexina V+, 

T-cadherina+ 

Enfermedad coronaria aguda CD31+, CD105+, CD146+ 

Enfermedad coronaria 
estable 

CD31+, CD41+, CD62E+, 
CD105+, MCP1+ 

Insuficiencia cardiaca crónica CD31+, CD62E+, CD144+ 

 
Diabetes mellitus 

Diabetes mellitus tipo 1 CD51+ 

Diabetes mellitus tipo 2 
CD31+, CD51+, CD144+, 

Anexina V+ 

Síndrome metabólico CD144+, CD146+ 

Ataque cerebro  
vascular 

Accidente cerebrovascular 
isquémico agudo 

CD62E, CD105+, CD144+ 

 
Hipertensión 

Hipertensión pulmonar 
CD31+, CD62E, CD144+ 

Insuficiencia renal 
Etapa final de la insuficiencia 

renal 
CD31+, CD144+ 

Durante la activación o apoptosis, las EMPs puede presentar distintivamente diferentes 

fenotipos antigénicos, que permiten identificación de la naturaleza de la lesión 

endotelial. (MCP1, del inglés proteína quimiotáctica de macrófago-1) (Fuente: Yong  y 

col., 2013). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amabile%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22036944
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Experimentos in vitro sugieren que las EMPs modulan el tono vascular influyendo en la 

producción de ON y prostaciclinas (Curtis y col., 2013; Markiewicz y col., 2013). Debido a la 

inhibición de la vasodilatación mediada por el EV y la generación de ON a partir de la enzima 

óxido nítrico sintasa (eNOS, por sus siglas en inglés); también se ha observado que en cultivos 

de células endoteliales incubadas con EMPs muestran una disminución en la actividad de eNOS 

(Curtis y col., 2013, Markiewicz y col., 2013).  

Además de su papel en el EV, las EMPs parecen modular la coagulación, una 

consecuencia directa de la exposición de FS en EMPs resulta en la capacidad de FS para unirse 

y activar los factores de la coagulación, lo cual les confiere un potencial procoagulante, su 

actividad trombogénica fue confirmada en experimentos in vitro e in vivo donde EMPs 

participaron en la generación de trombina dependiente del factor tisular (Owens III y Mackman, 

2011; Markiewicz y col., 2013). Estos datos en su conjunto, sugieren que los niveles de EMPs 

se podrían utilizar en el futuro como un marcador en la evaluación de pacientes e identificación 

de sujetos con un alto riesgo de desarrollar complicaciones cardiovasculares y eventos 

tromboticos, ya sea por enfermedad o envejecimiento (Dignant-George y Boulanger, 2011; 

Markiewicz y col., 2013). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Diseño del Estudio 

 

 

Descripción 

 

Se llevó a cabo un estudio piloto del tipo observacional descriptivo en el cual se utilizaron 

muestras de plasma de un paciente con DM2 y como control a un sujeto aparentemente sano 

(ADA, 2014). 

 

Selección de Sujetos 

 

Se incluyó un sujeto con DM2 diagnosticado previamente al ingreso del estudio y se utilizó como 

control un sujeto no diabético, aparentemente sano. El estado de salud de ambos sujetos de 

estudio fue valorado por un médico colaborador utilizando los criterios establecidos por el comité 

internacional de expertos en el diagnóstico y clasificación de la diabetes mellitus (ADA, 2014). 

Fueron excluidos de este procedimiento los sujetos que presentaron algún proceso infeccioso 

previo a la toma de muestra, así como la ingesta reciente de fármacos antiinflamatorios que 

alteren la concentración de sVCAM-1 plasmático, y además como criterio de eliminación la 

decisión de no participar en el proyecto.  

 

Consideraciones Bioéticas 

 

Se emplearon muestras de plasma sanguíneo colectadas a partir de los dos sujetos invitados a 

participar los cuales aceptaron de manera voluntaria, y se les explicó detalladamente la 

confidencialidad con la que se manejarían los datos que ellos aportaron, los posibles riesgos 
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derivados de la extracción de sangre por punción venosa, además de los alcances y/o beneficios 

de este proyecto a la comunidad y a su persona. Una vez que los sujetos aceptaron a participar 

en el estudio firmaron una hoja de consentimiento informado, mismo donde se les informa que 

en el momento en que decidan no participar, sus datos serán descartados de manera inmediata 

(Ver anexo 1).  

 

Obtención de Muestras Biológicas 

 

Las muestras sanguíneas fueron obtenidas después de un periodo de ayuno de 8 a 12 h. La 

sangre se obtuvo por punción venosa en tubos Vacutainer® de polipropileno adicionados con 

EDTA y se centrifugaron durante 2,000 g por 5 min para separar el plasma del paquete globular. 

Una vez obtenido el plasma, fue separado en alícuotas, una alícuota se utilizó para la 

determinación de glucosa, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, triglicéridos, ácido 

úrico, bilirrubinas, además de citometría hemática y examen general de orina; para la valoración 

del estado de salud del paciente; cabe aclarar que las mediciones de estos analítos y estudios 

se encuentran fuera de los objetivos de este trabajo; el resto fue inmediatamente almacenado 

a -80°C para su posterior procesamiento.  

 

Separación de las Fracciones Plasmáticas 

 

Las alícuotas almacenadas a -80°C fueron sometidas a una de centrifugación a 3,000 g durante 

30 min para la eliminación de residuos celulares. Posteriormente, para la obtención de un 

plasma pobre en  plaquetas (PPP), se centrifugó nuevamente, esta vez a 1,500 g a 20°C y por 

20 min, se prosiguió a centrifugar las muestras por última vez a 15,000 g, a 20°C por un periodo 

de 30 min, con el fin de eliminar las MPs plaquetarias, las cuales constituyen más del 80% de 

las micropartículas totales (Owens III y Mackman, 2011). 

Una vez obtenido el PPP y disminuido en MPs plaquetarias, fue filtrado empleando un 

filtro de Merck Millipore® (clave de catálogo: UV30VV00) con un límite de exclusión de tamaño 

de 0.1 µm, donde se utilizaron 100 µL de PPP y se centrifugo a 6,000 g por 4 min a una 

temperatura de 20°C, se agregó un volumen de 50 µL de amortiguador de fosfatos salino (PBS) 

10 mM y con un pH de 7.2, posteriormente se centrifugó a 6,000 g por 2 min a 20°C, se volvió 
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agregar 50 µL de PBS y finalmente se centrifugó a 6,000 g por 2 min a 20°C, obteniéndose dos 

fracciones plasmáticas, una mayor e igual de 0.1 µm, la cual contiene a las MPs de interés y la 

otra fracción menor de 0.1 µm, en la que se encuentra el marcador de manera soluble, tales 

fracciones fueron alicuotadas e inmediatamente almacenadas a - 80°C para la posterior 

cuantificación de sVCAM-1 (Yoshida T y col., 2002). 

 

Cuantificación de sVCAM-1 Plasmático 

 

Se cuantificó la concentración de sVCAM-1 circulante en las muestras de plasma total en los 

dos sujetos de estudio, así como en las fracciones plasmáticas con un tamaño mayor e igual a 

0.1 µm y menor 0.1 µm, utilizando un equipo comercial de ELISA para la detección de sVCAM-

1 humano de LEGEND MAX® (número de catálogo: 440308). Para ello se añadieron 100 μL del 

conjugado enzimático a cada pozo y se pipetearon 50 μL de la dilución de estándar de sVCAM-

1, plasmas problema en los pozos correspondientes, se dejó incubar a temperatura ambiente 

por 1 h mezclando a 20 rpm. Posteriormente, se decantó el líquido de los pozos y se lavó en 5 

ocasiones con 300 μL de solución de lavado, se agregó 100 μL de solución de sustrato TMB (3-

5-3´-5´-tetrametilbenzidina) y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente en oscuridad 

con agitación suave y constante. Se detuvo la reacción añadiendo 100 μL de solución de paro 

de reacción a cada pozo y se agitó suavemente. Finalmente se tomó lectura de las absorbancias 

a 450 ηm de longitud de onda en un lector de microplacas Model680 de BIO-RAD® y se 

calcularon los resultados mediante la aplicación de la recta obtenida de la curva de calibración 

de acuerdo al fabricante, obteniéndose una R2 = 0.9952, así como la ecuación de la recta para 

la determinación de nuestras muestras problema (Alabanza y Bynoe, 2012). 

 

Análisis Citométrico de Micropartículas Plasmáticas 

 

El análisis se realizó en el citómetro FACSCalibur® de BD®, los datos obtenidos fueron 

analizados en el programa Summit Software Informer® versión 4.3 de Dako®. Los ensayos de 

tinción se realizaron utilizando 25 μL del PPP correspondiente, se utilizaron 2 µL del anticuerpo 

primario monoclonal anti-VCAM-1 (anti-CD106) generado en ratón; acoplado con PE/Cy5 de la 

marca BioLegend®, al igual que un anticuerpo primario monoclonal anti-VE-Cadherina (anti-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoshida%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12453215
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CD144) generado en ratón; acoplado con PE de la marca BioLegend®, se adicionó 2 µL de  

Anexina V acoplado a FITC de la marca BioLegend®, y se incubó por 15 min, se agregó 100 μL 

del amortiguador de unión (número de catálogo: 42220) de la misma marca y se añadió solución 

salina hasta un volumen final de 300 μL, el cual fue inyectado al equipo ya descrito hasta lograr 

capturar 100,000 eventos, mismos que fueron analizados en el programa antes descrito 

(Monnier, y col., 2012; Hellmann  y col., 2013; Werling y col., 2013). 

 

Análisis de VCAM-1 en la Superficie de Micropartículas Plasmáticas 

 

El numero relativo de MPs, así como la expresión del marcador VCAM-1 en su superficie se 

definió sobre un gráfico de puntos (Dot Plot), graficándose tamaño (FSC) contra granularidad 

(SSC) determinado por un área de análisis y captura, el cual fue determinado mediante el uso 

de perlas calibradoras de látex fluorescentes de 0.1 y 1.0 µm de la marca SIGMA-ALDRICH®, 

seleccionando una región ‘R’ sobre el Dot Plot. Empleando un control de autofluorescencia 

(CAF) se determinaron las partículas de un tamaño de 0.1 a 1 µm que fueran positivas para el 

marcador de Anexina V-FITC y finalmente de esa población de eventos Anexina-V positivas, se 

trasladó esa ventana de selección y se evaluaron los marcadores de identificación CD106 

(VCAM-1) y CD144 (VE-Cadherina) para conocer el porcentaje de MPs provenientes de origen 

endotelial y que evidencian el marcador de DE VCAM-1 (Awad y col., 2013; Nielsen y col., 2014). 

 

Análisis de Datos 

 

Los datos fueron expresados como el promedio de las concentraciones de sVCAM-1 en plasma 

de las determinaciones realizados por triplicado en los dos sujetos de estudio. La comparación 

de los datos entre la cuantificación de la sVCAM-1 plasmático y el unido a micropartículas 

plasmáticas se hizo de manera observacional tanto en los datos obtenidos por el análisis 

citométrico de MPs, así como la evidencia de la expresión de VCAM-1 en éstas.  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Werling%20NJ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Werling%20NJ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monnier%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hellmann%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23785121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nielsen%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24511371
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

Selección de Sujetos de Estudio 

 

Se seleccionaron dos sujetos los cuales respondieron a la invitación abierta hecha a la 

comunidad Hermosillense, fueron sometidos a una evaluación clínica llevada a cabo por un 

médico colaborador especialista. De los sujetos muestreados, uno de ellos presentó DM2, 

refiriendo el haber sido diagnosticado hace más de diez años con este padecimiento y el otro 

sujeto fue evaluado como no diabético aparentemente sano, de acuerdo a los criterios 

recomendados por el comité internacional de expertos en el diagnóstico y clasificación de la 

diabetes mellitus (ADA, 2014).   

 

Análisis de los Niveles de sVCAM-1 en Plasma 

 

La concentración promedio de sVCAM-1 en la muestra de plasma total del sujeto control fue de 

619.71 ng/mL, 543.38 ng/mL en la fracción menor de 0.1 µm y  71.33 ng/mL en la fracción mayor 

e igual de 0.1 µm (Figura 6). En el paciente con DM2 se obtuvo una concentración promedio de 

765.91 ng/mL de sVCAM-1 en la muestra de plasma total, 682.81 ng/mL en la fracción menor 

de 0.1 µm y 78.09 ng/mL en la fracción superior e igual a 0.1 µm (Figura 6). Estos resultados 

reflejan que las concentraciones de sVCAM-1 tanto de las muestras de plasma total como de 

sus fracciones fueron mayores en el sujeto diagnosticado con DM2 respecto al sujeto control, 

coincidiendo con lo reportado por diversos grupos de investigación donde se demuestran que 

los niveles totales en plasma del marcador de daño endotelial sVCAM-1 se encuentran 

aumentados en sujetos que presentan aterosclerosis coronaria y periférica, DM, lupus 

eritematoso sistémico, preclamsia, enfermedad de Crohn, entre otros padecimientos (Goke y 

col., 1997; Glowinska  y col., 2005; Cook-Mills y col., 2011; Kameno y col., 2013; Page y Liles, 

2013; Zhu y col., 2013). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cook-Mills%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21050132


 

31 
 

 

Figura 6. Comparación de los niveles de sVCAM-1 en plasma total y sus fracciones de los 

sujetos de estudio en ng/mL. 

 

 

Diversos grupos de investigación indican una correlación satisfactoria entre uno o más 

marcadores solubles de DE como VCAM-1, el factor tisular, E-selectina y el FvW con el estado 

clínico de pacientes (Mannuci, 1998; Horstman y col., 2004b). 

Sin embargo, estudios donde se realizaron la medición de marcadores como sVCAM-1 

e sICAM-1 en pacientes con infarto agudo al miocardio, tanto en el momento de la admisión 

como 10 días después (Macías y col., 2003); no se encontraron en ese estudio una correlación 

entre los valores de las moléculas de adhesión solubles por la técnica de ELISA y la severidad 

del daño miocárdico, estimado por enzimas cardíacas y cambios electrocardiográficos (Macías 

y col., 2003); esto puede estar relacionado al hecho de que resultados por la técnica de ELISA 

utilizando el mismo marcador soluble a menudo varían de un laboratorio a otro (Chironi y col., 

2009; Yong y col., 2012). Por lo cual, no se puede descartar la idea de que cierta proporción de 

algunos marcadores solubles se encuentra realmente unido a alguna población de MPs y afectar 

la concentración de los marcadores solubles (Horstman y col., 2004b). 
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Análisis de la Proporción de VCAM-1 de Cada una de las Fracciones Plasmáticas 

 

La concentración promedio del plasma total fue obtenida de un triplicado, el cual se utilizó como 

referencia para el 100% del VCAM-1 en las muestras de plasma, y permitió determinar el 

porcentaje de las fracciones plasmáticas mayores y menores de 0.1 μm. Evidenciando que en 

las fracciones menores de 0.1 μm hubo una mayor proporción del marcador plasmático de 

87.68% y 89.15%, respectivamente para el sujeto control y el paciente diabético (Figura 7); 

mientras que en la fracciones mayores e iguales de 0.1 μm se obtuvieron porcentajes de 11.54% 

en el sujeto control y 10.19% en el paciente con DM2, asumiendo que esta última corresponde 

a la fracción de VCAM-1 cuantificada que se encuentra unida a MPs y no en su forma libre, la 

cual corresponde a la cuantificada en la fracción menor a 0.1 µm (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Comparación de porcentajes de sVCAM-1 en las fracciones plasmáticas analizadas. 

A) Control, B) Paciente. 

 

Probablemente el problema más grave en la determinación de marcadores solubles 

radica en la posibilidad de que la mayoría de estos llamados “marcadores solubles” se 
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encuentren realmente unidos a MPs, al menos en cierta proporción (Horstman y col., 2004; 

Chironi y col., 2009). En la mayoría de los estudios realizados en la determinación de 

marcadores solubles, no se tiene especial cuidado en distinguir entre la proporción del marcador 

soluble contra el unido a MPs (Horstman y col., 2004b). Una excepción a lo anterior es un 

estudio donde evidenció una concentración significativa de P-selectina en plasma de pacientes 

con púrpura trombocitopénica trombótica, incluso después de una centrifugación a 100,000 g y 

posteriormente filtrando con una membrana con un límite de exclusión de tamaño de 0,22 μm 

(Katayama y col., 1993; Horstman y col., 2004a). 

Por lo que es factible que en la mayoría de los estudios, la determinación de marcadores 

solubles sea en realidad debido a la medición de estas moléculas unidas a EMPs, otra subclase 

de MPs, o mezclas de formas solubles y unidas MPs (Horstman y col., 2004b; Chironi y col., 

2009; Yong y col., 2012).  

 

Expresión de VCAM-1 en la Superficie de Micropartículas Plasmáticas por Citometría de 

Flujo 

 

En el programa Summit Software Informer® versión 4.3 de Dako®, se seleccionó la región 

correspondiente (denominada R14) al tamaño de las MPs (0.1 - 1.0 µm); empleando perlas de 

látex acopladas a fluorocromos de 0.1 y 1.0 µm (Figura 8).  

De las MPs que se encontraron en el área R14, se seleccionaron las positivas para 

Anexina V-FITC, las cuales se muestran en el panel central dentro de la región R16 de las 

Figuras 9A y 9B, mismas en las que se determinó la presencia de los marcadores de célula 

endotelial (CD144) y del marcador de daño endotelial VCAM-1 (CD106), empleando anticuerpos 

monoclonales específicos fluoromarcados (Panel inferior, ver figura 9A y 9B). Permitiendo 

evidenciar la presencia de VCAM-1 en MPs provenientes de células de endotelio vascular 

mediante el uso de la técnica de citometría de flujo en los dos sujetos estudiados.  
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Figura 8. Región de análisis y captura correspondiente al tamaño de 0.1 y 1.0 µm. 

 

 

En la Figura 9 se muestran dos series de gráficos de puntos representativos de los 2 

sujetos de estudio; donde se registraron de 2,488 y 3,367 eventos a partir del área R14, del 

sujeto control y el paciente, respectivamente. Se obtuvieron 808 y 960 eventos Anexina V+, los 

cuales equivalen al 32.77% y 29.06% respectivamente del total de partículas dentro del intervalo 

de tamaño para MPs. Al evaluar el contenido de los marcadores CD106 (VCAM-1) y CD144 

(VE-Cadherina) en las MPs capturadas en esta área se puede ver una proporción del 42.86% 

de CD106+, 7.88% de CD144+ y finalmente una doble positividad del 27.76% de estos 

marcadores en las MPs del sujeto control. Al mismo tiempo el paciente con DM2 presenta una 

proporción del 37.81% de CD106+, 10.76% de CD144+ y una doble positividad del 29.06% 

(Tabla 3).  

Estos resultados representativos son congruentes con hallazgos encontrados por otros 

grupos de investigación en pacientes diabéticos, donde se ha encontrado incrementado el 

número de MPs CD144+, tal como observamos en nuestro paciente respecto al sujeto control; 

al mismo tiempo, estos niveles de EMPs incrementados en plasma se han asociado con DE 

(Koga y col., 2005; Bernard y col., 2009; Chironi y col., 2009; Markiewicz y col., 2013). Asimismo, 

al extrapolar estos resultados en estudios más amplios, en donde se evalúan los niveles de 

EMPs en un número significativo de pacientes, mostraron un aumento en la expresión de 

CD144+ en EMPs, lo cual se ha asociado de manera independiente futuros eventos 

cardiovasculares en pacientes diabéticos (Koga y col., 2005; Curtis y col., 2013). Se han 

reportado altos niveles de antígenos de superficie como E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 en 

EMPs, liberadas  a  través  de  la  activación  de células endoteliales  in vitro (Markiewicz y  
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Figura 9. Detección de VCAM-1 en la superficie de micropartículas plasmáticas de 

origen endotelial por citometría de flujo. A) Sujeto control, B) Paciente con DM2. 

 

 

col., 2013; Van-Ierssel y col., 2013). En contraste, se ha observado una disminución de estos 

en el proceso apoptótico de las CE (Tramontano y col., 2010; Yong y col., 2012; Markiewicz y 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Ierssel%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23936333
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col., 2013). De manera adicional, las EMPs generadas a partir de la apoptosis de CE tienen una 

mayor cantidad de FS en su composición en comparación con las EMPs generados por la 

activación de CE (Tramontano y col., 2010), lo cual sugeriría que hay distintos mecanismos de 

formación de EMPs en células activadas y apoptóticas (Dignant-George y Boulanger, 2011; 

Yong y col., 2012; Markiewicz y col., 2013; Van-Ierssel y col., 2013). Adicionalmente, en otros 

reportes donde se determinó el fenotipo antigénico de EMPs en pacientes diabéticos; ciertos 

marcadores constitutivos (predominantemente CD31 y CD105) son expresados en oposición a 

marcadores inducibles o de activación (Tramontano y col., 2010; Dignant-George y Boulanger, 

2011).  

 

 

Tabla 3. Eventos obtenidos al evaluar marcadores de identificación en microparticulas 

plasmáticas de origen endotelial. 

 

 

Además se ha observado, que la relación de poblaciones CD62E+ / CD31+, se puede 

utilizar como un criterio para distinguir activación frente a la apoptosis en las CE, debido a que 

CD62E es considerado un marcador de activación del endotelio; mientras que CD31 se 

encuentra de manera constitutiva en las CE (Tramontano y col., 2010; Dignant-George y 

Boulanger, 2011; Markiewicz y col., 2013). Lo cual puede ser interpretado como una indicación 

de un aumento en la activación celular de CE de en los pacientes con DM2 (Tramontano y col., 

2010).  

Con los resultados obtenidos en el presente estudio piloto, se establecen las condiciones 

y métodos que podrán tomarse como base para posteriores estudios donde se evalúen otros 

marcadores solubles, además de como las MPs podrían afectar las concentraciones de éstos; 

comparando una muestra que maneje un mayor número de sujetos sanos contra sujetos con 

Micropartículas Plasmáticas 

 % sobre el total de MPs Anexina V+ 

Sujeto Total de MPs 

Anexina V + 

CD144+ (%) CD106+ (% ) CD144+/CD106+ (%) 

Control 808 7.88 42.86 27.76 

Paciente 960 10.76 37.81 35.10 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Ierssel%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23936333
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DM2 o prediabéticos, lo cual permitirá obtener mejores correlaciones entre los marcadores 

solubles y el estado clínico de los pacientes.  
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CONCLUSIONES 

 

 

 
 

1. Se encontró una proporción mayoritaria de sVCAM-1 en las fracciones menores de 

0.1 µm en ambos sujetos de estudio. 

 

2. Se evidenció la presencia de VCAM-1 en la superficie de micropartículas plasmáticas 

de origen endotelial en los 2 sujetos de estudio. 
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RECOMENDACIONES 

 

 

Al ser este un estudio piloto, nos permitió valorar que es factible realizar este tipo de estrategia 

metodológica para cuantificar la proporción del marcador sVCAM-1 que se encuentra libre en 

circulación y la proporción que se encuentra acoplada a MPs. Ya que observamos ligeras 

diferencias en estas proporciones en los dos sujetos analizados, es recomendable que se lleve 

a cabo en este estudio utilizando un grupo de pacientes con DM2 o prediabéticos y controles, 

así como la utilización alterna bajo el mismo procedimiento metodológico del marcador sICAM-

1, lo cual permitiría obtener resultados más claros sobre las proporciones de estos marcadores 

solubles y el estado clínico de los pacientes.  
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ANEXO 1 

 

Carta de Consentimiento Informado 

 

 

Yo________________________________________________, manifiesto haber sido invitado 

(a) por la Universidad de Sonora, para participar en el proyecto “Estudio piloto para estimar la 

proporción de la molécula de adhesión a células vasculares 1 unida a micropartículas 

plasmáticas y de su forma soluble”; cuyo objetivo es el de “Estimar la proporción del marcador 

de daño endotelial VCAM-1 unida a micropartículas plasmáticas y en su forma soluble”. 

Me han informado que los resultados de este proyecto podrían ayudar a la identificación 

y tratamiento oportuno de las complicaciones vasculares que presentan los pacientes con 

Diabetes Mellitus. También me han informado que si acepto participar en el estudio donaré una 

muestra de sangre venosa tomada en ayuno de 8-12 h de 10mL y que el procedimiento tiene 

riesgos mínimos.  

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, además se me ha dado 

la oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfacción. 

Se me ha dado una copia de este formato. 

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigación que aquí se 

describe. 

[__] No autorizo 

[__] Sí autorizo mi participación en el estudio y que se me tome la muestra de sangre 

venosa que se empleará en el laboratorio para los estudios pertinentes. 

 

_________________________________________________ 

Nombre del Participante 

 

____________________________________       _____________________________ 

Firma del Participante     Fecha 
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Firma del encargado de obtener el consentimiento informado 

Le he explicado el estudio de investigación al participante y he contestado todas sus 

preguntas. Creo que él/ella entiende la información descrita en este documento y libremente da 

su consentimiento a participar en este estudio de investigación. 

 

___________________________________________________________________ 

Dra. Jesús Adriana Soto Guzmán (investigador responsable) 

 

_____________________________________            __________________________ 

Firma del Investigador Responsable del Proyecto          Fecha 

 

Firma de los testigos 

Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmó este formato de consentimiento 

informado en mi presencia y de manera voluntaria. 

 

_________________________________________________ 

Nombre del Testigo 1. 

 

______________________________       ____________________________ 

Firma del Testigo             Fecha (debe ser igual que la del participante) 

 

           _________________________________________________ 

Nombre del Testigo 2. 

 

_____________________________      ______________________________ 

Firma del Testigo                                  Fecha (debe ser igual que la del participante) 

 

 

 

Firma de aceptación para participar en el proyecto: ___________________________ 

Lugar y Fecha: _____________________________ 
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