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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la posible asociacion entre ferritina sérica y lipoproteina de baja densidad
oxidada en sujetos con glucosa normal y glucosa alterada en ayuno, y aislar
ferritina sérica mediante la interaccion ferritina-péptido rico en Histidina-Glicina-
Lisina (HGK) del dominio 5 de la cadena ligera del producto de escision de

cininégeno de alto peso molecular (HKa).

Objetivos Particulares

1. Evaluar diferencias en la concentracion de ferritina sérica en sujetos con

glucosa normal en ayuno, glucosa alterada en ayuno y diabetes tipo 2.

2. Estimar la asociacion entre ferritina sérica y lipoproteina de baja densidad
oxidada en sujetos con glucosa normal en ayuno y glucosa alterada en

ayuno.

3. Obtener antisuero policlonal anti-ferritina y evaluar la interaccion ferritina-
péptido HGK.

4. Purificar ferritina sérica humana mediante la interaccién ferritina-péptido
HGK.



RESUMEN

La oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) es crucial en el inicio y
la aceleracion del desarrollo aterosclerético. La oxidacion de LDL (oxLDL) puede
ser inducida por radicales libres, que pueden formarse por el hierro. La alteracion
de la homeostasis en el metabolismo del hierro puede conducir a una sobrecarga
de hierro que contribuye a la generacién de especies reactivas de oxigeno,
fendmenos asociados a la diabetes y aterosclerosis. Después de confirmar el
aumento de ferritina sérica y oxLDL en sujetos con hiperglicemia cronica (tanto
en IFG como T2D), el objetivo principal del presente estudio fue determinar si la
ferritina sérica esta asociada a la LDL oxidada en sujetos con glucosa en ayuno
normal (NFG) y glucosa en ayunas alterada (IFG). Se reclutaron 6 sujetos con
T2D, 18 con IFG y 36 con NFG hispanos no blancos, de origen no indigena, de
ascendencia mestiza mexicana. Los participantes no presentaron inflamacion
aguda o complicaciones vasculares. La ferritina sérica y la oxLDL se evaluaron
mediante ELISA. La concentracion de ferritina sérica (p<0.05) y de oxLDL
(p<0.05) fue mayor en los sujetos con IFG y T2D. Ademas, en los grupos IFG y
NFG en su conjunto, el logaritmo natural de (In)-ferritina sérica se correlacion6
con oxLDL (r=0.372, p=0.01) y In-oxLDL/LDL (r=397, p=0.006) después de
ajustar sexo, edad, glucosa plasméatica en ayunas (FPG), indice de masa
corporal, triglicéridos (TG), colesterol total (TC) y lipoproteinas de alta densidad.
Finalmente, la ferritina en suero fue un contribuyente independiente a la relacion
In-oxLDL/LDL en sujetos NFG e IFG (B=0.2915; IC del 95% =0.1444, 0.4385;
p<0.001) después de la introduccion de posibles factores de confusibn como
FPG, TC, TG e hipertension. Segun nuestro conocimiento, este es el primer
estudio que comprende una asociacion entre ferritina sérica y oxLDL en sujetos
con NFG e IFG. Se necesita mas investigacion para establecer una relacion
causal del metabolismo de la interrupcion del hierro en la generaciéon de oxLDL

en condiciones IFG. Ademas, se propuso un método cromatografico para



purificar ferritina sérica. Mediante cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados (IMAC), especificamente mediante sistema niquel unido a acido
nitrolotriacético (Ni-NTA) sefarosa 6B, se logré obtener ferritina sérica de un pool
de sueros de sujetos con NFG, resultado que permitird en el futuro estudiar mejor
la relacion entre ferritina sérica y condiciones tanto fisioldgicas como

fisiopatoldgicas.

Palabras clave: ferritina sérica, lipoproteina de baja densidad, LDL
oxidada, oxLDL, prediabetes, glucosa alterada en ayuno, aterosclerosis, diabetes

tipo 2, inflamacion, cinindbgeno de alto peso molecular.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cronico-degenerativas son problema de salud puablica. La T2D
y sus complicaciones se han convertido en un verdadero desafio para la
comunidad cientifica. La oxidacion de las LDL juega un papel importante en el
inicio y la aceleracion del desarrollo aterosclerético. La oxidacion de LDL puede
ser inducida por especies reactivas de oxigeno, cuya formacién puede ser
catalizada por el hierro. La alteracién de la homeostasis en el metabolismo del
hierro puede conducir a una sobrecarga de hierro que contribuye a la generacion
de especies reactivas de oxigeno, fenbmenos asociados a la diabetes y
aterosclerosis. Ferritina como indicador de reservas corporales de hierro, se ha
asociado a la generacion de diabetes e incluso complicaciones, especificamente
oxLDL en pacientes con diferentes grados de aterosclerosis. Al mismo tiempo,
ferritina sérica es una proteina reactante de fase aguda, por tanto, existen
reportes que afirman, el aumento en la diabetes y aterosclerosis es,
principalmente, consecuencia de inflamaciébn y no aumento en las reservas
corporales de hierro. El presente trabajo evalu6 la posible asociacion entre
ferritina y oxLDL ajustando a clasicos marcadores de riesgo para la oxidacion de
LDL, asi como inflamacion (medido en IL-6). Ademas, después de obtenidos los
resultados anteriores, se justific la estandarizacion de un método para purificar
ferritina sérica de sujetos con glucosa normal en ayuno, sin aparente inflamacion

ni condiciones relacionadas aumento en la concentracion de ferritina sérica.
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ANTECEDENTES

Diabetes Tipo 2

Las enfermedades crénico-degenerativas son problema de salud publica, debido
a la dificultad de prevencion, morbilidad y mortalidad (International Diabetes
Federation, 2017). El incremento en la demanda de los recursos sanitarios,
aunado al aumento en los costos asociados a la atencion de estas patologias ha
obligado a los profesionales de la salud a enfocar gran parte de su ejercicio, en
investigar y proponer soluciones (Jaacks y col., 2016). La diabetes tipo 2 (T2D
por sus siglas en inglés) es una enfermedad multifactorial causada por una
compleja interaccion entre la predisposicién genética y el estilo de vida. Este
altimo, en el presente siglo, ha provocado un gran incremento de la incidencia

nacional y mundial de T2D (American Diabetes Association, 2019).

Para el afio 2018, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en conjunto
con la Federacion Internacional de la Diabetes estimaron que en el mundo existe
aproximadamente 424.9 millones de personas con T2D de los cuales alrededor
del 50% no ha sido diagnosticado (International Diabetes Federation, 2017).
Ademas, se estima que hay mas personas con resistencia a la insulina, de
interés, ya que estas personas tienen alto riesgo de desarrollar diabetes
(American Diabetes Association, 2019). México ocupa el quinto lugar con T2D en
el mundo, con una prevalencia del 9.4% en adultos entre 20 y 79 afos, de los
cuales son alrededor de 6.5 millones han sido diagnosticadas, y 4.5 millones no
saben que presentan la enfermedad (International Diabetes Federation, 2013;
ENSANUT, 2016).
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Patogénesis de la Diabetes Tipo 2

La T2D es un sindrome clinico caracterizado por hiperglucemia crénica
consecuencia de grados variables de resistencia a la hormona insulina por parte
de tejidos blanco (higado, masculo esquelético, tejido adiposo) y disfuncion de
células B del pancreas, que compromete la secrecion y/o produccion de insulina
(International Diabetes Federation, 2017; American Diabetes Association, 2019).
La enfermedad esta definida por la presencia de al menos una de las siguientes
condiciones, confirmando el resultado en una siguiente ocasion: glucosa
plasmatica en ayuno (FPG por sus siglas en inglés, =27.0 mmol/L; 2126mg/dL),
glucosa post-prandial 2h (2hPG por sus siglas en inglés) después de una ingesta
de 75¢g de glucosa estandar (OGTT por sus siglas en inglés, =11.1 mmol/L; 2200
mg/dL), hemoglobina glicada (HbAlc, 26.5%), o una glucosa en plasma al azar
debido a presencia de sintomas clasicos de hiperglucemia (=11.1mmol/L;
2200mg/dL; American Diabetes Association, 2019).

En condiciones fisiolégicas, los niveles de glucosa en sangre estan
estrictamente regulados y en individuos que estan en transicion a desarrollar T2D
ocurren anomalias en el metabolismo de glucosa e insulina, un proceso dinamico
que ocurre continua e insidiosamente durante un lapso de muchos afios (Weyer
y col., 1999; Weir y Bonner-Weir. 2004; Bergman, 2013). Adicionalmente, la
desregulacion en los niveles de glucosa en ayuno y post-prandial asi como la
sensibilidad y secrecién de insulina (funcion de células B), precede a la
enfermedad manifiesta de T2D (Tabak y col., 2012). Tabak y colaboradores
observaron que el aumento en los niveles de glucosa se observé tan temprano
como 13 afios previos al diagndstico de la enfermedad, aunque estos parecian
estar estrechamente regulados dentro del rango normal 2 a 6 afios previos al
diagnéstico, momento en el cual se produjo un detrimento abrupto en la
regulacion de los niveles. La resistencia a la insulina también se observo hasta
13 afios antes de la aparicion de diabetes, con una caida especialmente

pronunciada 5 afios antes de la diabetes. En cuanto a la funcion de células 3,
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estimada por la secrecion de insulina, durante el periodo observado se mostro un
aumento sustancial en la secrecion y por tanto un intento compensatorio 4 afios
antes del diagndéstico, y disminuyendo abruptamente justo antes de la conversion
a diabetes (Tabak y col., 2012).

Estos resultados indican que la resistencia a la insulina comienza muchos
afios antes de la diabetes, y es un hecho que se compromete la funcién de las
células B, situacion ya presente en etapa prediabética. Weir describié un modelo
por etapas para la generacion de T2D. En el desarrollo, cada etapa estd marcada
por cambios en la funcién, masa y fenotipo de células B (Weir y Bonner-Weir.
2004).

La primera etapa ("compensacion”) se caracteriza por un largo periodo de
resistencia a la insulina acompafiada de un compensador aumento de la tasa de
secrecion de insulina y aumento en la masa de células en los islotes de
Langerhans, donde se encuentran células . La segunda etapa constituye una
"adaptacion estable", donde la resistencia a la insulina aumenta, se producen
cambios metabdlicos y las células B ya no compensan completamente la
necesidad de insulina. Se observa también un cambio fenotipico muy marcado
en las células B, evaluado por cambios en expresion de genes y proteinas, y
también los niveles de FPG y 2hPG aumentan considerablemente. Aqui, los
niveles de FPG se observan entre 5.0—-6.5mmol/L (89-116 mg/dL). Este periodo
suele ir acompafado de una disminucion de la secrecion aguda de insulina
principalmente cuando las concentraciones de FPG son de 5,6 mmol/l (100
mg/dl). La secrecién de insulina post-prandial estimulada por la glucosa
disminuye considerablemente cuando los niveles de FPG se observan a
6.3mmol/L (114mg/dL). En esta segunda etapa, la secrecién de insulina es en
parte preservada. Las observaciones antes mencionadas son consecuencia en
gran parte al concepto de glucotoxicidad en donde, los altos niveles de glucosa
crean un ambiente desfavorable que lleva a la alteracion en la funcion de células

B. En la tercera etapa, una transitoria "inestable descompensacién temprana", las
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células B son incapaces de compensar la resistencia a la insulina y por tanto los
niveles de glucosa aumentan hasta alrededor de 7.3mmol/L (130mg/dL) y
consecuentemente los niveles empiezan a aumentar rapidamente (10). Estos
periodos mencionados han sido catalogados como prediabetes y que llevan a
desarrollar diabetes, donde hay una "estable descompensacion” (etapa 4) con
una grave disfuncién en células 3. Finalmente, se puede presentar una "severa
descompensacion” (etapa 5), que representa una profunda reduccion en masa
de células B (Weir y Bonner-Weir. 2004).

La T2D tiene diferente impacto en las poblaciones basado en factores
genéticos (raza, etnicidad), factores ambientales y de estilo de vida (geografia,
edad, tiempo de suefio, infeccién, microbiota, estatus socioeconémico,
contaminantes medio ambientales, desarrollo intrauterino, medicacion,
tabaquismo, consumo de alcohol), pero debido a que la T2D esta incrementando
globalmente a una tasa que sobrepasa la variacién genética, entre los factores
de riesgo, histéricamente y a la fecha se ha determinado que un estilo de vida
sedentario acompafnado del consumo de dietas no saludables con alto contenido
de carne roja y procesada, granos refinados, bebidas azucaradas y alimentos
ricos en carbohidratos densos en energia son las principales causas de la
epidemia actual de T2D (Chatterjee y col., 2017), por su crucial relacion con la
generacion de un desbalance de ingesta energética/gasto energético/calidad
alimentaria causante de sobrepeso y obesidad medido en indice de masa
corporal (Ng y col., 2014, Zheng y col., 2018) y aumento de la obesidad visceral
(Bruno y col., 2005) y grasa ectopica (principalmente grasa en el higado, Holman
y col., 2015; Chatterjee y col., 2017)
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Prediabetes

La prediabetes es una condicion donde la concentracion de glucosa es mayor
gue los valores normales, pero no alcanzan el punto de corte absoluto que define
la T2D y representa un factor de riesgo alto para el desarrollo de diabetes. De
acuerdo a la Asociacion Americana de la Diabetes hasta enero del 2019, son
individuos con prediabetes aquellos que tienen al menos una de las siguientes
condiciones: glucosa alterada en ayuno (IFG por sus siglas en ingles), definido
como una concentracion de FPG entre 25.6 y <7.0mmol/L (=100, <126mg/dl);
intolerancia a la glucosa post-pandrial 2h (IGT), determinado como una
concentracion de 2hPG durante una OGTT entre 27.8 y <11.1mmol/L (=140,
<200mg/dl); y alteracion en la hemoglobina glicada: HbAlc entre 25.7 y <6.5%
(American Diabetes Association, 2019). Hasta un 10% de los sujetos con
prediabetes desarrollan diabetes anualmente, y se estima que hasta un 70% de

los prediabéticos eventualmente desarrollaran T2D (Tabak y col., 2012).

La desregulacion de la glucosa en el estado de prediabetes se ha
documentado ampliamente (Vasudevan y Garber, 2008) y la IFG e IGT se
diferencian en los mecanismos fisiopatolégicos que presentan (DeFronzo y
Abdul-Ghani, 2011). La secrecion de glucosa hepética (HGO por sus siglas en
inglés) depende de la glucogendlisis (degradacion de glucégeno a glucosa-6-
fosfato) y gluconeogénesis (generacion de glucosa a partir de precursores no
glucidicos), que representan aproximadamente el 90% de la glucosa en
circulacién en ayuno. En el estado post-prandial, la HGO es suprimida para limitar
el aumento de la glucosa plasmatica posterior a la ingesta de alimentos mientras
gue el higado promueve la reserva de energia al promover la generacién de
glucdgeno. La produccion de glucosa enddgena en el estado post-prandial, se
suprime en individuos con tolerancia normal a la glucosa por la secrecion y accion
de la insulina, mientras que se compromete a diferentes grados en sujetos con

prediabetes y diabetes.
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En el estado basal, el 30% de la glucosa que ingresa a las células es
mediado por insulina, y se incrementa hasta un 90% en estado post-prandial, de
la cual gran parte ingresa a musculo esquelético, y en menor medida a higado y
tejido adiposo (Courtney y Olefsky, 2007). En la T2D, la disposicion total de
glucosa para las células estd muy disminuida, donde hasta un 90% esta

relacionada con resistencia a la insulina en el musculo.

Si la secrecion de insulina fuera capaz de compensar perfectamente la
resistencia a la insulina, no se observarian cambios en la concentracion de
glucosa. Esto implica que determinado grado de disfuncién en células B ya esta

presente en el estado prediabético (Bergman, 2013).

Resistencia ala Insulina en Glucosa Alterada en Ayuno (IFG) e Intolerancia
ala Glucosa Post-Prandial (IGT)

La IFG e IGT se diferencian entre si en sus valores de FPG y 2hPG, y por el
comportamiento de la curva de concentracion de glucosa durante una prueba
OGTT (DeFronzo y Abdul-Ghani, 2011; Tabak, 2012). Ambos grupos presentan
resistencia a la insulina, pero el tejido blanco de resistencia a la insulina es hasta

cierto grado diferente.

La resistencia a la insulina hepatica es un hallazgo tipico en IFG, con
sensibilidad a la insulina casi normal en el musculo esquelético. Individuos con
IFG tienen moderada resistencia a la insulina hepatica y deterioro temprano (a
1-30 min) de la respuesta a la secrecion de insulina de vesiculas secretoras
acopladas a la membrana durante la prueba de OGTT (DeFronzo y Abdul-Ghani,
2011). Debido a que la fase tardia (a 2h) a la respuesta de insulina en la prueba
OGTT esta intacta y la sensibilidad muscular es normal o casi normal, la 2hPG
durante la OGTT puede regresar los niveles de glucosa a niveles similares al
ayuno (DeFronzo y Abdul-Ghani, 2011).
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Los individuos con IGT tienen de moderada a severa resistencia muscular
a la insulina con pequefios cambios en la sensibilidad en higado y deteriorada la
etapa temprana y tardia (1-2h) de la curva de OGTT (la translocacion de granulos
y maduracion de insulina; Basu y col., 2012). Ademas, aunque la FPG no se
encuentra elevada, hay un progresivo y sostenido aumento de glucosa en plasma
durante la prueba de OGTT vy los niveles de la 2hPG se mantienen por encima

del estado en ayuno (DeFronzo y Abdul-Ghani, 2011; Bergman, 2013).

Complicaciones de la Diabetes Tipo 2

Las complicaciones son las causas principales de morbilidad y mortalidad en los
pacientes con T2D. Ademd&s, no solo la diabetes, sino también sus
complicaciones son problema de salud publica mundial. Por ejemplo, en el 2010
se reportd que la diabetes causé la muerte de 3.96 millones de personas en
adultos de entre 20 y 79 afos de edad, aproximadamente el 6.8% del total de
muertes en el mundo (Roglic y Unwin, 2010). Esta estimacion aument6é a 5
millones de muertes por diabetes y sus complicaciones durante el 2015 segun
reportes de la Federacion Internacional de la Diabetes (International Diabetes
Federation, 2017).

La disminucion en la esperanza de vida a causa de diabetes debido a sus
complicaciones tiene gran impacto en América latina (Lozano y col., 2012). En
promedio, el 25% del gasto econémico en salud en los paises latinoamericanos
es para el tratamiento de diabetes y sus complicaciones, de hecho, los paises
latinoamericanos con el mayor gasto econdmico evocado a estas condiciones

son México y Brasil (Arredondo, 2014).

Tradicionalmente, las complicaciones de la diabetes se dividen en
microvasculares (retinopatia, nefropatia y neuropatia) que afectan vasos
pequefios y macrovasculares (enfermedad vascular periférica, enfermedad

vascular coronaria y enfermedad vascular cerebral) afectando vias de mediano y
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grande calibre. Las complicaciones son tan comunes en estos pacientes que se
estima que la mitad de los sujetos con T2D cuentan con alguna complicaciéon
microvascular, y aproximadamente un cuarto presenta alguna complicacién
macrovascular (Nadeau y col., 2016). Adicionalmente los pacientes con diabetes
tienen un riesgo relativo de presentar una complicacidon microvascular o
macrovascular, de 10 a 20 veces mayor y 2 a 4 veces mayor, respectivamente,

comparando con sujetos sin diabetes (Gregg, 2016).

Complicaciones Macrovasculares

Las complicaciones macrovasculares son la principal causa de mortalidad en la
T2D (Forbes y Fotheringham, 2017). Se ha reportado que los determinantes
clave para la generacion de complicaciones son las anormalidades en el
metabolismo de glucosa, la deficiencia en la funcién y produccién de insulina y
alteraciones lipidicas (Forbes y Cooper, 2013). Otros factores, como la

hipertension e isquemia, juegan un papel importante (Zheng y col., 2018)

La condicion subyacente de la enfermedad cardiovascular es la
aterosclerosis, donde convergen los factores antes mencionados. La
aterosclerosis es un proceso complejo que envuelve varios tipos celulares e
importantes interacciones célula-célula que en condiciones que favorecen lleva a
la progresion de una placa lipidica a un fenémeno llamado placa aterogénica.
Estas placas aterogénicas complejas pueden desestabilizarse y generar ruptura,
que puede resultar en infarto al miocardio, angina inestable o ataque

cerebrovascular. (Forbes y Cooper, 2013).

Aterosclerosis

Definida como un proceso inflamatorio donde se produce el engrosamiento de la
pared arterial debido a la acumulacién de lipidos (principalmente colesterol-LDL),

proteinas modificadas, células, tejido conectivo y la concomitante reduccién en
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el diametro de la luz vascular que en estado avanzado involucra la aparicion de
enfermedades macrovasculares antes descritas (D'Souza y col., 2009). La
definicion de aterosclerosis también ha sido descrita por Hayden y Tyagi
refiriendo que "es un sistema disfuncional endotelial, que ocurre a nivel local,
inflamatorio crénico, fibro-proliferativo, protrombético, angiogénico, multifactorial
de la intima arterial causado por la retencion de lipoproteinas de baja densidad

(LDL), hemodindmica y estrés oxidativo" (Hayden, y Tyagi, 2004).

Se sabe que la aterosclerosis es el mecanismo patologico central en la
enfermedad arterial coronaria (CAD, por sus siglas en inglés). Sin embargo, no
ha sido un proceso sencillo de entender. Por ejemplo, se ha reportado que la
aterosclerosis comienza como un proceso natural desde los primeros afios de
vida, y puede progresar y acelerarse a etapas avanzadas del fenomeno en
funcién de determinados factores, algunos conocidos y otros aun por descubrir,
donde gradualmente se presentan placas ateroscleréticas que estrechan las

paredes de las arterias (Tousoulis y col., 2006).

Los eventos iniciales de la formacién (aterogénesis) de estas placas han
sido sujetos a discusién donde a la fecha se reportan tres principales hipétesis
para su explicacién y que podrian actuar en conjunto: la "respuesta a lesion”, la
"respuesta a retenciéon", y la "oxidacion" (Nigro y col., 2006). La hip6tesis de
"respuesta a lesion", propuesta en 1973, se enfoca en la disfuncién endotelial
gue desencadena inflamacion cronica asociada a aterosclerosis (Nigro y col.,
2006). La hipétesis de "respuesta a retencion” propone que en la aterogénesis el
subendotelio vascular retiene y subsecuentemente acumula lipidos en la matriz
extracelular. Esta teoria se extendié después en 1994, para describir la hipotesis
de la “oxidacién”, que estipula que las LDL oxidadas (oxLDL) en la pared arterial
originan una respuesta inmune y proinflamatoria, que exacerba la formacion de
la lesion (Witztum, 1994).
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Seguido del dafio inicial, vias de sefalizacion inducen factores de
adhesion para reclutar monocitos y plaquetas para adherirse al area de la lesion.
Los monocitos se diferencian a macréfagos, quienes internalizan oxLDL y forman
células espumosas. La agregacion de células espumosas, macréfagos y lipido
en el subendotelio es visualizada como placas lipidicas amarillentas que se

elevan del area luminal de la arteria (Muir, 1992).

Después, el proceso inflamatorio se propaga por la muerte de células
espumosas Y la lesién continta para permitir la migracion de células de masculo
liso vascular (VSMC) hacia la intima. Durante este proceso, en la intima se
generan "cojines" en las arterias afectadas como consecuencia del
engrosamiento de la intima por edema, "parches" de reparacioén y un aumento de
matriz extracelular, colageno, VSMCs, etc. Al tiempo de estos eventos, se
continda la fagocitosis del exceso de oxLDL por los macrofagos que resulta en la
secrecion intensificada de moléculas inflamatorias como citocinas y factores de
crecimiento que perpetuan el ciclo vicioso de inflamacién, deposicion lipidica y
crecimiento, formando el ateroma que precede a la placa aterosclerética como
tal (D'Souza y col., 2009).

La placa aterosclerética esta caracterizada por el engrosamiento de la
intima arterial, elevados niumeros de VSMC, macrofagos y linfocitos, depdsitos
de colesterol y capas densas de matriz de tejido conectivo. Adicionalmente, se
puede observar calcificacion en la periferia de lesiones mas avanzadas. En
cuanto a morfologia, las placas se pueden distinguir en fibro-lipidicas y placas
fibrosas (Maton y col., 1993). En ambos tipos la capa inicial consiste en una capa
fibrosa que representa el ndcleo ateromatoso. Son subendoteliales y resultan en
la expansion compensatoria de la capa muscular de la pared arterial. En esta
etapa ocurre una necrosis intensa en areas del nlcleo haciendo que se acumulen
restos celulares, proteoglicanos, colageno y células muertas que acumularon
lipidos, y también se logran observar eosinofilos y precipitados de calcio (D'Souza
y col., 2009).
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Gradualmente las arterias se ocluyen, sin embargo, Glagov y col.,
demostraron que la pared arterial puede remodelarse para incrementar su
diametro externo para aliviar el espacio que estrecha en el didmetro del lumen
debido a la placa (Glagov, 1987). Aun asi, a pesar del compensatorio
agrandamiento de la arteria, a través del tiempo, la placa aterosclerotica puede

sufrir ruptura y causar estenosis de la arteria (Tedgui y Mallat, 2006).

En etapas avanzadas, la pared de la arteria aterosclerética denota
engrosamiento, reduccién del diametro de luz vascular, pérdida de elasticidad y
rigidez debido a depdsitos de calcificacion. La ruptura de la placa es el distintivo
agudo de la complicacion y la exposicion del nlicleo trombo-génico a la cascada
de coagulacion que conduce a la formacion de trombos (Plutzky y col., 2002).
Esta complicacion puede causar la oclusion parcial o total del lumen conduciendo
a resultados adversos de CAD, a saber, angina inestable, infarto y accidente

cerebrovascular (D'Souza y col., 2009).

Caracteristicas de la Aterosclerosis en la Diabetes

La diabetes esta asociada a enfermedades cardiovasculares, caracterizada por
un aumento de cantidad de lipidos en los ateromas e infiltrado inflamatorio y
aumento del nimero de rupturas que pueden conducir a la reduccion del lumen

vascular y un mayor riesgo de eventos isquémicos (Biondi-Zoccai y col., 2002).

En estudio en sujetos de entre 15 y 34 afios que fallecieron por causas
ajenas a eventos cardiovasculares y basandose en valores de HbAlc, se
determind que en aquellas arterias expuestas a hiperglucemia se observaron dos
veces mas el numero de placas lipidicas en la superficie de la intima y tres veces
mas lesiones en crecimiento en comparacion con controles (McGill y col., 1995).
En otra investigacion similar, se observd aumento de areas ricas en células
necroticas en lesiones de personas diabéticas (Biondi-Zoccai y col., 2002).

Ademas, en un subconjunto de pacientes con angina inestable, la angioscopia
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revelé que la formacién de ulceras en placa y los trombos intracoronarios son
mas comunes en diabéticos comparado con sujetos no diabéticos (Orchard y col.,
2006).

La literatura ha documentado evidencia acerca de los mecanismos que
influyen la aterosclerosis en pacientes con diabetes de recién diagnostico y
también con complicaciones (Figura 1, siguiente pagina). La aterogénesis en
pacientes con diabetes incluye una compleja interaccién entre hiperglicemia,
hiperlipidemia, estrés oxidativo, y resistencia a la insulina. Las anteriores, en
conjunto con alteraciones en coagulacion, fibrindlisis y hemodinamica, hacen que
la diabetes se asocie como un padecimiento multiplicador de la extension y
severidad de la aterosclerosis (Gerrity y col., 2001). Finalmente, la fisiopatologia
de la aterosclerosis en la diabetes se caracteriza por (1) disfuncion de endotelio
vascular, de VSMC vy plaquetas, (2) estado proinflamatorio y protrombaético

cronico y (3) alteracion en la angiogénesis (D'Souza y col., 2009).

Aterosclerosis vy Prediabetes

Hace algunos afios ya se han hecho revisiones acerca de la contribucién que
podria tener la prediabetes en la generacion de aterosclerosis (llamese IFG e
IGT). Un meta-andlisis de 1999 (Coutinho y col., 1999), donde se revisaron 20
estudios previos que incluian entre todos cerca de 100,000 individuos, revelé que
hay un incremento de riesgo cardiovascular al incrementar la intolerancia a la
glucosa. La explicacion se bas6 en que cada componente del sindrome
metabdlico es un componente independiente de enfermedad cardiovascular,
confirmando porque los sujetos con T2D, quienes presentan en muchos casos
varios indicadores del sindrome metabdlico, tienen alto riesgo del desarrollo de

enfermedad cardiovascular (Douaihy, 2005).
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Figura 1. Mecanismos que aceleran

la aterosclerosis en la diabetes.

Abreviaciones: simbolos que indican alteraciones comparando con controles, 1

aumento, | disminucion;

ROS, especies reactivas de oxigeno; oxLDL,

lipoproteina de baja densidad oxidada; HDL, lipoproteina de alta densidad; TLR,

receptor tipo Toll; RAGE, receptor de productos de glicacion avanzada; VSMC,

células de tejido muscular vascular. Modificado de D’Souza y col., 2009.
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En una revision sistematica del 2010 acerca de la relacion que puede tener
la prediabetes y el riesgo cardiovascular, se informé que bajo la revision de 8
publicaciones donde se determinaba IFG (=2100mg/dL, <126mg/dL), el riesgo
relativo (RR) de presentar enfermedad cardiovascular fue 1.18 en tales sujetos.
En cuanto a la IGT (=140, <200mg/dl), en otras 8 publicaciones después de
ajustar el efecto, se estimoé que el RR fue 1.20 en los individuos estudiados. En
cuanto a los 5 estudios que combinaban IFG e IGT, el RR fue de 1.10. Port tanto,
la IFG e IGT tuvieron, aunque significativa apenas una asociaciéon modesta con
el riesgo de enfermedad cardiovascular. Por tanto, es difuso aun el conocimiento
de la magnitud exacta del riego de enfermedad cardiovascular en el presente. No
obstante, un incremento, aunque pequefio en el riesgo, asumiendo que existe
una relacién causal entre la prediabetes y la enfermedad cardiovascular, podria
ser interpolada a un numero sustancial de sujetos que estan desarrollando o
murieron de enfermedad cardiovascular. El ndmero limitado de estudios
examinando la asociacion prediabetes-enfermedad cardiovascular debe
estimular los esfuerzos para aclarar esta relacion (Ford y col., 2010).

La patogénesis detras de la prediabetes segun explican las revisiones
anteriores (Douaihy, 2005; Ford y col., 2010), mencionan el desbalance
metabdlico que causa la resistencia a la insulina. El dafio inicial de la resistencia
a la insulina influye en el metabolismo lipidico celular, causando un incremento
intracelular del catabolismo de triglicéridos y aumento de la secrecion de acidos
grasos libres a la circulacion sanguinea (Ginsberg, 2000). Los niveles elevados
de acidos grasos libres provenientes de tejido adiposo insulino-resistente se
acumulan en el higado, causando que estimule la produccion y secrecion de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). La secrecion incrementada de VLDL
resulta en hipertrigliceridemia. Adicionalmente, el aumento en las VLDL provoca
un desbalance en las subclases de LDL y HDL. Este desbalance, promueve la
disminucién de HDL e incrementa las subclases de LDL pequefias y densas

(Ginsberg, 2000). La apolipoproteina A-l (ApoA-I), la segunda principal proteina
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componente de la HDL, esta involucrada en el correcto plegamiento de la HDL,
eliminacién y transporte del exceso de colesterol de tejidos periféricos hacia el

higado.

La ApoA-I puede disociarse de las HDL enriquecidas de triglicéridos y
pueden degradadas por las células tubulares del rifion, reduciendo asi la
disponibilidad de HDL para el transporte inverso del colesterol (Ginsberg, 2000).
En cuanto a las LDL densas y pequeiias (sdLDL), debido al enriguecimiento de
triglicéridos se someten a lipdlisis y se generan LDL mas pequefias y mas
densas. Los niveles bajos de HDL y aumentos de LDL pequefas y densas son

factores de riesgo independientes para la enfermedad cardiovascular.

La cantidad de sdLDL atrapada en el endotelio vascular también es
internalizada a la intima, estas sdLDL son mas propensas a la oxidacion que las
LDL de otras subclases. Ademas, la resistencia a la insulina e hiperglicemia
incrementa la oxidacion de las LDL independiente de la subclase, llevando a un
incremento anormalmente elevado de estas moléculas en sujetos con resistencia
a la insulina (Grundy, 1999; Libby y col., 2002). Adicionalmente, las oxLDL (de
las cuales la subclase principal son sdLDL oxidadas) se vuelven moléculas
blanco para macroéfagos. Los macrofagos fagocitan a las oxLDL, promoviendo un
proceso de degradacion de colesterol LDL y haciendo que estas células se
conviertan en células espumosas, disminuyendo el traslado de colesterol hacia
higado. Estas, células espumosas son células ricas en lipidos, se acumulan y
guedan en las arterias y comienzan a formar la placa lipidica antes descrita
(aterogénesis). Ya en el estado prediabético se pueden presentar algunas o
todas estas anormalidades, y segun proponen algunos articulos el inicio de la
enfermedad aterosclerética acelerada (y no como el proceso normal que sucede
en todos los individuos) puede suceder mucho antes del diagnéstico clinico de
T2D. Sin embargo, en la ultima década se informa que aun la literatura es escasa

como para aseverarlo como teoria (Douaihy, 2005).
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Entre los dltimos articulos acerca del tema, Kurihara y col., investigaron
acerca de la posible asociacion entre prediabetes con aterosclerosis coronaria en
sujetos sin diabetes, con prediabetes y T2D, y evaluaron a los sujetos mediante
angioscopia para identificar la vulnerabilidad de la placa observando el color
amarillento de las placas. El estudio revelo que el promedio de placas amarillas
y la intensidad del color en sujetos con prediabetes fue mayor que en sujetos sin
diabetes y comparable a los de sujetos con diabetes. Estos resultados
propusieron que la aterosclerosis progresa desde el estado prediabético. Sin
embargo, este fue un estudio retrospectivo donde se tomaron datos de 67
pacientes con enfermedad arterial coronaria que se atendieron en un solo centro,
quienes ya tenian sintomas, ademas que el diagnéstico fue solo por FPG y
HbAlc, dejando fuera en gran parte el estudio de IGT en esta situacion (Kurihara
y col., 2013).

Después de este grupo, algunos otros han investigado el tema. En 2014,
Faghihimani y col. reportaron bajo el estudio de una pequefia muestra de 135
sujetos que puede desarrollarse enfermedad arterial periférica desde el estado
de prediabetes (Faghihimaniy col., 2014). En 2016, Schéttker y col., propusieron
gue existe una asociacion lineal entre HbAlc y eventos cardiovasculares
(Schottker y col., 2016). Gomez-Marcos y col., reportaron que la FPG y HbAlc,
pero no la 2hPG, estan asociadas al grosor de la intima-media carotidea (Gomez-
Marcos y col., 2016). También en 2016, Suzuki y col. estudiando el papel de la
IGT, encontraron que sujetos con enfermedad arterial coronaria, tienen placas
coronarias mas vulnerables cuando presentan IGT comparado con aquellos
pacientes con NGT medido mediante tomografia de coherencia Optica durante
una intervencion coronaria percutdnea (Suzuki y col., 2016). Resalta de estos
estudios, el estudio de solo pacientes con sintomas, de grupos pequefios y

realizados en un solo centro hospitalario.

Pensando en que hay datos limitados con respecto al impacto del estado

glicémico sobre la enfermedad aterosclerdtica coronaria subclinica en individuos
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asintomaticos, en 2017, Park y col. también investigaron sobre la influencia del
estado glicemico en el riesgo de aterosclerosis coronaria subclinica determinado
mediante tomografia angiografica coronaria computarizada en individuos
asintométicos. En el estudio el 250% de estenosis fue considerado como
significativo. La prediabetes, como variable independiente (después del ajuste de
lipidos e hipertension, variables socioeconémicas, edad y sexo0), no se asocié con
estenosis en arterias coronarias, placa, placa calcificada o placa no calcificada.
Sin embargo, la diabetes si se asocié con las mediciones anteriores comparado
con controles (Park y col., 2017). Como limitante, la prediabetes y diabetes, solo
se clasificaron segun los niveles de FPG y % de HbAlc, dejando fuera del estudio
a la prueba de OGTT, que en pasados estudios ha sido superior que la FPG para
predecir la enfermedad cardiovascular y cualquier causa de muerte. Finalmente,
propone que, para prevenir la aterosclerosis coronaria subclinica y futuros
eventos cardiacos en individuos asintomaticos, se debe prevenir la diabetes, y es
importante la reduccién de los factores del sindrome metabdlico (obesidad
abdominal, hiperglicemia, hipertension, dislipidemia; tabla |, siguiente pagina).
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Tabla I. Criterios para el diagndéstico de sindrome metabdlico (IDF, 2005).

Factores (3 de 5 constituye el diagndstico) Puntos de corte

290cm en hombres
Circunferencia de cintura (hispanos/latinos)
=80cm en mujeres

=1.7mmol/L (150mg/dL)

Triglicéridos
Tratamiento para trigliceridos elevados
<1.03mmol/L (40mg/dL) en hombres
HDL-C <1.3mmol/L (50mg/dL) en mujeres
Tratamiento para HDL disminuido
=130mmHg presion sistolica
Presién sanguinea =285mmHg presion diastolica

Tratamiento antihipertensivo

=5.6mmol/L(100mg/dL)
Glucosa en ayuno
Tratamiento antihiperglicemico

Criterios segln Federacion Internacional de la Diabetes. Abreviaturas: HDL-C, Colesterol-Lipo_
proteina de alta densidad; mmHg, milimetros de mercurio; cm, centrimetro; mg, miligramo;
dL, decilitro; mmol, milimol; L, litro.
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Lipoproteina de Baja Densidad Oxidada en la Aterosclerosis

La aterosclerosis es un proceso crénico. Su desarrollo se debe al deterioro de
varias actividades moleculares y celulares. Conduce a la pérdida gradual de la
homeostasis estructural y funcional en la vascularizacion. Se asume que el LDL-
C es proaterogénico pero el LDL-C modificado es el que desarrolla la

aterosclerosis (Lyons y col., 1994).

Se ha propuesto que las oxLDL juegan un papel importante en la formacion
de la aterosclerosis, sin embargo, su contribucion adn se sigue debatiendo.
Varios receptores "carrofieros" (SR, por sus siglas en inglés) como SR-Al/ll,
CD36, receptor 1 tipo lectina de lipoproteina de baja densidad oxidada (LOX-1),
receptores tipo Toll (TLRS) y otros, promueven la internalizacion de oxLDL. Estos
receptores se expresan en la superficie de VSMC, macréfagos y células
endoteliales, quienes median los efectos celulares de las oxLDL (Parthasarathy
y col., 2010).

La disfuncion y activacion de las células endoteliales ha sido asociada con
la aterogénesis. El inicio de la aterosclerosis se caracteriza por la creciente
expresion de moléculas de adhesion vascular (ICAM-1, VCAM-1) y quimio-
atrayentes (MCP-1) por parte de células endoteliales que promueven la adhesion
de monocitos circulantes al endotelio (Quinn y col., 1987), ademas, las LDL per
se, son quimio-atrayentes de monocitos (Ferretti y col., 2006), los cuales se
diferencian en macrofagos e inician el desarrollo de placas lipidicas (Steinberg y
col., 1989). Las oxLDL surgen de la oxidacion de las LDL-C plasmaticas (Tabla
I, 1, siguientes paginas), favoreciendo la acumulacion intracelular de esteres de
colesterol y generacion de células espumosas, precursoras de placas lipidicas y

fibrosas (Parthasarathy y col., 2010).
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Tabla Il. Mecanismos de oxidacion de lipoproteina de baja densidad. Modificado
de Parthasarathy y col., 2010.

Mecanismo

1. Reaccién de lipoxigenasa

2. Oxidacion mediada por cobre y ceruloplasmina

3. Oxidacion mediada por hierro

4. Oxidacion mediada por mieloperoxidasa, grupo hemo, y peroxidasas

5. Oxidacién dependiente de peroxinitrilos

6. Oxidacion dependiente de thioles

7. Generadores de superoxidos, como NADPH oxidasa, xantina oxidasa

8. Generadores de radicales como citocromos
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Tabla Ill. Lista de productos de oxidacion derivados de lipidos y proteinas
generados durante la oxidacion de lipoproteina de baja densidad. Modificado de

Parthasarathy y col., 2010.

A. Productos de oxidacion de acidos grasos
1. Per6xidos de acidos grasos libres y esterificados, como el &cido 13-hidroxiperoxilinoleico
2. Hidréxidos de acidos grasos libres y esterificados, como el &cido 13-hidroxilinoleico
3. Productos tipo prostaglandinas, como isoprostanos en forma libre y esterificada
4. Aldeidos, como malondialdehido, nanonal 4-hidréxido, y hexanal
5. Productos con niicleo aldehido que contienen lipidos esterificados, como fosfatidilcolina oxovalerilo
6. Pentano y otros hidrocarbonos

B. Productos derivados de lipidos

1. Lisofosfatidilcolina
2. Productos de oxidacién de colesterol, como 7-cetocolesterol
3. Productos internos derivados de serina/fosfatidiletanolamina modificiados

C. Productos de oxidacién de proteinas

1. Productos carbonilo en proteina

2. Fragmentos proteolizados mediante proceso no enzimatico

3. Derivados de aminoacidos modificados: cisteina, cistina, histidina, metionina, lisina, arginina, triptéfano y tirosina
4. Entrecruzamiento entre proteinas debido a puentes de tirosina

5. Aductos lipo-proteicos

6. Todos los cambios anteriores asi como consecuentes cambios conformacionales pueden ser antigénicos

D. Otros cambios

1. Incremento de carga negativa
2. Pérdida de actividad enzimatica asociada a LDL
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El efecto de las oxLDL en las células endoteliales estd mediado por
receptores CD36 y LOX-1 (Bonnefont-Rousselot y col., 1997). Las oxLDL son
retenidas en endotelio e internalizadas a espacio subendotelial y promueven la
activacion de més células endoteliales por medio del factor de transcripcion NFk-
B (Stojanovic y col., 2006). Adicionalmente, se ha encontrado que las oxLDL
pueden inhibir la expresién 6xido nitrico sintasa (eNOS) y, por tanto, reducir el
oxido nitrico disponible (Ghiselliy col., 1992). Recientemente se ha reportado que
las oxLDL inducen la muerte de células endoteliales mediante la activacion de los
factores de transcripcion de NFk-B y AP-1 (Lada y Rudel, 2004), empeorando la

disfuncién endotelial.

Los macréfagos internalizan oxLDL mediante SR-Al/ll, SRBI, CD36, LOX-
1,y TLRs (Lada y Rudel, 2003). Una vez activados, se inhibe la migracion de los
macrofagos, se induce la secrecion de citocinas proinflamatorias (IL-18, TNF-a),

ROS y metaloproteinasas que promueven la inflamacion (Giessauf y col., 1996).

Asi como los macrofagos, las VSMC también expresan LOX-1, y se
pueden diferenciar en células espumosas al ser expuestas a oxLDL (Sparrow y
col., 1988). Adicionalmente, oxLDL promueve secrecion de PDGF y bFGF en
macrofagos y células endoteliales que pueden inducir proliferacion de VSMC
(Kuhny col., 1994).

Como describen los resultados anteriores, la clave de la influencia de la
oxLDL y los SR en el proceso de formacion de la aterosclerosis se ha establecido
ya en varios modelos celulares y animales, donde el tratamiento con
antioxidantes y el silenciamiento de SRs ha demostrado buenos resultados para

reducir la aterogénesis.

En cuanto a poblaciones humanas. Se ha reportado asociacion entre los
niveles de oxLDL y factores de riesgo cardiovascular, incluyendo
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina, sindrome

metabdlico, obesidad, T2D, hipertension (Salonen y col., 1992; Parthasarathy y
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col.,, 2010), sugiriendo que la oxLDL es biolégicamente relevante para el
desarrollo de desérdenes metabdlicos y enfermedad cardiovascular. Ademas, los
niveles de oxLDL también se han reportado elevados en sujetos con diferentes
grados de aterosclerosis y se ha asociado con su severidad (Esterbauer y col.,
1989).

A pesar de estos resultados optimistas, estudios clinicos aleatorizados
usando antioxidantes han demostrado beneficios solo en pacientes con alto riego
con insuficiencia renal cronica y diabetes (Parthasarathy y col., 1988), sugiriendo
gue se necesitan definir factores adicionales involucrados en las diferentes
subclases y modificaciones de la LDL en el desarrollo de aterosclerosis,
biodisponibilidad de antioxidantes y por supuesto todos los factores involucrados

en la aterosclerosis.

Como biomarcador independiente, el riesgo reportado de las oxLDL es
moderado comparado con los factores clasicos del sindrome metabdlico. Se
necesitan realizar estudios con diferentes tipos de grupos, pacientes con
diferentes condiciones y enfermedades en etapa temprana de la aterogénesis
para definir mejor la implicacién de cada tipo de LDL modificada en el desarrollo

de aterosclerosis (Di Pietro y col., 2016).

Ferritina

El hierro es un nutriente esencial para la mayoria de los organismos vivos, es un
componente principal de varias proteinas, cuya funcién por ejemplo es, la
generacion de energia, fabricacibn de material genético y el transporte de
oxigeno. Este elemento es almacenado como iones de hierro férrico hidratado,
en forma de un compuesto conocido como ferrihidrita, 5Fe?03e9H20, un éxido
férrico hidratado, en el nucleo de la proteina ferritina, proteina presente en casi

todos los sistemas vivos (Chasteen, 1999; Granier y col., 2003).
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La ferritina se expresa en numerosos tejidos, como una proteina
intracelular en el citosol, mitocondria y nucleo. Se compone de 24 subunidades
que consisten en dos tipos de subunidades formadas de 4-a hélices, designadas
como la subunidad pesaday ligera (H: 21kDay L: 19kDa respectivamente). Tiene
una forma de casco hueco con un diametro interior y exterior de 8 y 12nm
respectivamente. La proporcién de las cadenas H y L que forman la proteina
ferritina depende del tejido de origen. La ferritina tisular generalmente entre 20%-
H y 80%-L respectivamente, y ferritina sérica en condiciones normales con L-
ferritina=90%. La proteina ausente de hierro llamada apoferritina tiene un peso
molecular entre 430 y 480kDa; la proteina con hierro puede pesar hasta 900kDa
y puede contener aproximadamente 4500 iones de hierro férrico. La estructura
cuaternaria forma 8 canales hidrofilicos donde convergen 3 subunidades y tienen
forma de triangulo, miden de 4-5 A y son ricos en residuos de aminoacidos acido
aspartico y acido glutamico, son la puerta de entrada-salida de hierro, H20 y
moléculas hidrofilicas. También forma 6 canales hidrofébicos donde convergen 4
subunidades y tienen forma cuadrada, que fungen como puerta de entrada para
el oxigeno, el cual permite las reacciones de 6xido-reduccion que sufre el hierro
(Figura 2, siguiente pagina). Los genes que codifican las subunidades H y L de
ferritina humana se encuentran en los cromosomas 11q y 19q, respectivamente.
La secuencia de aminoacidos (aa) de H (183aa) y L (175aa) ferritina tiene una

similitud en aproximadamente el 65% (Bomford y col., 1981; Boyd y col., 1985).
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Subunidad
tipo

Figura 2. Esquema tridimensional de apoferritina. A) Subunidad de apoferritina.
B) Canal hidrofilico, funge como puerta de entrada del Fe?*. C) Canal hidrofébico.
(Granier y col., 2003).
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La ferritina sérica tiene una vida media sérica de 50-75h. Se almacena en
higado, bazo, médula ésea y mucosa intestinal. Los valores de referencia segun
la Organizacion Mundial de la Salud para mujeres adultas son 20-200ug/L y
hombres adultos entre 30-300ug/L. La ferritina sérica es muy baja o incluso
ausente en hierro (Briat y col., 2010), sin embargo, se ha observado que en
sobrecarga de hierro intracelular y en ausencia de receptor de transferrina, el
sistema principal para transportar hierro (mediante transferrina), células de
Kupffer y macrofagos pueden secretar ferritina conteniendo hasta 50% de hierro
(Andrews, 2010). Sobre la base de la capacidad de unirse a la Concanavalin A,
se cree que la ferritina sérica es n-glicosilada, de hecho un método se basa en
su glicosilacion; El &cido sidlico esta presente en la ferritina sérica y podria
controlar el aclaramiento de la ferritina del plasma, sin embargo, no se ha
caracterizado toda la estructura de glicosilacion (Santambrogio y col., 1987; Theil,
2011).

La ferritina sérica consiste casi en su totalidad de L-ferritina, medida por
reactividad cruzada inmunologica con anticuerpos anti-L-ferritina tisular
(Santambrogio y col., 1987). El origen y la ruta de secrecion de la ferritina sérica
no han descrito completamente. Se ha demostrado que principalmente,
hepatocitos, células de Kupffer y los macréfagos secretan ferritina sérica
(Wesselius y col., 2004). A pesar de la ausencia de una sefal secretora clasica
en L-ferritina, la ferritina sérica esta codificada por el mismo gen que la L-ferritina
tisular, ya que los hepatocitos transfectados con ADNc de L-ferritina secretan
ferritina a través del gen de L-ferritina (Ghosh y col., 2004). Sin embargo, debido
a la falta de una secuencia peptidica sefal que medie la secrecion de ferritina,

los mecanismos de cdmo entra en la via secretora requieren caracterizacion.

En casos raros, puede aparecer hiperferritinemia con trastornos de
sobrecarga de hierro a partir de mutaciones en los genes de ferroportina y
ceruloplasmina, y aquellos que causan hemocromatosis hereditaria: péptido

antimicrobiano hepcidina (HAMP), proteina de hemocromatosis humana (HFE),
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hemojuvelina (HJV) y receptor de transferrina (TFR2) relacionados con absorcién
y metabolismo de hierro. En estos casos, la hiperferritinemia es causada por un
aumento en el hierro sistémico, debido a la expresion anormal de los productos
de los genes implicados normalmente en el metabolismo del hierro (Roy y
Andrews, 2005). La hiperferritinemia también se encuentra en enfermedades
genéticas que no causan sobrecarga de hierro. Esto es causado por mutaciones
en el gen de la L-ferritina, que se ha utilizado como otra evidencia de que la
ferritina sérica esté codificada por este gen. El primer ejemplo reportado, fue en
pacientes con catarata por sindrome de hiperferritinemia, que tienen una
mutacion que aumenta la produccion de L-ferritina en tejido y suero (Cazzola y
col., 1997). Recientemente fueron identificadas tres mutaciones también en el
gen de la L-ferritina, sin complicaciones asociadas por hiperferritinemia ni

sobrecarga de hierro (Kannengiesser y col., 2009).

Almacenamiento de Hierro en Ferritina

El proceso de mineralizacion de la ferrihidrita en la ferritina se lleva a cabo en
pasos sucesivos (Theil, 2011). Se involucra la oxidaciéon del Fe(ll), hidrdlisis,
nucleacion y crecimiento del compuesto cristal. Los iones de Fe(ll) se transportan
al interior por los canales hidrofilicos (donde convergen 3 subunidades) de H-
ferritina ricos en residuos de aminoacido de acido aspartico y acido glutdmico
llamados cominmente como dominios ferroxidasa, de los que carece L-ferritina,
es donde el Fe(ll) se oxida a Fe(lll). Los dominios ferroxidasa y de nucleacién
poseen una carga total electrostatica negativa mientras que las caras externas a
los dominios ferroxidasa poseen carga positiva, generando un gradiente
electrostatico dirigido al interior. La estructura cuaternaria de ferritina es muy
estable comparada con otras proteinas séricas, tanto a degradacién térmica
como quimica debido a las fuertes interacciones entre subunidades. Es
termoestable hasta 85°C y un intervalo de pH de 3.5-8.5, permitiendo la

manipulacion quimica suave sin alterar su estructura.
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Receptores de Ferritina Sérica

El primer receptor de superficie celular que une ferritina (H-ferritina; Chen, 2005)
que fue clonado fue el dominio de inmunoglobulina de células T de ratén y el
dominio de mucina-2 (TIM-2). TIM-2 es una proteina transmembranal expresada
en higado, rifidn, oligodendrocitos, células T y B, inhibiendo activacion de células
T (Knickelbein y col., 2006), y a pesar de tener una alta homologia con TIM-1, no
se conoce tal receptor TIM-2 humano.

Recientemente, se identifico al receptor carrofiero 5 de clase A (Scarab; Li
y col., 2009) como otro receptor de superficie celular a ferritina, con mayor
afinidad a L-ferritina. Scara5 es un receptor “limpiador” que puede unirse a varios
ligandos y desempefa también un papel en la organogénesis renal, proceso
donde se necesita hierro. Desde que humanos con hipotransferrinemia familiar
también tienen un desarrollo normal de los 6rganos (Hayashi y col., 1993), se
experimentd en ratones con el receptor de transferrina-1 ausente (TfR1-
knockout), y mostraron una organogénesis normal, este resultado apoya la
nocion de que ferritina, a través de Scara5 puede ser una fuente de hierro en la

organogeénesis.

El mismo TfR1 se identific6 como un receptor de ferritina (Li y col., 2010).
Después de clonar la proteina, los resultados mostraron que la union de H-
ferritina a TfR1 fue parcialmente inhibida por la transferrina (fuente principal de
hierro en plasma) lo que sugiere que los sitios de union de la transferrina y el
receptor de ferritina no se superponen completamente. Finalmente, la unién de

H-ferritina a TfR1 induce la captacién en endosomas y lisosomas.
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Funciones de Ferritina Sérica

La ferritina sérica es ampliamente reconocida como un reactante de fase aguda
en inflamacion aguda y cronica, incluida en muchas afecciones inflamatorias, que
incluyen la enfermedad renal créonica (Kalantar-Zadeh y col., 2006), artritis
reumatoide, infeccion aguda, traumatismos mecanicos, cancer, diabetes, etc. Se
sabe que, en inflamacién, citocinas como TNF-a e IL-13 inducen la produccion
de ferritina sérica (Torti y Torti, 2002). Los niveles elevados de ferritina en estos
estados reflejan una mayor capacidad total de almacenamiento de hierro, donde
reservas de hierro en plasma y liberado en lisis celular son secuestradas por la
ferritina (emulando la funcién de almacenamiento en tejido), hierro no disponible
para la hematopoyesis, fenémeno que contribuye a la "anemia por inflamacién”
(Ganz T. y Nemeth, 2009). Se presume que esta deficiencia relativa de hierro en
la inflamacion es resultado de evolucién como un mecanismo de defensa para

restringir el hierro sérico para uso de patégenos y tumores (Hintze y Theil, 2006).

Desde hace algunos afios se sabe que los pacientes con neoplasias
malignas hematoldgicas, como la enfermedad de Hodgkin y la leucemia aguda,
tienen alterada la inmunidad celular (Schier y col., 2006). Estos pacientes
también tienen niveles elevados de ferritina sérica. En los primeros afios de
estudios in vitro, se indicé que la ferritina modula la funcion inmune al inhibir la
funcién de los linfocitos (Matzner y col., 1979). Cuando los linfocitos humanos se
trataron con ferritina de bazo, se inhibié la activacién de linfocitos celulares por la
Fito-hemaglutinina (PHA). También se encontré que la H-ferritina disminuye
significativamente la proliferacion de células madre de granulocitos-macrofagos
y progenitoras eritroides. Curiosamente, la funcién mielo-supresora de la H-
ferritina dependia de su actividad ferroxidasa, ya que las mutaciones en H-
ferritina que inactivaron su actividad ferroxidasa, abolieron la actividad mielo-
supresora. Como se requiere hierro para la proliferacion y diferenciacion celular,
los autores atribuyeron la actividad a la captaciéon de hierro proveniente de

fuentes como transferrina. También se ha sugerido que H-ferritina a través del
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receptor TIM-2 puede contribuir a la supresion inmune induciendo IL-10 en los
linfocitos (Gray y col., 2001), sin embargo, las vias de sefalizacion no se han

explorado.

Mas reciente, se propuso una nueva funcion para la ferritina extracelular
como molécula proinflamatoria en células estrelladas hepaticas (Ruddell y col.,
2009). Se observo que las células tratadas con ferritina activan una ruta que
incluye la fosforilacion de fosfo-inositol 3 cinasa (PI3K), la activacion de proteina
cinasa C (PCK) y MAP cinasa (MAPK), que finalmente culmina en la activacién
de NF-kB. La activacion de NF-kB a su vez indujo la expresion de IL-13, TNF-a
e iNOS.

Ferritinay Cinindgeno de Alto Peso Molecular de dos Cadenas (HKa):
Implicacion en Angiogénesis, Adhesién y Proliferacion

La basqueda de moléculas relacionadas con la ferritina sérica humana condujo a
que el grupo de Torti, identificara a cinindgeno de alto peso molecular (HK) como
una proteina que interactta con ferritina sérica (Torti y Torti, 1998). HK es una
proteina plasméatica abundante de 120 kDa que inicialmente se describié como
un cofactor en la cascada de coagulaciéon. La HK es escindida por una serina
proteasa, la calicreina, para producir dos cadenas de proteinas activas
separadas: bradicinina (BK) y cinindgeno de alto peso molecular de dos cadenas
(HKa; Sainz y col., 2007). BK es un péptido de 9 aminoacidos que induce la
liberacion rapida de NO, dolor y vasodilatacion. BK es también un péptido pro-
angiogénico y en contraste, HKa es anti-angiogénico (Guo y Colman, 2005).

La angiogénesis, proceso de fabricacion de nuevos vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes, es un punto fisioldgico importante también en
algunos procesos patologicos (Folkman, 2003). El proceso de angiogénesis esta
regulado por un balance de varios factores pro y anti-angiogénicos. La ferritina,
a través de la interaccion directa con HK y HKa, es un regulador de la

angiogénesis. Los ensayos de union demostraron que la ferritina interactiia con
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la cadena ligera de HK (Parthasarathy y col., 2002). La ferritina redujo la escision
de HK causada por calicreina, la elastasa y la triptasa (Coffman y col., 2008). Al
inhibir la escision de la HK, la ferritina disminuye la BK y la HKa, reduciendo los
niveles de ambos reguladores angiogénicos.

Un hecho quizas mas importante es que la ferritina también se une a la
ferritina HKa, unién 10 veces mas afin con HKa que HK. La ferritina se une al
dominio 5, responsable de las propiedades anti-angiogénicas de HKa,
especificamente a un peéptido rico en histidina, glicina y lisina (HGK), con
secuencia 4*“DHGHKHKHGHGHGKHKNKGKKNGKHNGWK?®%, (Coffman y col.,
2009; Tesfay y col., 2012). Debido a esto, la ferritina promueve la actividad
angiogénica. En un modelo de ratén con tumor, en el que HKa inhibe la formacion
de vasos, se observo que la estimulacion con ferritina reduce la accién de HKa,
lo que promueve un aumento de la angiogénesis en el tumor (Coffman y col.,
2009).

Los niveles de ferritina sérica se elevan significativamente durante la
inflamacion, fenémeno en el que se puede inducir angiogénesis. La accién pro-
angiogénica de la ferritina propone una justificacion para aumentar sus niveles
durante la inflamacion, y en patologias como desarrollo de tumores (Coffman y
col., 2009).

Mas reciente, estudios de unién utilizando anisotropia fluorescente han
revelado mas acerca de la interaccion entre ferritina y el dominio 5 de HKa (HK5).
La interaccidn entre las dos proteinas esta mediada por iones metalicos como
Co?*, Cd?* y Fe?* y esta interaccion funciona independientemente del ndcleo de
ferrihidrita cargado de iones Fe®*, ademas de que se demostré que es una

interaccién en superficie (Huhn y col., 2014).

También se encontrd que las constantes de disociacion son similares para
H y L-ferritina. Ademas, reportes previos revelan que hay sitios de superficie que
pueden unir metal en el exterior de la ferritina (Wang y col., 2006; Lawson y col.,
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1991). Aprovechando este conocimiento, se tomo L-ferritina humana que se sabe
puede coordinar Cd?* en 2 residuos del aminoacido aspartato 15 (Asp15, L-
ferritina WT por sus siglas en inglés), se muté el Aspl5, para generar una alanina
15 en tal sitio (L-ferritina D15A). Asi, se encontro diferencia de afinidad entre L-
ferritina WT y la L-ferritina D15A por HK5 en presencia de Fe2+, con un valor de
Kd casi 2 veces mayor al unirse L-ferritina WT y HK5. (Figura 3; Huhn y col.,
2014).

El mismo grupo de investigacion encontré que a parte de la inhibicion de
la anti-angiogenesis promovida por HK5 de HKa, ferritina puede inhibir la anti-
adhesion y anti-proliferacion que provoca HKa en células endoteliales de vena
umbilical humana (HUVEC) y bloquear la antiangiogénesis en células de aorta
(Figura 4, siguiente pagina; Huhn y col., 2014). La H-ferritina y la L-ferritina tienen
un 65% de identidad de aminoacidos en su secuencia y estructuras espaciales
muy similares, tanto en mondmeros (subunidades), como en la estructura
cuaternaria de la proteina con las 24 subunidades (Wang y col., 2006). La fuente
fisiologica de ferritina que se une a HKa no se ha establecido, aunque se
hipotetiza que la ferritina circulante es una posibilidad y los niveles de ferritina
sérica son aproximadamente comparables a los niveles endégenos de HKa
(Parthasarathy y col., 2002). Finalmente, los macréfagos, identificados como
fuente de ferritina secretada (Cohen y col., 2010), podrian servir también como

fuente en sitios focalizados.
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Figura 3. Representacion del potencial electrostatico de H-ferritina y L-ferritina.
Las fechas apuntan a Aspl15 de H-ferritina (izquierda) y L-ferritina (derecha). El
color rojo indica las regiones electrostaticamente negativas y el color azul las
regiones electrostaticamente positivas. Las regiones cargadas negativamente
podrian servir como sitios de union para el péptido HK5 (rico en His-Gly-Lys)

cargado positivamente (Huhn 'y col., 2014).
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Figura 4. Ferritina promueve la adhesion y proliferacion de células endoteliales
de vena umbilical humana (HUVEC). 1) Ferritina promueve la adhesion y
supervivencia de HUVECSs tratadas con HKa mediante las vias de ErK, Akt, FAK
y paxillina. 2) Ferritina inhibe la anti-proliferacién y la anti-adhesién que provoca
HKa al unirse a HK5, dominio 5 de HKa. 3) H y L-ferritina se pueden unir por igual
a HK5 de HKa. 4) Ferritina disminuye la union de HKa a las células endoteliales
y reestablece la asociacion integrina abb1-uPAR. Abreviaturas por sus siglas en
inglés: HKa, cinindgeno de alto peso molecular de dos cadenas; HK5, dominio 5
del HKa; Ft, ferritina; HUVEC, células endoteliales de venas umbilicales
humanas; ErK/MAPK proteina cinasa activada por mitdgenos; Akt/PKB, proteina
cinasa B; FAK/PTK2, proteina tirosin cinasa 2; uPAR/CD87, receptor de

urocinasa. Tesfay y col., 2012.
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Ferritina Sérica: Implicacion en Resistencia a la Insulina y Disfuncién en

Células

La concentracion de ferritina sérica ayuda a estimar indirectamente las reservas

de hierro, ya que, en condiciones fisioldgicas, se asocia linealmente con las
reservas en bazo, higado y médula ésea (Jacobs y col., 1972), e incluso reservas
aumentadas de hierro se han relacionado con la generacion de diabetes (McClain
y col., 2006; Ellervik y col., 2013; Zacharski y col., 2017; Kell y Pretorius, 2018).
Adicionalmente, y agregando discusion al problema, la ferritina sérica es una
proteina de fase aguda y se incrementa en la presencia de varias enfermedades
inflamatorias agudas y cronicas, como lo es diabetes e incluso se ha observado
aumentada en prediabetes (Worwood y Jacobs, 1980; Chen vy col., 2006; Park y
col., 2015; Huang y col., 2016; Meng y col., 2017).

La hipotesis del hierro en la patogénesis de la diabetes en los seres
humanos ha sido sugerida por varios hallazgos previos. En primer lugar, la
sobrecarga de hierro en el trastorno genético Hemocromatosis Hereditaria se ha
asociado con una mayor prevalencia de diabetes (McClain y col., 2006). De
hecho, un reciente meta-analisis de estudios prospectivos concluy6 que un alto
nivel de ferritina sérica esta asociado con un mayor riesgo de T2D incidente (Kim
y col., 2015)

La ferritina sérica elevada y el aumento en el % de saturacion de
transferrina, indicadores de reservas elevadas de hierro, han sido fuertemente
asociadas con un mayor riesgo de prediabetes y diabetes (Kimy col., 2015; Meng
y col., 2017). El fundamento esta en que el hierro a través de la generacion de
radicales libres contribuye al estrés oxidativo, el cual puede inducir resistencia a
la insulina en higado, musculo esquelético y adipocitos, y disfuncion y apoptosis
en células B del pancreas, propiciando por tanto hiperglucemia crénica en sangre.
Por ejemplo, se ha observado que el hierro induce peroxidaciéon de lipidos,
especialmente acidos grasos libres (Choi y col., 2008; Opara, 2004). Ademas, en

modelos celulares y animales, la restriccion dietética de hierro o la quelacion
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previene la pérdida de funcién de las células B y el desarrollo de diabetes105.
(Cooksey y col., 2010)

Pese alo anterior, hasta el momento se desconoce el umbral en los niveles
de ferritina sérica en humanos que se correlacionan con la resistencia a la
insulina y disfuncion en células B ya que pueden variar segun el sexo y la edad,
incluso el grupo étnico (Zacharski y col., 2000). Son necesarios estudios
prospectivos aleatorizados para entender mejor la ferritina y su papel en la
hiperglicemia, ademas de la inclusion de otros componentes del metabolismo del
hierro como transferrina, receptor soluble de transferrina, % de saturacién de
transferrina, el mismo hierro sérico, que ayuden a comprender si realmente el

aumento de hierro corporal es agente causal de la diabetes (Dorcely y col., 2017).

Por otro lado, el uso de ferritina sérica como indicador de reservas de
hierro corporales se ha discutido, principalmente por el papel que tiene ferritina
como proteina de fase aguda en inflamacién, donde citocinas como TNF-a e IL-
1B inducen la produccioén de ferritina sérica (Torti y Torti, 2002). Lo que llevo a
pensar que gran parte de la elevacion de ferritina sérica en diabetes es explicada
por la inflamacion cronica que se observa en los pacientes. Es por ello que,
estudios que han utilizado a ferritina sérica como manifestacion de reserva
elevada de hierro, han tratado de disminuir este probable atributo ajustando a
inflamacion, y aunque se ha encontrado en estudios que este ajuste no atenta
significativamente el efecto de interés (Jehn y col., 2007; Rajpathak y col., 2009;
Zhao y col., 2012; Akter y col., 2017), otros han determinado que el aumento de
ferritina sérica seria principalmente por inflamacién (Hernandez y col., 2005; Jehn
y col., 2007). Por tanto, es importante seguir estudiando el tema, abordando
ambas partes (tanto aumento de reserva corporal de hierro como inflamacién),
poniendo atencién especial al tipo de poblacién (grupo étnico, estado de salud,
genética, habitos de alimentacion) y muestreo aleatorio representativo de la
poblacion. (Dorcely y col., 2017)
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Finalmente, en las ultimas dos décadas, biomarcadores anormales en
cascadas de sefalizacion en adipocitos, inflamacion, disfuncion endotelial y
sobrecarga de hierro han mejorado nuestra comprension de la complejidad de la
fisiopatologia de T2D, més alla del clasico estudio de células 3, musculo
esquelético e higado (Meigs, 2009). Sin embargo, aun se discute la capacidad
de los nuevos biomarcadores para predecir el riesgo futuro de T2D ajustando a
medidas antropométricas, factores de estilo de vida y marcadores clasicos como
niveles de glucosa en ayuno y lipidos (Zheng y col., 2018)

Implicaciéon del Hierro en Generacion de Aterosclerosis

La importancia del hierro en el dafio tisular se deriva de la facilidad con que el
hierro es oxidado y reducido, aunque esencial por sus funciones metabdlicas,
hace al hierro potencialmente peligroso por su capacidad para patrticipar en la
generacion de especies reactivas (Halliwell y Gutteridge, 1990) El hierro puede
tener un papel catalitico en reacciones donde participa el oxigeno, cominmente
conocidas como reacciones de Fenton y Haber-Weiss catalizadas por metal
(Halliwell y Gutteridge, 1990). En estas reacciones, las reducciones secuenciales
de oxigeno a lo largo de la via univalente conducen a la generacion de anién
superoéxido, peroxido de hidrogeno, radical hidroxilo y agua (Figura 5, siguiente
pagina). El hierro también tiene un papel importante en la iniciacion y propagacion
de la peroxidacién lipidica (la reaccién oxidativa mediante la eliminacion de
atomos de hidrogeno de &cidos grasos poliinsaturados en bicapas lipidicas de
membranas de organelos), ya sea a través de radicales hidroxilos o directamente
catalizando la peroxidacioén lipidica. En estudios in vitro, se ha demostrado la
capacidad de quelantes de hierro para bloquear la generacion del radical hidroxilo
(Halliwell y Gutteridge, 1990; You y Wang, 2005)

Los organismos tienen cuidado en el manejo del hierro, y el secuestro de
hierro en el transporte y almacenamiento en proteinas puede considerarse una

contribucion a las defensas antioxidantes. Ahora estd bien establecido que los
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oxidantes pueden causar la liberacion de hierro, por ejemplo, el hierro de ferritina
(Figura 5, siguiente pagina), iniciando asi un ciclo vicioso que conduce a la
formacion de especies reactivas de oxigeno mas reactivas. Ademas, se ha
demostrado que las proteinas glicadas tienen una afinidad sustancial por los
metales de transicion, y el metal unido conserva la actividad redox y participa
como catalizador de la oxidacion. Por lo tanto, si se formaran glicoquilatos
similares in vivo, las reacciones mediadas por estos quelatos podrian darse en
las complicaciones vasculares de la diabetes (Qian y col., 1998). Existe evidencia
de que estos mecanismos pueden estar presentes in vivo. Fu y col. (1998),
basados en la comparacién de productos de oxidacion en la intima de muestras
de placa carotidea humana después de exponerlos al ataque de radicales
hidroxilos, concluyé que el dafio del hidroxilo podria ocurrir en la placa in vivo.
Soporte adicional para esto proviene de un modelo diabético de enfermedad
vascular en la que los cambios que ocurrieron en la pared de la arteria en monos
que tenian diabetes se explicaron mejor mediante el estrés oxidativo (Pennathur
y col., 2001). En ambos estudios indican la participacion de iones metalicos como

el hierro.

Hay evidencia de que las oxLDL participan en la generaciéon de
aterosclerosis. La oxLDL tiene efectos citotdxicos directos sobre las células
endoteliales y se ha demostrado que tiene una capacidad quimiotactica que
propicia el reclutamiento de monocitos circulantes. Experimentos donde se
adiciona LDL en cultivos de células endoteliales, resulta en elevaciones en
productos de peroxidacion lipidica y niveles intracelulares de hierro libre,
sugiriendo una posible relacion entre la modificacién oxidativa de las LDL y el

metabolismo del hierro (Van Lenten y col., 1995).

Por tanto, el hierro que cataliza reacciones de formacion de radicales libres
tiene un importante papel en la oxidacion de LDL, que se producen en las células

endoteliales, células del musculo liso, 0 macrofagos. Ademas, se ha demostrado
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Reaccion de Fenton

Fe’"+H,0, »Fe’’+OH +OH
Reaccion de Haber-Weiss

Fe**+0, » Fe**+0,

0, +H:0; > 0,+0H +0OH

20, +2H+ » H,0,+0;

Desprendimiento de hierro de ferritina

0, +FeX Ft » FeX' +Ft+ 0,

Figura 5. Reacciones Oxido-reduccion en las que participa comunmente el hierro

en estados de estrés oxidativo. You y Wang, 2005.
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que la deferiprona puede proteger a las células endoteliales HUVEC, de la
citotoxicidad de las oxLDL (Matthews y col., 1997).

En cuanto a los datos epidemiolégicos que estudian la relacion que tienen
las oxLDL en la generacion de aterosclerosis se han observado resultados
conflictivos. Varios estudios reportan asociacion entre las reservas de hierro y la
progresion de la aterosclerosis carotidea o infarto agudo al miocardio (de Valk y
Marx, 1999; Ahluwalia y col., 2010; Vinchi y col., 2014; llyas y Shah, 2016),
mientras que otros argumentan que no hay asociacién (Baery col., 1994; Danesh
y Appleby, 1999; Sun y col., 2008). Hay revisiones que mencionan que para
dilucidar bien el problema se deberd incluir grupos de intervencién con
tratamiento de reduccion de hierro en pacientes de alto y bajo riesgo, para
determinar si ello es un efecto protector (Shah y Alam, 2003; Sullivan, 2010).

Finalmente, por los antecedentes antes expuestos, la presente tesis tuvo
como objetivo determinar si existe asociacion entre ferritina sérica y lipoproteina
de baja densidad oxidada en sujetos con glucosa normal en ayuno y glucosa
alterada en ayuno, lo cual permitira aportar al conocimiento sobre la fisiopatologia
gue antecede a la diabetes, y si por un lado las reservas corporales de hierro o
bien la inflamacion, medidas mediante ferritina sérica, tienen contribucion a los
niveles de oxLDL en una muestra de sujetos con prediabetes. Ademas, se
propone un sistema de aislamiento de ferritina sérica, que permitird en el futuro
inmediato estudiar mejor la proteina y su relacién con fisiopatologias tanto
inflamatorias como aquellas relacionadas con aumentos en las reservas de

hierro.
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MATERIALES Y METODOS

Justificacion

La aterogénesis comienza y podria acelerarse antes del diagndstico de diabetes
tipo 2, al menos a través, de mecanismos donde esta involucrada lipoproteina de
baja densidad oxidada (oxLDL). Sin embargo, hay poca investigacién sobre
oxLDL en personas con glucosa alterada en ayuno (IFG), un tipo de prediabetes.
Ademas, no hay ningun estudio que comprenda asociacion entre ferritina sérica
como indicador de reservas de hierro o inflamacion y oxLDL en la prediabetes
(tanto en IFG como en intolerancia a la glucosa post-prandial). Resultados
podrian determinar una posible causa de oxidacibn de LDL o un estado
inflamatorio que promueve oxidacion de LDL en el estado IFG. Finalmente, el
aislamiento de ferritina sérica permitira en un futuro inmediato, estudiar mejor el
problema expuesto, y otros problemas en los cuales esta involucrada ferritina

sérica.

Pregunta de Investigacion
¢ La ferritina sérica estd asociada a lipoproteina de baja densidad oxidada en

sujetos con glucosa normal en ayuno y glucosa alterada en ayuno?

Hipodtesis

Hi: Ferritina sérica estd asociada a lipoproteina de baja densidad oxidada en

sujetos con glucosa normal en ayuno y glucosa alterada en ayuno.
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Etapas Metodoldgicas de la Tesis: Estudio Observacional y Aislamiento de
Ferritina Sérica

La presente tesis se compone de dos etapas, en la primera etapa, la realizacion

de un estudio observacional transversal analitico para estudiar la relacion ferritina

sérica y lipoproteina de baja densidad oxidada en sujetos sin diabetes, con

prediabetes y diabetes tipo 2. La segunda etapa para el aislamiento de ferritina

sérica mediante un método cromatografico de afinidad por metales inmovilizados.

Etapa 1: Determinacion de Ferritina Sérica y Lipoproteina de Baja
Densidad Oxidada en los Sujetos de Estudio

Tipo de Estudio y Participantes

El tipo de estudio fue no probabilistico, observacional, transversal, analitico con
método de muestreo por conveniencia. Este tipo de estudio identifica a personas
con una condicion por ejemplo una enfermedad y los compara con un grupo
pareado apropiado que no presenta la enfermedad. Se estudian
simultdneamente una 0 més variables en una muestra con la enfermedad de la
poblacion de pacientes bien definida, en un momento determinado con alcance
descriptivo-correlacional no permitiendo conocer la secuencia temporal y causal
de los acontecimientos (Hernandez, 2003). En el presente, se estudi
principalmente ferritina sérica y otras variables relacionadas con enfermedades
metabdlicas crénico-degenerativas. El estudio fue realizado en el laboratorio de
bioquimica del Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud, de la
Universidad de Sonora, en Hermosillo, Sonora, México. Fueron reclutados 18
sujetos con glucosa alterada en ayuno (IFG, por sus siglas en inglés), 6 sujetos
con T2D y 36 mas con glucosa normal en ayuno quienes respondieron a una
invitacion abierta en la Universidad, durante el periodo de junio a agosto del 2011.
El diagnéstico se basé en los criterios de la Asociacion Americana de Diabetes
para 2011, (IFG: 25.6 a <7.0 mmol/L, T2D: 27.0 mmol/L). El grupo de sujetos
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normoglicémicos quedd equilibrado por proporcion hombre/mujer, edad e indice
de masa corporal (IMC) comparandolo con el grupo prediabético. Todos los
participantes fueron hispanos no blancos, de origen no indigena, descendientes
de mestizos mexicanos. Al momento de toma de muestra, los sujetos no tuvieron
inflamacion aguda, infeccién, anemia por deficiencia de hierro (<12ug/L de
ferritina), ferritina sérica extremadamente alta (>1000ug/L), hemoglobinopatias,
cancer, hipotiroidismo, complicaciones vasculares, enfermedad hepéatica,
enfermedad renal, enfermedad autoinmune, alcoholismo, embarazo o lactancia.
Ademas, ninguno de ellos estaba en terapia con antihipertensivos, suplementos
de hierro, medicamentos hipolipemiantes, antiinflamatorios no esteroides,
esteroides, reemplazo hormonal, pioglitazona, tiroglobulina, fibratos o vitaminas
al menos seis meses antes del estudio, los sujetos tenian entre 20 y 65 afios de
edad y residian por lo menos 2 afios en Hermosillo, Sonora al momento del
estudio. Este estudio se realizo de acuerdo con las directrices de la Declaracion
de Helsinki revisada en 2013, con la autorizacion del comité de bioética en
investigacion del Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud de la
Universidad de Sonora. Se informd a todos los sujetos sobre la naturaleza del

estudio y firmaron una carta de consentimiento.

Recoleccidon de Muestras y Pruebas de Laboratorio

Al momento de la toma de muestra, los sujetos presentaban un ayuno de noche
de 10 a 12 horas, evitando el ejercicio extenuante y cualquier ingesta de alcohol
durante las 48 horas previas a la evaluacion. Las muestras de sangre venosa se
recolectaron en tubos con EDTA y tubos sin anticoagulantes utilizando el método
estandar de vacutainer (Becton, Dickinson, NJ, EE. UU.). Las muestras de
plasmay suero se introdujeron en alicuotas mas pequefias almacenadas a -80°C
hasta su uso. La misma muestra de suero se utilizé6 para todas las medidas
siguientes: colesterol total (TC), triglicéridos (TG) y colesterol HDL (HDL), que se

cuantificaron espectrofotométricamente mediante pruebas de diagndstico
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estandarizadas disponibles comercialmente en un analizador Hitachi Modular
P800 (Roche Diagnostics Co., Indiana, USA). La concentracion de LDL-C se
calculé utilizando la férmula de Friedewald (1972). La glucosa sérica en ayuno se
determind utilizando un analisis de glucosa oxidasa (Hitachi Modular P800
Analyzer, Roche Diagnostics Co., IN, EE. UU.). Los siguientes analitos se
midieron mediante ensayo inmuno-adsorbente ligado a enzimas (ELISA):
adiponectina (cat. Ab99968, Abcam, Cambridge, Reino Unido), interleucina 6 (IL-
6, cat. 900-K16, PrepoTech, Nueva Jersey, EE. UU.), Lipoproteina de baja
densidad oxidada (oxLDL, cat. 10-1143-01, Mercodia, Uppsala, SE) y ferritina
sérica (cat. ab108837, Abcam, Cambridge, Reino Unido). La altura y el peso se
midieron utilizando un estadiometro de pared precalibrado (Holtain Ltd., Dyfed,
Reino Unido) y balanza electrénica (serie Defender 3000, Ohaus, Pine Brook, NJ,
EE. UU.), respectivamente. EI BMI se calcul6 como el peso en kilogramos dividido
por la altura en metros cuadrados. La circunferencia de la cintura (WC) se midi6
en cm, directamente en la piel entre el punto medio del pico iliaco y el borde
inferior de la ultima costilla al nivel del ombligo mientras el sujeto estaba en una
posicion de pie, y al final de la espiracion normal, asegurandose de que la cinta
se colocara perpendicular al eje vertical (Y) del cuerpo y paralelo al suelo. La
circunferencia de la cadera se midi6 en la parte mas ancha de la region gliutea a
nivel del tubérculo pubico en posicién de pie. La relacion cintura-cadera se
determind dividiendo la WC y la circunferencia de la cadera. La presion arterial
se evalud utilizando un esfigmomandmetro manual, después de que los sujetos
descansaran durante 5 minutos en posicion sentada. Los valores sistélicos y
diastolicos se tomaron como el promedio de dos lecturas. La presion arterial alta
se defini6 como una presién arterial sistélica igual o superior a 140 mmHg y/o

una presién arterial diastolica igual o superior a 90 mmHg.
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Medicion de Ferritina

La medicion de ferritina sérica fue realizada con el ELISA comercial Abcam cat.
ab108837, en el cual las placas de 96 pozos ya contienen el anticuerpo de
captura. Para determinar la concentracion de la proteina se hizo una curva de
ferritina que fue de 0 a 50ng/mL como recomienda el fabricante. La dilucion de
sueros (muestras problema) fue de 1:10 en el diluyente que contiene el kit. Se
adiciono 50pL de solucion de estandar o muestra y se incub6 2h a 25°C. Pasado
el tiempo, se lavd 5 veces con 200uL de solucidon de lavado contenida en el
inserto. Luego se anadieron 50uL de solucién de anticuerpos anti-ferritina diluida
1:100 y se incubd 1h a 25°C. Se realizaron lavados como anteriormente. Luego
se adicion6 50uL de solucién de estreptavidina peroxidasa y se guardé 30min a
25°C. Se hicieron lavados, y se adicionaron 50uL de la solucion cromogénica y
se incubd 12min a 25°C. Después se afiadieron 50uL de la solucién de paro, y
se ley6 inmediatamente a 450nm. Se grafico la curva estandar, se determind la
ecuacion de la curva y se estimaron las concentraciones de ferritina sérica de los

sujetos de estudio.

Analisis Estadistico

Se examind el comportamiento de los datos bajo las suposiciones de
homogeneidad de varianzas por la prueba de Levenne y la distribucion de la
normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos se
expresaron como medias y desviaciones estandar, o medianas (percentil 25,
percentil 75) segun correspondié. Los datos obtenidos en la prueba de ELISA fue
la concentracion (ng/mL). Con el fin de encontrar diferencias, la comparacion de
los datos entre la media de concentraciones de las muestras entre grupos
(sujetos control, prediabéticos y con DM2) se utilizé el método de analisis de
varianza ANOVA con prueba post hoc de Scheffé para grupos con diferentes
tamafios de muestra. Para determinar las diferencias estadisticas entre dos

grupos cuando fue requerido, en el apartado que busco relacionar a ferritina con
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oxLDL, se utilizo la prueba t independiente a dos colas con la aplicacion previa
de transformacion de logaritmo natural (In) en el caso de datos no paramétricos.
Para los porcentajes, se aplicé la prueba de ji cuadrado de Pearson. La
correlacion entre la ferritina y las variables seleccionadas se analiz6 mediante la
correlacion de Pearson previa transformacion In cuando fue requerido. Para
analizar la relacion de In-ferritina con oxLDL y In-oxLDL/LDL-C después del ajuste
de variables de confusion, se calcul6 el coeficiente de correlacion parcial
ajustando por sexo, edad, In-BMI, In-glucosa, In-TG, TC, y HDL-C. Los resultados
se consideraron significativos cuando p<0.05. La asociacion de ferritina con
oXLDL/LDL-C se evalu6 mediante regresion mdultiple con la estrategia de
eliminacion. Las variables introducidas en el andlisis fueron las siguientes: In-
ferritina (ug/L), sexo (M=0, F=1), In-age (afios), In-BMI (kg/m?), In-TG (mmol/L),
HDL (mmol/L), TC (mmol/L), In-FSG (mmol/L), In-IL-6 (pg/L), adiponectina
(IU/mL), hipertension (0=no, 1=si), y WHR. Se estableci6 un p<0.05 de
coeficiente B para determinar asociacién de variable independientes con variable
dependiente. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando NCSS9 (LLC, UT, EE.
uu.).

Etapa 2: Aislamiento de Ferritina Sérica

Aprovechando la interaccidon que se genera entre ferritina y el péptido rico en
histidina, glicina y lisina (HGK; Coffman y col., 2009; Tesfay y col., 2012),
secuencia perteneciente al dominio 5 (HK5) de la cadena ligera del producto de
escision HKa derivado de HK, se procedio a estandarizar y realizar un proceso
para purificar el complejo generado entre ferritina sérica y péptido HGK mediante
cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (Block y col., 2009).
Primeramente, se realizé un antisuero policlonal anti-ferritina que se utilizé para
confirmar la afinidad entre ferritina y el péptido HGK. Después se procedio al

ensayo cromatografico.
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Obtencion de Antisuero Policlonal Anti-Ferritina

Para el inicio de la segunda etapa de la tesis, que buscé el aislamiento de ferritina
sérica se propuso la generacion de antisuero policlonal anti-ferritina. Este se
realizé en estancia de investigacion en el ciclo 2015-1, en el laboratorio de la Dra.
Matilde Mineko Shibayama Salas, del Departamento de Infectomica vy

Patogénesis Molecular en CINVESTAYV, Zacatenco, Ciudad de México.

Materiales

La ferritina de bazo de caballo (cat. F4503), el adyuvante completo de Freud (cat.
F5881), el adyuvante incompleto de Freud (cat. F5506), fueron de Sigma Aldrich
(MO, USA). Las placas de poliestireno de alta afinidad fueron Costar (cat. 3590;
NY, USA).

Inmunizacién

Se pretendio la generacion de un antisuero policlonal anti-ferritina para apoyar a
la caracterizacién de ferritina sérica mediante ensayo inmuno-adsorbente ligado
a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), Dot Blot y Western Blot. Para la
obtencion de este antisuero de raton anti-ferritina, se plante6 un esquema de
inmunizacién que consistio en la inoculacién de ferritina en ratones BALB/c, por
via intraperitoneal, en 5 inmunizaciones a intervalos de 2 semanas, durante el
curso de 8 semanas. Se formaron 3 grupos de ensayo: El primer grupo de ensayo
(A, ferritina con adyuvante de Freud), constituido por 15 ratones, inoculados via
intraperitoneal por primera vez con una dosis de 50ug (en 200uL de solucion
PBS) de ferritina, en presencia de igual volumen de adyuvante completo de Freud
(Bayat y col., 2013). Las subsecuentes inmunizaciones, fueron realizadas en
iguales condiciones con adyuvante incompleto de Freud. El segundo grupo
experimental, control con adyuvante de Freud, con 10 ratones (B); fueron

inoculados so6lo con adyuvante de Freud, siguiendo el mismo protocolo, intervalos
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y via de inoculacion al descrito en el grupo A. El tercer grupo experimental, de 5
ratones, control con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) (C), sometido al
mismo esquema de inmunizacion, pero se inoculd sélo solucion PBS. Antes de
la primera inmunizacion y de los refuerzos se extrajo 100uL de sangre para
valorar por ELISA el desarrollo de la respuesta inmune en los sueros. Finalmente,
3 dias antes del término del procedimiento, se inocularon 20ug de ferritina sin
adyuvante via intravenosa al grupo (A), y PBS al grupo (B) y (C). Los animales
fueron desangrados por puncién cardiaca para obtener los antisueros. Se hizo
un pool, el cual fue evaluado por ELISA y Dot Blot, y se guard6 en alicuotas a

—-80°C hasta su uso (Leenaars y Hendriksen, 2005; Hanly y col., 1995).

Anaélisis de Antisuero Policlonal Anti-Ferritina por Inmuno Ensayo ELISA

Para realizar el ensayo ELISA se utilizdé placa de 96 pocillos de alta afinidad
Costar. A cada pozo se le anadié 50uL de Ferritina (10 pg/mL) disuelta en PBS
pH 7.2 (Bayat y col., 2013) excepto los blancos. Se incubé 1h a 37°C en agitacion,
y después se incub6 a 4°C durante la noche en agitacion. Para eliminar el exceso
de ferritina no ligada, se retiré el sobrenadante y se lavo 3 veces con 150uL de
PBS pH 7.2 Tween 20 0.05% por 3min, secando sobre una toalla de papel entre
cada lavado. Después se bloqued con 150uL de suero de albumina bovino (BSA)
1% y se incubd durante 1h a 37°C en agitacion. Para eliminar el exceso de
tampén de bloqueo, se realizaron 3 lavados con PBS Tween 20 0.05%. Se
prepararon diluciones seriadas de suero de los ratones con PBS pH 7.2 Tween
20 0.05%. Las preparaciones fueron las siguientes: A.- 1:100 (10 ul Suero + 990
pl PBS). B.- 1:1000 (100uL A + 900uL PBS). C.- 1:2000 (500uL A + 500uL PBS).
D. 1:4000 (500uL B + 500uL PBS). E.- 1:8000 (500uL C + 500uL PBS). F.-
1:16000 (500uL D + 500uL PBS). G.- 1:32000 (500uL E + 500uL PBS). H.-
1:64000 (500uL E + 500uL PBS). Se afiadieron 100uL de muestra de las
diluciones de suero por triplicado en la placa y se incub6 2h a 37°C en agitacion

(como controles se utilizd la omision de ferritina; el uso de suero pre-inmune,
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suero con adyuvante de Freud y solucién PBS). Se hicieron 3 lavados con PBS
pH 7.2 Tween 20 0.05%. Se diluyé el anticuerpo secundario (anti-gamma
globulina) de conejo anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano picante
(HRP por sus siglas en inglés) a una dilucion 1:1000 en PBS-Tween 20 0.05%
pH 7.2. Se afadi6 anticuerpo secundario, 100uL por pocillo y se incubé 2h a 37°C
en agitacion. Se desecho la solucion y se hicieron 3 lavados con PBS pH 7.2
Tween 20 0.05%. Después de los lavados, se adicionaron 50uL de 3,3'-
diaminobenzidina a cada uno de los pocillos y se incub6é 15min en oscuridad a
25°C. Después se detuvo la reaccion con la adicién de 15uL de solucién H2SO4
20% a cada pocillo. La densidad 6ptica de la reaccion se midié a 450nm con un
lector de placas de ELISA (BioTek, Winooski, VT, USA). Finalmente se hizo una
precipitacion con sulfatos a 50% de saturacion, para obtener un suero rico en
inmunoglobulinas, el cual se dializé6 a 4°C con PBS 20mM durante tres dias
haciendo cambio de PBS cada 24h.

Dot Blot

Para realizar el Dot Blot, en membrana de nitrocelulosa se marco con lapiz las
regiones donde se harian los tratamientos del ensayo. Se aplicé 2uL de muestra
(ya sea ferritina, BSA, o suero humano diluido) en el centro de cada region. Se
dej6 secar la membrana. Se bloqued los sitios con PBS leche descremada al 5%
Tween 20 0.02% durante 12-14h en agitacion a 4°C. Se lavo con PBS Tween 20
0.02%, 5 lavados durante 5min cada uno en agitacion a 25°C. Se incubé con
antisuero policlonal anti-ferritina (dil. 1:2000 en PBS Tween 20 0.02%) 2h en
agitacion a 25°C. Luego se lavo 5 veces como se describié anteriormente. Se
incubo con anticuerpo secundario anti-IgG de raton conjugado con HRP durante
2h a 25°C en agitacion. Se lavd nuevamente como se describido antes. Se
procedi6 a incubar 1min con solucion de diaminobenzidina-urea como

recomienda el fabricante.
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Purificacion de Ferritina Sérica
Materiales

Las placas de poliestireno de alta afinidad fueron Costar (cat. 3590; NY, USA). El
Tween 20 (cat. P-9416), imidazol (cat. 15513), ferritina de bazo de caballo (cat.
F4503), suero de albumina bovino (Cat. A7906), y la avidina-peroxidasa (cat.
A3151), fueron de Sigma Aldrich (MO, USA). El acetato de sodio (cat. 11902),
cloruro de sodio (cat. 24902) y sulfato de amonio (cat. 63052) se obtuvieron de
Fermont (NL, MEX). El hidroxido de sodio (cat. 3722-01) y fosfato de sodio (cat.
3828), se obtuvieron de J.T. Baker (EM, MEX). El control de peso para
electroforesis fue de BioRad (cat. 1610317; CA, USA). La solucion de
tetrametilbenzidina y peréxido de hidrogeno (cat. DY999 RyD Systems), y la
solucion de paro (cat. DY994) fueron de RyD Systems (MN, USA).

Péptido Rico en Hitidina-Glicina-Lisina del Dominio 5 de Cinindgeno de
Alto Peso Molecular de Dos Cadenas (HKa)

Aprovechando la interaccién que se genera entre ferritina y el péptido HGK,
secuencia perteneciente al dominio 5 de la cadena ligera del producto de escision
HKa derivado de HK, se procedié a adquirir un producto con la secuencia
peptidica DHGHKHKHGHGHGKHKNKGKKNGKHNGWKHHHHHH3® (HGK35),
con un peso molecular de 4.13448kDa, cual contiene la secuencia que puede
interaccionar y unirse tanto a H como L-ferritina (Coffman y col., 2009; Tesfay y
col.,, 2012), y una etiqueta de poli-histidina con seis residuos de aminoacido
histidina, de interés para purificar el complejo generado entre ferritina sérica y
péptido HGK35 mediante cromatografia de afinidad por metales inmovilizados
(Block y col., 2009).
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ELISA para Evaluar Interaccion entre Péptido HGK35 v Ferritina

Placas de 96 pozos de poliestireno de alta afinidad fueron preparadas con 100uL
de una solucién de HGK35 (de 2.1542ug/mL. 10 veces la molaridad que se coloco
de ferritina; con base en ensayo de union en fase solida propuesto por Coffman
y col., 2009) en PBS 20mM BSA 1% y se incub6 12-14h en oscuridad a 4°C en
agitacion. Después, se retird el sobrenadante de los pozos y se hicieron 5 lavados
de 5min cada uno con 150uL de PBS Tween 20 0.05% a 37°C en agitacion y
oscuridad. Posteriormente se bloque6 durante 1h con 150uL de PBS 20mM BSA
1% a 37°C en agitacion y oscuridad. A continuaciéon, se lavd como antes se
describe. Se precedi6 a adicionar ferritina a 2.5ug/100pL por pozo en PBS Tween
20 0.05%, BSA 1%, durante 1h a 37°C en agitacion y oscuridad. Luego se
hicieron lavados. Después se afiadio 100uL de antisuero policlonal anti-ferritina
diluido 1:1000 en PBS Tween 20 0.05% BSA 1% durante 1h a 37°C en agitacion
y oscuridad. Después se hicieron lavados como antes se describe. Se adiciond
100pL de solucion de anticuerpo secundario (inserto) biotinilado anti-lgG de raton
diluido 1:1000 en PBS Tween 20 0.05% BSA 1%, durante 1h a 37°C en agitacion
y oscuridad. Después se lavdé como se describié antes. Después se adicion6
100pL de avidina peroxidasa 1mg/mL diluida 1:50000 en PBS Tween 20 0.05%
BSA 1% durante 1h a 37°C en agitacion y oscuridad. Después se hicieron
lavados. Se afiadié 100uL de una dilucion 1:1 de tetrametilbenzidina y peroxido
de hidrégeno y se incubd 10min a 25°C. Pasado el tiempo se afiadid6 50uL
solucién de paro, y se leyé inmediatamente a 415nm. Se obtuvieron las
absorbancias por triplicado en tres dias diferentes y se obtuvo el grafico para

cada tratamiento y controles.

Western Blot para Determinar la Especificidad del Péptido HGK35 hacia
Ferritina

La pureza del péptido HGK35 (1ug por carril) fue probada por SDS-PAGE

(Laemmli, 1970) con geles de poliacrilamida al 18%, en una camara vertical a 80
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volts por 15min y después 100 volts hasta su término (Bio-Rad, USA), seguida
de la electrotransferencia en una membrana de nitrocelulosa a 103mA constantes
y 12 volts (Bio-Rad, Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell), por 60min. La
membrana de nitrocelulosa fue bloqueada con solucion de PBS 20mM, leche
descremada 5% y Tween 20 0.02%, durante 1h a 37°C en oscuridad y agitacion.
Posteriormente la membrana se lavé 3 veces con PBS 20mM Tween 20 0.05%
por 5min a 25°C en oscuridad y agitacion. Luego se afiadié 20mL de una solucion
de ferritina (12.5pug/mL) en PBS 20mM Tween 20 0.05% por 12-14h a 4°C en
oscuridad y agitacion. Después se hicieron lavados como se describe
anteriormente. Para la deteccion se utilizé el antisuero policlonal anti-ferritina,
10mL de una solucién con dilucion 1:1000 en PBS 20mM Tween 20 0.05% leche
descremada 0.05%, durante 1.5h a 37°C en oscuridad y agitacion. Como
antisuero secundario, anti-lgG de raton biotinilado, 10mL de una solucién con
dilucién 1:1000 en PBS 20mM Tween 20 0.05% leche descremada 0.05%,
durante 1.5h a 37°C en oscuridad y agitacion. Se hicieron lavados y se afiadié
solucién de avidina peroxidasa, 10mL de una dilucion 1:4000 en PBS 20mM
Tween 20 0.05% leche descremada 0.05% durante 1.5h a 37°C en oscuridad y
agitacion. Se hicieron lavados y como revelador de la reacciéon se utilizo a la
Diaminobenzidina (DAB-Urea H202 /HCI, de Sigma-Aldrich., USA).

Cuantificacion de Proteinas Séricas Totales

Se obtuvo un pool de sueros de 6 sujetos (3 hombres, 3 mujeres de entre 20 y
30 afios de edad) sin aparente infeccion e inflamacién, sin diagnéstico previo de
enfermedad hepética, cancer, enfermedad renal o hiperglicemia crénica. El pool
de sueros (75mL total) fue filtrado a 0.2um para eliminar gran parte de lipidos,
luego fue estimada la concentracion proteica por el método de UV a 280nm
(Espectrofotometro AquaMate, Thermo Corp., USA; Stoscheck, 1990). Las
muestras (lavado y eluciones) obtenidas de la purificacion también fueron

evaluadas bajo el mismo método. Cuando fue necesario, las muestras fueron
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concentradas mediante el método de centrifugacion con microfiltros a 3kDa de

peso molecular de punto de corte (Amicon Ultra-15, Merck Millipore, MA, USA).

Aislamiento de Ferritina Sérica Mediante la Interaccién Ferritina-Péptido
HGK35 por Cromatografia de Afinidad por Metales Inmovilizados (IMAC)

Antes de realizar la cromatografia, para concentrar la muestra y eliminar gran
parte de biomoléculas no pertinentes, se hizo un tratamiento térmico y una
precipitacion de proteinas con sulfato de amonio. Tratamiento térmico (Worwood,
1976; Cragg y col., 1981): se diluyeron 75mL de suero con un volumen igual de
acetato de sodio 0.05M y se ajusté a pH 4.8 agitando la solucion y afiadiendo
gota por gota acido acético 1M. La muestra de 150mL se calent6 rapidamente a
70°C en un bafio maria y se mantuvo a 70-75°C durante 10min. Después de
enfriar en agua a 4°C, la muestra se centrifugé a 2500g durante 30min a 4°C.
Después de la centrifugacion, el sobrenadante se ajustd cuidadosamente a pH
5.2 gota por gota con NaOH 1M a 4°C. La ferritina sérica se precipitdé del
sobrenadante mediante la adicién gota por gota de sulfato de amonio hasta una
saturacion del 50% bajo un control cuidadoso de pH 5.2 y 4°C, y luego se
centrifugd a 2500g durante 15min (Linder y col., 1996). El sedimento se
resuspendioé en 5mL de tampén salino a pH 7.0 (NaH2P0O4 50mM, NaCl 600mM)
y se dializé también contra este tampo6n 48h a 4°C, cambiando el tamp6n en las
primeras 24h (Gasser, 2009). La muestra de 5mL se puso en interaccion con
2ug/mL de péptido HGK35 en 5mL de solucion salina (NaH2PO4 50mM, NacCl
600mM) pH 7.0 Tween 20 0.05%, 12-14h a 4°C en agitacion. Luego, se realizd
otra dialisis, ahora con tampdn de unién (NaH2PO4 50mM, NaCl 600mM, imidazol
10mM, pH 7.6) durante 48h a 4°C (Tesfay y col., 2012).

Finalmente, para el aislamiento de ferritina sérica, la muestra pretratada
térmicamente y precipitada con sales, fue fraccionada por un esquema
cromatografico de una etapa, utilizando afinidad por metales inmovilizados, a

25°C. La muestra (12.3mL después de ser dializada, 4.6mg/mL) se aplico a una
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columna de Ni?*-acido nitrolotriacético(NTA)-Sefarosa CL-6B (QIAGEN cat.
30210) con un volumen de cama de 2.85mL previamente equilibrada con 10
voliumenes de tampon de equilibrio (NaH2PO4 50mM, NaCl 600mM, imidazol
10mM, pH 7.6; a una velocidad de aplicacion de 0.2mL/min y capacidad de
columna: 10-50mg/mL). La muestra fue aplicada a la fase estacionaria a una
velocidad de flujo de 0.2mL/min. Luego, la columna se lavé con 10 volimenes de
la solucion de equilibrio antes mencionada para eliminar las proteinas no afines
a la matriz. Posteriormente, la elucion de las proteinas adsorbidas se promovio
por el aumento progresivo de concentracion de imidazol en la fase movil (4
fracciones de elucion: 25, 50, 125 y 225mM, todas con NaH2PO4 50mM, NaCl
600mM pH 7.6; Zou, 2016). Las proteinas remanentes se liberaron de la matriz
con una solucion de NaOH 0.5M. De cada fraccion eluida se obtuvo
concentracion a 280nm, se dializ6 con PBS 20mM pH 7.2 para eliminar imidazol

y se concentré con microfiltros (3kDa de punto de corte).

Estimacion de la Pureza de la Ferritina Sérica por Electroforesis e
Inmunodeteccion por Dot Blot

La pureza de la ferritina sérica fue probada por SDS-PAGE (Laemmli, 1970) con
geles de poliacrilamida al 12 y 13%, en una camara vertical a 80 volts durante
15min, seguido de 100 volts constantes (Bio-Rad, USA). Se cargd 12ug de
proteina por carril correspondiente ya sea de la muestra, del lavado, las cuatro
fracciones, la fraccion de proteinas remanentes y la ferritina comercial. EI Dot
Blot se realiz6 en una membrana de nitrocelulosa, donde se coloco 2ug de cada
fraccion, y como control positivo, 1ug de ferritina de bazo de caballo comercial.
La membrana de nitrocelulosa fue blogueada con PBS 20mM pH 7.2 con leche
al 5% y Tween 20 al 0.05% durante 1h a 37°C en oscuridad y agitacion constante.
Posteriormente, se dejo interaccionar con ferritina de bazo de caballo (12pg/mL,
15mL de solucién) durante 12-14h a 4°C en oscuridad y agitacion constante.

Posteriormente la membrana se lavé 3 veces con PBS 20mM pH 7.2, Tween 20
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al 0.05% por 5min en oscuridad y agitacion constante. Para la inmunodeteccion
se utilizo el antisuero policlonal anti-ferrina, a una dilucién 1:1000; y antisuero
secundario Anti-IgG de ratdn biotinilado (The binding Site), en dilucion 1:1000.
Luego se incubd con streptavidina-peroxidasa (Sigma Aldrich) diluida 1:4000.
Todas las diluciones fueron en PBS 20mM pH 7.2, Tween 20 al 0.05%, leche
descremada al 0.05%, e incubaciones por 1.5h a 37°C en oscuridad y agitacion
constante. Después de cada incubacion, la membrana se lavo 3 veces con PBS
20mM pH 7.2, Tween 20 al 0.05% por 5min en oscuridad y agitacion constante.
Finalmente, como revelador de la reaccion se utilizé Diaminobenzidina bajo
instrucciones del fabricante (DAB-Urea-H202/HCI, de Sigma-Aldrich., USA).
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RESULTADOS Y DISCUCION

Caracteristicas de los Sujetos de Estudio

La tabla IV (pagina siguiente) muestra las caracteristicas, resultados
antropometricos y biomarcadores de los grupos de estudio. Los tres grupos
fueron comparables en cuanto a distribucion de género (proporcion ligeramente
mayor de mujeres), y en el andlisis de varianza (ANOVA) para grupos
independientes, se observaron diferencias en edad e indice de masa corporal
(BMI); consecuencia del grupo de sujetos con diabetes tipo 2 (T2D), ya que los
sujetos con glucosa normal en ayuno (NFG) y glucosa alterada en ayuno (IFG)
fueron comparables entre si en cuanto a edad y BMI.

En indicadores de obesidad abdominal, el indice de circunferencia de
cintura/circunferencia de cadera (WHR) no fueron diferentes, sin embargo, en
circunferencia de cintura (WC) y confirmando el resultado de BMI, sujetos con
T2D marcaron la diferencia, la cual no se mantuvo al comparar NFG e IFG, ni en
la adipocina adiponectina, y por tanto, aparentemente no se mostrd diferencias
en la adiposidad central entre NFG e IFG, aunque de notar que segun estandares
para la OMS, tanto sujetos con NFG e IFG presentan sobrepeso y sujetos con
T2D, obesidad.

El grupo con IFG tuvo 3 veces mas hipertension (33.33%) que el grupo
con NFG (11.11%) con significacién estadistica (p=0.048), y la tendencia se
mantuvo a como avanzo la enfermedad (T2D, hipertension: 50%, de notar que
solo son n=6 en este grupo), confiriéndole la importancia que referencia la
literatura como un posible contribuyente en la fisiopatologia de la diabetes.

En indicadores del metabolismo de glucosa y lipidos, los niveles de FPG
como se espera debido a la clasificacién de grupos, fueron elevados en los

individuos con IFG y T2D (p<0.001, Tabla IV). Los niveles de lipidos mostraron
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diferencias entre los tres grupos, donde se observo una tendencia al aumento en
el grupo de IFG con colesterol total (TC) significativamente mayor (p=0.002) y
lipoproteina de baja densidad (LDL-C; p=0.019), asi como la concentracion de
lipoproteina de baja densidad oxidada (oxLDL; p=0.028), y se confirmé en sujetos
con T2D (TC, p=0.012; oxLDL=0.006; LDL-C=0.074), lo que indica la presencia
de dislipidemia en los grupos problema; mientras que no se encontraron
diferencias en triglicéridos (TG), lipoproteina de alta densidad (HDL-C), indice de
TG/HDL-C e indice LDL-C/HDL-C.

El grupo con IFG tuvo diferencias significativas en los niveles de ferritina
sérica (p=0.02, Tabla 1V), y esto se mantuvo en sujetos con T2D (p<0.001).
Finalmente, en los resultados de ferritina sérica existe la probabilidad de que no
se haya relacionado con inflamacién, ya que los niveles de IL-6 no se
diferenciaron en los tres grupos, inferencia a debatir debido a que no se

examinaron otros marcadores de inflamacion.

Correlacion Entre los Niveles de Ferritina Sérica y Variables de
Importancia en Sujetos con Glucosa Normal en Ayuno y Glucosa Alterada
en Ayuno
Con el objetivo de determinar si ferritina sérica podria estar relacionada con
anomalias metabdlicas en sujetos con NFG e IFG, se estimaron los coeficientes
de correlacion de Pearson entre la ferritina sérica y los marcadores séricos

enfocando la atencién en oxLDL y el indice oxLDL/LDL-C.

Debido a que en algunas variables como ferritina sérica se encontro
asimetria en la distribucion de datos en la curva de normalidad, se decidio hacer
transformacion de datos a logaritmo natural (In). La In-ferritina sérica se
correlacion6 con In-FPG, TC, LDL-C, HDL-C, WHR, oxLDL y In-oxLDL/LDL-C
(Tabla V, pagina siguiente).
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Relacion entre Ferritina Sérica con oxLDL y oxLDL/LDL-C Mediante
Correlaciéon Ajustada a Variables de Confusion en Sujetos con Glucosa
Normal en Ayuno y Glucosa Alterada en Ayuno
Con base en varios estudios que han reportado un aumento de ferritina sérica
con alteracion en el metabolismo de los lipidos (Meng y col., 2017), estrés
oxidativo y oxLDL (Kraml, 2017), se realizaron correlaciones parciales entre la
ferritina sérica y oxLDL ajustandose a posibles factores de confusion (sexo, edad,
In-FPG, In -BMI, In-TG, TC y HDL-C). A lo largo de las muestras entre sujetos con
NFG e IFG como un total, se encontré correlacion parcial significativa entre la

ferritina sérica y oxLDL (r=0,372, p=0,01), después del ajuste (Figura VI).

No obstante, se ha mencionado que existe correccion lineal entre el
namero de moléculas de oxLDL y LDL-C, ya que el LDL-C al ser la molécula de
origen es la variable que contribuye principalmente a la cantidad de oxLDL, por
tanto, parece mas util determinar la correlacion con el indice oxLDL/LDL-C para
apreciar mejor el proceso de oxidacion de LDL (Aranda y col., 2016). En el
estudio, hubo una correlacién parcial estadistica significativa entre la ferritina
séricay In-oxLDL/LDL-C (r=397, p=0.006) después de ajustar por sexo, en edad,
In-FPG, In-BMI, Ln-TG, TC y HDL-C.
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Figura 6. Correlacion parcial entre ferritina sérica con oxLDL y oxLDL/LDL-C en
sujetos con NFG e IFG. A: Se estimé la correlacidn parcial entre la ferritina sérica
y oxLDL ajustando a varios factores de confusion (sexo, en edad, In-FPG, In-
BMI, In-TG, TC y HDL-C). Se obtuvieron y graficaron los residuos después del
ajuste de la correlacion entre In-ferritina y oxLDL. B: Se estim6 la correlaciéon
parcial entre ferritina sérica y oxLDL/LDL-C ajustando para multiples factores de
confusion (sexo, edad, In-FPG, In-BMI, InTG, TC y HDL-C). Se obtuvieron y
graficaron los residuos después del ajuste de la correlacidon entre In-ferritina y el
indice oxLDL/LDL-C. ElI coeficiente de correlacion parcial se representa como:
(r). p<0.05 fue considerado indicador de significancia estadistica.
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Asociacion entre Ferritina Séricay el indice oxLDL/LDL-C en Sujetos con

Glucosa Normal en Ayuno y Glucosa Alterada en Ayuno
En el analisis de regresion multiple de determinantes independientes para el
indice oxLDL/LDL-C, y después de utilizar la estrategia de eliminacion
introduciendo posibles predictores de la siguiente manera: Ln-ferritina (ug/L),
sexo (M=0, F=1), Ln-edad (afios), In-BMI (kg/m2), In-TG (mmol/L), HDL (mmol/L),
TC (mmol/L), In-FPG (mmol/L), In-IL-6 (pg/L), adiponectina (IU/mL), hipertension
(O=no, 1=si) y WHR; se revel6 que los niveles de ferritina sérica con
transformacion (In) fue una variable independiente positiva de oxLDL/LDL-C
(tabla VI, siguiente pagina; p=0.2915; 95%CI=0.1444, 0.4385; p<0.001), un
hecho observado por primera vez en sujetos con NFG e IFG, que agrega
informacion a la relacion del metabolismo del hierro y/o la inflamaciéon (como
reactante de fase aguda) en la oxidacién de LDL en condiciones de disglicemia,
antes del padecimiento de diabetes.

Ademas, el TC (mmol/L; 3=0.2548; 95% 1C=0.1296, 0.3800; p<0.001) e In-
TG (mmol/L, B=0.5229; 95% IC=0.2601, 0.7856; p<0.001) también fueron
variables predictivas en el modelo, eventos observados en sujetos sanos y
prediabéticos (Kopprasch y col., 2002). Finalmente, la hipertensién fue otro
indicador del indice oxLDL/LDL-C en la muestra estudiada (NFG e IFG; tabla VI,
=0.4188; 95%I1C=0.0560, 0.7816; p=0.02), lo que contribuye al conocimiento
reportado sobre este factor de riesgo conocido para las complicaciones
vasculares y un componente del sindrome metabdlico (lkeda y col., 2006).
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Numerosos informes han reportado asociacion entre el estrés oxidativo y
el desarrollo de complicaciones vasculares (Kattoor y col.,, 2017). Se ha
demostrado que la medicion de especies reactivas de oxigeno (ROS) es valiosa
en la busqueda de probables origenes de complicaciones, y se ha propuesto el
estrés oxidativo como objetivo de tratamientos (Kraml, 2017). En el presente
trabajo, observamos primero que ademas de la hiperglucemia, el estado de
glucosa en ayuno alterada, una forma de prediabetes y la T2D tienen un mayor
grado de dislipidemia, y ademas hubo un aumento de los niveles de oxLDL en
circulacion en sujetos con IFG y T2D en comparacioén con NFG. Estas diferencias
observadas entre los sujetos con NFG y los dos grupos con hiperglucemia
confirman resultados publicados (Meng y col., 2017), adicionalmente las
moléculas de oxLDL han tomado pertinencia como un parametro para identificar

la enfermedad arterial coronaria (CAD; Huang y col., 2008).

La diabetes estd asociada con aceleracion de la aterosclerosis (Freitas y
col., 2015), ademés se sugiere que la oxLDL desempefia un papel clave en la
aterogénesis en estos pacientes (2017). La modificacion oxidativa de lipidos y
proteinas esta involucrada en enfermedades inflamatorias, incluida la diabetes y
si bien se ha encontrado un aumento de los productos de oxidacion en la diabetes
franca (Ullah y col., 2016), no se ha entendido completamente, especialmente en
la glucosa alterada en ayuno incidente, donde generalmente no hay una
aplicaciéon de tratamiento riguroso para la glucemia y control lipidico (Huang y
col., 2016; Eldin y col., 2014).

La peroxidacion lipidica puede ser producida por radicales libres altamente
toxicos, por ejemplo, aniones de hidréxido y superoxido formados por hierro. La
interrupciéon de la homeostasis del hierro puede guiar una sobrecarga de hierro
en tejidos, que se ha demostrado que contribuye a la generacion de especies
reactivas de oxigeno y al estrés oxidativo (Kraml, 2017). Se ha propuesto que las
reservas corporales de hierro, expresadas como ferritina sérica, contribuyen a la

aterosclerosis (Ikeda y col., 2015), aunque la asociacion epidemiolégica aln es
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inconsistente (Altin y col., 2016; Egbuche y co., 2017; Xu y col., 2017). La
confirmacion de esta hipétesis es que los niveles elevados de ferritina en suero
estan asociados con el estrés oxidativo, evento implicado en la oxidacion de las
lipoproteinas (Kraml, 2017) como oxLDL (Ikeday col., 2015).

En el presente trabajo, observamos niveles elevados de ferritina sérica en
sujetos con IFG y T2D en comparacion con NFG. De hecho, en la poblacion del
estudio entre NFG e IFG como una totalidad, hubo una correlacion positiva entre
la ferritina sérica 'y el oxLDL, asi como el oxLDL/LDL después del ajuste por edad,
sexo, BMI y FPG. Este hallazgo sugirié que el desequilibrio en el metabolismo
del hierro medido en niveles de ferritina sérica podria estar implicado en la

modificaciéon de las LDL.

Tuomainen y col. (2003) informaron una asociacion entre ferritina sérica y
oxiesteroles, productos de oxidacion del colesterol que en su mayoria llevan las
particulas de lipoproteinas y se sugiere que desempefian un papel activo en el
desarrollo de la aterosclerosis. Este estudio se realizd6 en hombres de mediana
edad con complicaciones cardiovasculares de Finlandia, y llegaron a la
conclusién de que la sobrecarga de hierro podria estar implicada en el aumento
de oxisteroles. En otro estudio, Brouwers y col. (2004) observaron que los niveles
seéricos de ferritina se asociaron significativamente con la proporcién oxLDL/LDL
en caucasicos sanos, después del ajuste para lipidos, proteina C reactiva de alta
sensibilidad (hsCRP), tabaquismo, BMI y hemocromatosis, esta ultima bajo
deteccién del gen C282Y, pero no informaron sobre el estado glicemico de los
sujetos de estudio. Se encontraron resultados similares en el estudio de Aranda
y col. (2016). Su grupo trabajé con adultos caucasicos de la region mediterranea
nor-oriental de Espafia, y encontraron que no solo la ferritina sérica sino también
la saturacion de transferrina se asocio con la peroxidacion lipidica evaluada como
indice de oxLDL/LDL. En la presente tesis, en la regresion multiple por estrategia
de eliminacion para la relacion oxLDL/LDL-C en ambos grupos en su conjunto

(tanto NFG e IFG), los niveles de ferritina sérica fueron predictores
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independientes, después de que se introdujeran posibles variables
independientes, incluida la IL-6, un marcador de inflamacién, que respalda la idea
de que la asociacién de ferritina sérica y oxLDL/LDL no solo estuvo relacionada
con la expresion en fase aguda de ferritina (Kell y Pretorius, 2014).

El colesterol total, los triglicéridos y la hipertension también fueron
indicadores del indice oxLDL/LDL, que son factores de riesgo bien reconocidos

para la aterosclerosis (Kopprasch y col., 2002; Huang y col., 2008).

Ikeda y col. (2006) encontraron en la regresion multiple por estrategia de
pasos sucesivos, que los niveles de ferritina sérica estan asociados con oxLDL
en sujetos con T2D después del ajuste para los principales predictores como el
BMI, triglicéridos y la hsCRP. Ademas, Khalili y col. (2012) declararon que la
ferritina sérica y la oxLDL podrian ser buenos parametros para la identificacion
de la enfermedad coronaria prematura, donde se encontré una correlacion
positiva entre ferritina sérica y oxLDL con las diferentes etapas de la enfermedad
arterial coronaria en pacientes sin antecedentes de enfermedad renal, hepética
o diabetes. A saber, el presente estudio es el primero en exhibir una asociacién
positiva entre la ferritina sérica y el indice oxLDL/LDL-C en sujetos con glucosa

normal en ayuno y glucosa alterada en ayuno.

Se acepta ampliamente que el hierro puede ser un promotor del estrés
oxidativo en ciertos sitios donde se genera aterosclerosis (Kraml, 2017). La
explicacion de la hipétesis del hierro es que el ion ferroso (Fe?*), cuando
proporciona un electrén, conduce a la produccién de especies reactivas de
oxigeno, como el radical hidroxilo a partir de perdoxido de hidrogeno, por la
reaccion de Fenton (Kraml, 2017).

Algunos autores afirman que, en situaciones de inflamacion y estrés
oxidativo, donde aumentan los niveles séricos de ferritina, la proporcion de H-
ferritina aumenta en la proteina, la subunidad con actividad ferroxidasa, cuya

funcién es la internalizacion del hierro libre; y, en consecuencia, en situaciones
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de estrés, el secuestro de hierro se mejoraria como un proceso de proteccion
celular (Gammellay col., 2015). Aunque, cuando el desequilibrio de antioxidantes
y el ambiente pro-oxidante se mantienen cronicamente, la ferritina puede ser una
fuente de hierro, ya que el anidn superéxido, el peréxido de hidrégeno y los
productos de glicacion, como el metilglioxal, pueden conducir a la liberacion de
hierro de la ferritina por reaccién de reduccién (Fe®* a Fe?*), y acelerar el proceso

de oxidacion de lipidos (Gammella y col., 2015).

Leiva et al. (2013) trabajaron con sindrome metabdlico (MetS) en sujetos
chilenos. La poblacion estudiada fue principalmente prediabética del tipo glucosa
alterada en ayuno, determinado por FPG y observaron que los sujetos con MetS
tenian niveles elevados de oxLDL y reservas de hierro (medido como hierro,
ferritina sérica y receptor soluble de transferrina) comparado con sujetos sin
MetS, pero el propdsito de su estudio no fue la asociacion entre la ferritina sérica

y oXLDL, por tanto, no se determind.

Juanola-Falgarona y col. estudiando MetS en Espaia (2013), no
encontraron diferencias en oxLDL ni en los niveles de ferritina sérica en IFG en
comparacion con los sujetos con NFG, aunque informaron que los factores
relacionados con la alteracion del metabolismo del hierro podrian contribuir al
desarrollo de T2D. Una respuesta a la discrepancia en la comparacion de los
informes anteriores es que las reservas de hierro corporal varian segun la etnia
y estudios multiétnicos han demostrado como la etnicidad podria afectar la
prevalencia de T2D vy las reservas de hierro corporal (Aregbesola y col., 2017).
Ademas, la mayoria de los estudios previos se realizaron en poblaciones de
Estados Unidos de America y Europa (Tuomainen y col., 2003; Brouwers y col.,
2004; Khalili y col., 2012; Juanola-Falgarona y col., 2013; Kunutsor y col., 2013;
Aranda y col., 2016), y con escasa evidencia en poblaciones asiaticas (Ilkeda y
col., 2006; Meng y col., 2017; Xu y col., 2017), pero hay muy poca informacion
sobre el metabolismo del hierro en poblaciones mexicanas y sudamericanas
(Leivay col., 2013).
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Se ha demostrado que los caucasicos y los asiaticos mantienen diferentes
niveles de ferritina en suero, lo que sugiere una posible diferencia en la
homeostasis de la ferritina entre las poblaciones (Aregbesola y col., 2017, Wang
y col., 2017). Por lo tanto, es de interés cientifico examinar si los niveles de
ferritina en suero podrian estar implicados en trastornos metabdlicos en la

poblacidn hispana-mestiza mexicana.

Hay algunas consideraciones con las que hay que contar. En este estudio
observacional de corte transversal, estudiamos la asociacion entre los niveles de
ferritina y oxLDL/LDL en una muestra, aunque con suficiente poder estadistico,
de tamafio pequefio. Ademas, ajustamos a factores de riesgo bien establecidos
para trastornos metabdlicos como la diabetes (incluido el BMI, lipidos,
adiponectina e hipertension). Debido a que la asociacion ferritina-oxLDL no se
modificé por sexo, los andlisis se informaron combinados para ambos sexos. Ya
gue la ferritina sérica es un reactante de fase aguda, excluimos a los participantes
que tenian un historial conocido de inflamacion aguda de siete dias, y ajustamos
nuestro analisis a la concentracion de IL-6, pero no se determiné ningun otro
marcador de inflamacion de importancia clinica, por ejemplo hsPCR. La ausencia
de méas marcadores de inflamacién hace que los resultados de ferritina sérica
sean debatibles y por tanto, se recomienda introducir mas pruebas de inflamacion

en el futuro.

Se estudiaron solo sujetos con glucosa alterada en ayuno, segun los
niveles de FPG, pero no se considerd la prueba de tolerancia a la glucosa post-
prandial a 2h y ni la hemoglobina glicada. Ademas, medimos la ferritina sérica,
pero no otros marcadores del estado del hierro, como transferrina, saturacion de

transferrina, receptor soluble de transferrina, hierro sérico, hierro catalitico, etc.

La ferritina sérica se midi6 solo al inicio del estudio, por lo que se
recomiendan estudios prospectivos que midan la ferritina sérica varias veces y a

pesar del ajuste para varios factores de confusion potenciales, no podemos
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descartar la posibilidad de sesgo debido a factores de confusién no medidos o
de confusion residual. La dieta podria ser una posibilidad, ya que el alto consumo
de carne roja y procesada aumenta el riesgo de T2D (Pan y col., 2013;
Wittenbecher y col., 2015), y también se asocia con un aumento de ferritina sérica
(Felipe y col., 2015; Wittenbecher y col., 2015); por lo tanto, la ingesta de carne

roja podria ser importante en la asociacion ferritina-oxLDL.

Finalmente, se debe tener precaucion al generalizar los hallazgos del
estudio a poblaciones con antecedentes diferentes, y debido a la naturaleza del
estudio, no se permiten conclusiones sobre la causalidad. Sin embargo, esto
puede sugerir una mayor investigacion de la relacion del estado del hierro
corporal y la oxidacion de lipidos en etapas que preceden a la diabetes y las
complicaciones. Adicionalmente, como segunda etapa del trabajo, y bajo
antecedentes y resultados obtenidos en el presente nos llevaron a proponer un

meétodo para aislar ferritina sérica.

Interaccion entre HGK35 y Ferritina Sérica, y Cromatografia IMAC

La busqueda de moléculas relacionadas con la ferritina sérica humana condujo a
gue el grupo de Torti, identificara a cinindbgeno de alto peso molecular (HK) como
una proteina que interactta con ferritina sérica (Torti y Torti, 1998). HK es una
proteina plasmatica abundante de 120 kDa que inicialmente se describié como
un cofactor en la cascada de coagulacion. La HK es escindida por una serina
proteasa, la calicreina, para producir dos cadenas de proteinas activas
separadas: bradicinina (BK) y cininégeno de alto peso molecular de dos cadenas
(HKa; Sainz y col., 2007). BK es un péptido de 9 aminoacidos que induce la
liberacion rapida de oOxido nitrico, dolor y vasodilatacion. BK es también un
péptido pro-angiogénico y en contraste, HKa es anti-angiogénico (Guo y Colman,
2005).
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La parte de la estructura de HKa encargada de la funcidn anti-angiogénica
es el dominio 5 de la cadena ligera y se encontr6 que ferritina se une a este
dominio (al dominio 5 de HKa), union 10 veces mas afin comparado con la
proteina HK. Ferritina sérica se une especificamente a un péptido rico en
histidina, glicina y lisina (HGK) del dominio 5 de HKa, con secuencia
4" DHGHKHKHGHGHGKHKNKGKKNGKHNGWK?®%? (Coffman y col., 2009;
Tesfay y col., 2012). Debido a esto, la ferritina promueve la actividad angiogénica
(Coffman y col., 2009) adhesion y proliferacion en células endoteliales (Huhn y
col., 2014).

Tomando este conocimiento, se adquiri6 un producto peptidico
correspondiente a la secuencia aminoacidica antes descrita con etiqueta de poli-
histidina (6-his) para estandarizar un método de purificacion mediante

cromatografia de afinidad a metales inmovilizados.

Antes de hacer la estandarizacion se procedid a generar un antisuero anti-
ferritina para poder realizar ensayos de interaccion entre el péptido HGK35 y
ferritina sérica y confirmar los hallazgos del grupo de Coffman y Torti (Coffman y
col., 2009; Tesfay y col., 2012). Para obtener el antisuero policlonal anti-ferritina
se propuso un procedimiento reportado (Bayat y col., 2013) con algunas
modificaciones. Al finalizar el proceso se encontr6 un elevado titulo de
anticuerpos anti-ferritina, en el antisuero de ratones BALB/c (Figura 7, siguiente

pagina), hasta dil. 1:64000 con reconocimiento positivo para ferritina.

El antisuero obtenido también se hizo interaccionar contra antigeno
(ferritina) mediante Dot Blot y se confirmd la presencia de anticuerpos
policlonales 1gG, anti-ferritina a una concentracion de proteina aproximada de

2mg/mL (Gran parte de la proteina son inmunoglobulinas especificas; Figura 8).
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Posterior a ello se realiz6 una reaccion entre el péptido HGK35 con ferritina
comercial mediante inmuno-ensayos ELISA y Western Blot (Figura 9 y 10,
siguientes paginas). Confirmando lo que reporta la literatura, los ensayos de
ELISA y Western Blot generaron sefial positiva para la interaccion entre el péptido
y ferritina sérica, no asi para la ausencia de cualquier componente de la
interaccion (péptido HGK35, ferritina, antisuero policlonal anti-ferritina, anticuerpo
secundario anti-lgG de ratdén biotinilado), u otros controles (proteinas como
albumina y el control de peso molecular BioRad, cat. 1610317).

Por otro lado, para estandarizar el método de purificacion mediante
cromatografia de afinidad con metales inmovilizados, se adquirié una matriz de
Ni2* unido a acido nitrilotriacético-sefarosa 6B, un sistema que tiene gran afinidad
por residuos de amino&cido histidina (Block y col., 2009), ya que el grupo imidazol
presente en histidina, puede realizar enlaces de coordinacion muy afines con el
niquel (Figura 11, C); quien se dispone a reaccionar con dos grupos imidazol)
presente en la columna. Esta interaccion puede ser revertida por la protonacion
del imidazol (bajar el pH) o bien por competicion con elevadas concentraciones
de imidazol (Block y col., 2009). La columna que se adquirié tiene capacidad de
50mg/mL bajo condiciones saturantes de proteina (determinado por el
fabricante), una capacidad muy grande para lo que se esperd recuperar de
ferritina sérica del pool de suero humano (aproximadamente 5-30ug), pensando
en gue el pool entrd en el intervalo de niveles normales de ferritina sérica (15-
300ug/L, valores que no fueron determinados) y asumiendo que se purifica todas

las moléculas de ferritina posible.
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Previo el ensayo con la muestra problema (pool de 75mL de suero), se
realiz6 una estandarizacion con suero total solamente filtrado a 0.2um para
eliminar lipidos y mezclado con igual volumen de buffer de equilibrio (NaH2PO4
50mM, NaCl 600mM, imidazol 10mM), donde se ensayaron 3 diferentes
condiciones de pH tanto de soluciones de equilibrio como lavado y elucion: pH
7.0, pH 7.6 y pH 8. La cromatografia de afinidad Ni-NTA, como se describio
anteriormente, tiene gran afinidad por los grupos imidazoles de histidina
presentes en proteinas, siendo por ejemplo un pH 8, 6ptima para la interaccién
entre la columna e histidina (punto isoeléctrico de histidina), sin embargo,
considerando la poca cantidad de ferritina sérica en comparacion con proteinas
abundantes, fue factible pensar que a un pH 8, otras proteinas (naturalmente
ricas en histidina) indeseables adquirieran mayor notoriedad en la purificacion de
ferritina. Al hacerse los ensayos a diferente pH, se determin6 que a pH 7.6 y pH
8, se genera un buen corrimiento cromatografico de suero total que concuerda
con el corrimiento para proteinas séricas afines a Ni-NTA (Figura 11, pagina
anterior; Block y col., 2009). Finalmente se decidid utilizar un corrimiento
cromatografico a pH 7.6, para evitar el supuesto de que a pH 8 hay mayor afinidad
de proteinas no pertinentes para el presente trabajo, principal problema a
enfrentar por la baja concentracion de ferritina sérica en la muestra problema

(pool de suero de 75mL).

El pool de suero antes del pretratamiento para cromatografia tuvo
concentracion de 7.2g/dL. Después del pretratamiento y de desechar proteina no
pertinente se obtuvieron 56.58mg de proteina total los cuales se aplicaron en la
columna, en total 12.3mL de solucion(4.6mg/mL). El cromatograma (Figura 12 y
13, paginas siguientes) muestra las fracciones, la primera, correspondiente a
fraccién de lavado (proteinas no adsorbidas), las siguientes corresponden a
fracciones de elucion donde aparecen proteinas con diferentes afinidades, entre

ellas inmunoglobulinas y diferentes isoformas de transferrina.
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Se obtuvieron 36.928mg de proteina total después de la corrida
cromatografica, medido por UV 280nm; de lo cual resalta la ausencia de cerca
de 20mg de proteina, una explicacion es el hecho de que imidazol absorbe a
280nm haciendo dificil la estimacion de proteina bajo este método, se propone
en el futuro realizar otros métodos donde no interviene imidazol, por ejemplo,
ensayo de Bradford (Block y col., 2009). En la fraccién 4 (con 225mM de imidazol
para elucion) o en el buffer de regeneracion (NaOH 0.5M) se presumia estuviera
la ferritina sérica, ya que la literatura reportada para la purificacion de ferritina
recombinante (Zou y col., 2016) reporta que la fraccion de ferritina se eluye a
500mM de imidazol en solucion de elucion, lo cual, contrasta con la basta
literatura que reporta concentraciones mucho mas bajas (50-200mM imidazol;
Block y col., 2009) necesarias para elucion proteinas recombinantes con etiqueta
de poli-histidina (6His), es por ello que en nuestro caso, pensando que 500mM
esta sobre utilizado, se evallo la posibilidad de que ferritina sérica fuera separada

de la interaccion a 225mM.

Esté suposicion se confirmé cuando se evaluaron las fracciones obtenidas
mediante SDS-PAGE a 12%, y Dot Blot con antisuero policlonal anti-ferritina
antes descrito. Se presume gque ferritina sérica contenida en fraccion de elucién
4 (320ug de proteina recuperada, de los cuales se estima 10-30ug sean de
ferritina sérica) aparece como una banda de aproximadamente 15-18kDa a la
altura de L-ferritina (16-19kDa) comercial (Figura 13: A y B), fraccién que arroja
un resultado positivo en el Dot Blot (Figura 14). Se propone en estudios futuros,
confirmar estos resultados con una metodologia tan especifica como
secuenciacion del fragmento recuperado de la fraccion 4 para comparar la
secuencia aminoacidica con bibliotecas de secuencias peptidicas reportadas en

bases de datos.
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Existen varias razones para proponer la purificacion de ferritina sérica;
primero, histéricamente ha sido un verdadero desafio el aislamiento de la
proteina de suero, debido a que se mantiene en concentraciones bajas
comparado con la mayoria de proteinas séricas (Worwood, 1976), lo cual se
condiciona el utilizar una considerable cantidad de muestra (500mL-5000mL;
Worwood, 1976; Cragg y col., 1981; Zou y col., 2016) para obtener apenas dos o
tres miligramos de proteina, con muestras procedentes de sujetos con
enfermedades donde ferritina sérica es extraordinariamente elevada (mayor a
1000ug/L para aumentar la posibilidad de recuperar buena cantidad de ferritina),
generando ademas un sesgo, por ejemplo, cuando se estudia la estructura y esto

se extrapola a la poblacién en general.

Segundo, en la literatura ain quedan preguntas por resolver en cuanto a
su estructura, funcién y metabolismo, por ejemplo, se sabe que ferritina tiene una
glicosilacién en el residuo de aminoacido asparagina 8 en la subunidad L-ferritina
(Cragg y col., 1980; Cragg y col., 1981), sin embargo, se desconoce la totalidad
de carbohidratos presentes y el acomodo espacial de esta estructura.
Clasicamente se sabe que la ferritina sérica es rica en la subunidad L-ferritina
(Bomford y col., 1981; Boyd y col., 1985), informaciéon que concuerda con lo
obtenido en la presente tesis (Figura 13) y los autores descartan que tenga
actividad de ferroxidasa (para la nucleacion de hierro dentro de la proteina;
Bomford y col., 1981; Boyd y col., 1985; Coheny col., 2015).

Adicional a esto, hay reportes que mencionan que, en algunos sujetos con
inflamacion, podria suceder un recambio de subunidades, aumentando la H-
ferritina en ferritina sérica (Gammella y col., 2015), lo cual seria un hallazgo
importante, que agregaria al conocimiento de la fisiopatologia en enfermedades
inflamatorias como la prediabetes, diabetes y aterosclerosis. Aunque se conocen
algunas funciones para la proteina, no se ha dilucidado totalmente que funciones
cumple la ferritina sérica in vivo y esto se relaciona con su metabolismo (Torti y

Torti, 2002; Kalantar-Zadeh y col., 2006), ya que es apenas escaso el
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conocimiento sobre los receptores y otras proteinas séricas con que interactta la

ferritina circulante humana.

Tercero; esta bien establecido que algunas especies reactivas de oxigeno
pueden causar la liberacion de hierro, por ejemplo, el hierro de ferritina (Figura 5;
Gammella y col., 2015), e iniciar ciclo vicioso que conduce a la formacion de
especies reactivas de oxigeno mas reactivas. De aislarse ferritina sérica en
sujetos de estudio, se podria determinar si la proteina cuenta con hierro (y
compararlo con aquellos estudio que lo han investigado; Coheny col., 2015), y si
ésta cantidad se diferencia entre sujetos de estudio con diferentes condiciones
tal que, pueda ser un contribuyente importante en determinadas patologias
donde la inflamacion y el estrés oxidativo juegan un papel importante, por ejemplo

la aterosclerosis.

Cuarto, en enfermedades como la diabetes y aterosclerosis, se acelera la
generacion de los productos de glicacion como productos de Amadori y productos
finales de glicacion avanzada, los cuales tienen importancia en la fisiopatologia
de complicaciones (De Prieto y col., 2016). Especificamente se ha propuesto que
ferritina sérica puede sufrir modificacion por glicacién in vitro (Lépez-Soto y col.,
2017), y aunque los niveles bajos de concentracion y el corto tiempo de vida
media en condiciones fisioldgicas de ferritina sérica comparados con muchas
otras proteinas podrian no contribuir directamente a la generacion de
complicaciones debido a esta modificacion, el aislamiento de ferritina de sujetos
con diferentes condiciones y la determinacion de probables modificaciones por
glicacion, podrian proponer otro mecanismo por el cual ferritina podria liberar

hierro o bien convertirse en un patron molecular asociado a patdégenos o dafo.

En el presente trabajo se logro aislar ferritina sérica de un pool de sueros
de 6 sujetos (3 hombres, 3 mujeres) sin aparente infeccion e inflamacion, sin
diagnoéstico previo de enfermedad hepatica, cancer, enfermedad renal o
hiperglicemia crénica, por tanto, es probable que el pool tuviera concentraciones
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normales de ferritina sérica (15-300ug/L). Se obtuvieron de 10 a 30 pg de ferritina

sérica, cantidad importante por la cantidad de muestra de suero utilizada (75mL).

Como perspectiva se propone mejorar el método, poniendo atencion en
gue la cantidad de suero a purificar sea mayor para comparar rendimientos con
los reportados en literatura y estandarizar un corrimiento cromatografico donde
sean utilizado un gradiente de elucion con varias concentraciones de imidazol
(por ejemplo 150mM, 200mM, 225mM de imidazol) cercanos al pico de elucién
de ferritina sérica determinado en el presente trabajo, para lograr mayor pureza
en la fraccion de elucion de ferritina o bien, crear un sistema en conjunto con

otras cromatografias que permita recuperar ferritina sérica con mayor pureza.
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CONCLUSIONES

En conclusién, hubo un aumento significativo en los niveles de ferritina sérica en
el grupo de sujetos con glucosa alterada en ayuno. Se proponen tres causas:
Primero, los niveles elevados de ferritina sérica pueden, en conjunto con otros
factores de riesgo, desempefiar un papel en la formacion de oxLDL. El hierro
interviene en el estrés oxidativo, y el estrés oxidativo tiene efectos perjudiciales
sobre la LDL. Segundo, los hallazgos pueden representar la causalidad inversa;
es decir, el estrés oxidativo y la inflamacion podrian llevar a que se eleven los
niveles de ferritina en contraposicion a la primera hipétesis, ya que la ferritina es
un reactivo de fase aguda. Y tercero, una combinacion de una ligera sobrecarga
de hierro e inflamacién cronica de bajo grado podria explicar el fenédmeno de la
asociacion entre ferritina sérica 'y oxLDL. Lo que esté claro es que, este resultado
demuestra una asociacion entre ferritina sérica y oxLDL, ya en el estado de
prediabetes, lo que agrega informacién al estudio de la fisiopatologia antes de la

diabetes manifiesta.

Ademas, el protocolo propuesto para la purificacion de ferritina sérica,
mediante IMAC, sistema Ni-NTA, supone una mejora a los protocolos ya
reportados. Este conocimiento permitira en el futuro abordar diferentes aspectos
que no se han logrado aclarar totalmente sobre ferritina sérica humana, como su
estructura, receptores, contenido, comportamiento en condiciones fisiologicas y

fisiopatoldgicas.
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