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Relacion del TLR2 y TLR4 con
alteraciones plaquetarias en pacientes
yucatecos con diabetes tipo 2

TLR2 and TLR4 relation with platelet
abnormalities in Yucatecan patients with type
2 diabetes.

Yumi Elena Nakazawa Ueji, Juan Daniel Villarreal Ku, Irma Guadalupe Quintal Ortiz,
Ligia Gabriela Alonzo Salomdn, Lucia Guadalupe Gonzalez Espinosa, Isaac Alberto
Lépez Bricefio, Shilia Stephanie Chab Escalante, Nina Valadez Gonzélez, Guillermo

Valencia Pacheco

Resumen

OBJETIVO: Evaluar la expresion de los receptores tipo Toll 2 y 4 (TLR2 y TLR4) y su
relacion con las alteraciones plaquetarias en pacientes yucatecos con diabetes tipo 2.

MATERIALES Y METODOS: Estudio transversal, comparativo, efectuado del 1 de enero
de 2020 al 4 de octubre de 2021 en pacientes con diabetes tipo 2 y sujetos control de
Yucatdn, a los que se les practicé citometria hematica, cuantificacién de glucosa y perfil
de lipidos, agregacion y activacion plaquetaria, y expresién de TLR2 y TLR4 en plaquetas.

RESULTADOS: Se incluyeron 34 pacientes con diabetes tipo 2 y 33 sujetos control. La
glucemia fue mayor en pacientes que en controles, pero no se observaron diferencias
en la agregacion ni en la activacion plaquetaria. La intensidad media de fluorescencia
(IMF) de TLR2 mostr6 correlacion con la agregacion plaquetaria en pacientes (p = 0.204)
y en controles (p = 0.0328). El tiempo de agregacion plaquetaria mostr6 correlacion
con los porcentajes de expresion de TLR2 y TLR4 (p = 0.0309 y p = 0.0070, respecti-
vamente), Gnicamente en el grupo control.

CONCLUSIONES: TLR2 y TLR4 podrian estar vinculados con alteraciones plaquetarias
en la poblacién yucateca.

PALABRAS CLAVE: Receptores tipo Toll; agregacién plaquetaria; diabetes tipo 2.

Abstract

OBJECTIVE: To evaluate the expression of Toll-like receptors 2 and 4 (TLR2 and TLR4)
and their relationship with platelet alterations in Yucatecan patients with type 2 diabetes.

MATERIALS AND METHODS: Comparative cross-sectional study was done from Janu-
ary 12020 to October 4" 2021, which included type 2 diabetes patients and controls
from Yucatan, who underwent blood cytometry, glucose quantification and lipid profile,
platelet aggregation and activation, and the expression of TLR2 and TLR4 in platelets.

RESULTS: There were included 34 patients with type 2 diabetes and 33 control sub-
jects. Blood glucose was higher in patients than controls, but no differences were seen
in platelet aggregation or activation. TLR2 mean fluorescence intensity (MFI) showed
a correlation with platelet aggregation in diabetic (p = 0.204) and control group (p =
0.0328). Platelet aggregation time was only correlated with expression percentage of
TLR2 and TLR4 (p = 0.0309 and p = 0.0070, respectively) in the control group.

CONCLUSIONS: TLR2 and TLR4 could be related with platelet alterations in the
Yucatecan population.

KEYWORDS: Toll-like receptors; Platelet aggregation; Type 2 diabetes.
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ANTECEDENTES

La diabetes tipo 2 es una enfermedad crénica
metabdlica multifactorial, caracterizada por
hiperglucemia, poliuria, polifagia, polidipsia,
pérdida de peso e infecciones recurrentes,
entre otras manifestaciones.™? Los principales
factores de riesgo incluyen el sedentarismo,
el sobrepeso, la obesidad, la hipertensién, la
hipercolesterolemia, el sindrome metabdlico,
la hipertrigliceridemia, la inflamacién, la edad,
los antecedentes familiares y el sexo.>* La hiper-
glucemia provoca hiperactividad pancredtica,
lo que induce el incremento de la secrecion y
resistencia a la insulina, produccién de gluco-
sa hepatica, disminucién del tejido adiposo y
muscular que, finalmente, podria favorecer la
aparicién de enfermedades cardiovasculares,
como consecuencia de alteraciones plaqueta-
rias.>?

Las plaquetas son células metabdlicamente acti-
vas que carecen de nicleo, generalmente unidas
a vasos dafiados que forman trombos para evitar
el sangrado; sin embargo, también se agregan en
las placas aterosclerdticas o en sitios de erosion
endotelial, lo que contribuye a la aparicién
de aterosclerosis.® Los pacientes con diabetes
tipo 2 tienen hiperactividad e hiperagregacion
plaquetaria, ademas de aumento en los indices
plaquetarios, volumen plaquetario medio, ancho
de la distribucion plaquetaria y la proporcién de
macroplaquetas (P-LCR), lo que sugiere que la
morfologia y la activacion de vias de sefaliza-
cién plaquetarias podrian estar asociadas con
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular en
estos pacientes.®”

Las plaquetas expresan receptores para integri-
nas, glicoproteinas (GPIb/IX/V), receptores tipo
Toll, cinasas de tirosina e inmunoglobulinas
(glucoproteina VI [GPVI] y FcyRIIA).® Los re-
ceptores tipo Toll son una familia de receptores,
cuyas proteinas de sefializacion se han asociado
con el estado proinflamatorio causado por la
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hiperglucemia en diabetes tipo 2, y han mostra-
do correlacién con la enfermedad coronaria y
la funcion plaquetaria, porque participan en la
secrecion de sus granulos, formacién de trom-
bos, agregacion, activacion y la produccion de
especies reactivas de oxigeno.®%1°

El receptor tipo Toll 2 (TLR2) induce la secre-
cién de granulos y del tromboxano al participar
en la agregacion de plaquetas-neutréfilos y la
liberacion de interleucina 1 beta (IL-1B), como
respuesta al reconocimiento de ligandos bac-
terianos, como el lipopéptido tripalmitoilado
Pam3CysSerlys4 (Pam3CSK4) y derivados de
fosfatidiletanolamina carboxilpirrol (CAP-Pes),
y de las histonas H3 y H4.""'? E| receptor tipo
Toll 4 (TLR4) es activado por el lipopolisacarido
y se ha evidenciado que induce la activacion
plaquetaria, lo que conduce a su degranulacion,
la secrecién de adenosin difosfato (ADP), la libe-
racién y sintesis de tromboxano que, a su vez,
resulta en un aumento en la activacién y recluta-
miento de plaquetas en el trombo; sin embargo,
su papel en la hiperagregacién plaquetaria en
diabetes 2 se desconoce.?' El objetivo de este
estudio fue evaluar la expresion de TLR2 y TLR4
y su relacién con las alteraciones plaquetarias en
pacientes yucatecos con diabetes 2.

MATERIAL Y METODOS

Estudio transversal, comparativo, efectuado del
1 de enero de 2020 al 4 de octubre de 2021, en
el que se incluyeron pacientes diagnosticados
con diabetes 2 y sujetos control, originarios de
Yucatan, México. Se excluyeron los pacientes
y controles con alguna otra enfermedad cro-
nico-degenerativa, infecciosa o que recibieran
tratamiento con farmacos anticoagulantes o
antiinflamatorios. Cada participante acepto,
de manera voluntaria, colaborar con el estudio
mediante la firma del consentimiento informado,
de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. El
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica
del Centro de Investigaciones Regionales Dr.
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Hideyo Noguchi de la Universidad Auténoma
de Yucatan (CEI-11-2019).

A partir de la muestra de sangre periférica de
cada participante, se llevé a cabo la citometria
hematica, quimica sanguinea, glucosa y perfil de
[ipidos, y se obtuvo el plasma rico en plaquetas
a partir del cual se determind la agregacion pla-
quetaria y la expresién de P-selectina (CD62P),
TLR2 y TLR4. Figura 1

Los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos se
evaluaron a partir de una muestra de 6 mL de
sangre venosa colectada en tubos con écido eti-
lendiaminotetraacético (EDTA), 5 mL de sangre
colectada en un tubo con gel separador y 10 mL
de sangre con citrato de sodio, respectivamente.
La citometria hematica se practicé con el equipo
automatizado XP-300 de Sysmex® y se verifico

[ Pacientes y controles ]

Muestra de
sangre XI

Biometria Agregacion Expresion de
hemética y plaquetaria CD62P, TLR2
quimica y TLR4 en
sanguinea plaquetas
(glucosa, perfil
de lipidos)

Y
[ Andlisis estadistico ]

|
Figura 1.

mediante tincion de Wright. La cuantificacién
de glucosa y perfil de lipidos (colesterol total,
lipoproteinas de alta densidad [HDL], lipopro-
teinas de baja densidad [LDL] vy triglicéridos)
se hizo a partir del suero obtenido mediante
centrifugacién a 3500 rpm durante 10 minutos
a temperatura ambiente, utilizando el Point
Scientific® kit, siguiendo las recomendaciones
del fabricante, y se analizaron en el equipo
automatizado InCCa Bit de Diconex®.

La agregacion plaquetaria se efectud a partir de
la sangre con citrato de sodio. El plasma rico en
plaquetas se obtuvo mediante centrifugacion
de la muestra de sangre a 900 rpm durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se transfirié a
un tubo nuevo, se cuantificdé con un analizador
hematolégico KX2TN Sysmex®y se ajustd a una
concentracion de 250 x 10° plaquetas/uL. La san-
gre restante se centrifugé de nuevo para obtener
el plasma pobre en plaquetas. La agregacién
plaquetaria se determiné utilizando adenosin
difosfato a una concentraciéon de 1 mM, como
agonista, y el kit Chrono-par and chrono-lume
reagents®, usando el agregémetro PAP8E BIO/
DATA, que se calibré a partir de 45 ul de plasma
rico en plaquetas y 450 uL de plasma pobre en
plaquetas, utilizando el programa Aggrolink. Se
ajusté la densidad 6ptica para iniciar en 0, se
agrego el agonista, se incubd durante 5 minutos
a 37 °Cy se determiné el tiempo y porcentaje
de agregacion.'*!°

Expresion de TLR2 yTLR4 en plaquetas. A partir
del plasma rico en plaquetas se transfirieron
1 x 10°® plaquetas/ulL a tres tubos, se fijaron
durante 30 minutos a 4 °C en oscuridad, uti-
lizando el Staining Flow Assay kit (IMGENEX
IC-Flow). Se hicieron dos lavados adicionando
1 mL de amortiguador de fosfatos 1X pH 7.3,
suplementado con suero fetal bovino al 1%, y
centrifugando a 2000 rpm, durante 10 minutos.
Para la deteccion de los receptores tipo toll en
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plaquetas activadas se agregaron 3 pL de los
siguientes anticuerpos: 1) CD41/CD61-PE (Cat.
359806)/CD62P-FITC (Cat. 304904), 2) CD41/
CD61-PE/TLR2-FITC (Cat. 309705), 3) CD62P-
FITC/TLR4-PE (Cat. 312805), de BioLegend®, a
cada tubo. Se incubaron durante 30 minutos,
a temperatura ambiente y en oscuridad, se
lavaron y centrifugaron durante 10 minutos a
2000 rpm. Las plaquetas fueron resuspendidas
en 350 pL de amortiguador de fosfatos 1x pH
7.3.1>18 Las muestras se analizaron en el citéme-
tro de flujo FACScallibur (BD Biosciences®). El
porcentaje de plaquetas activadas (CD41/CD61/
CD62P), asi como la expresion y la intensidad
media de fluorescencia (IMF) de TLR2, TLR4 y
CD62P en las plaquetas, se determinaron con
el programa CellQuest Pro v5.1. (BD Bioscien-
ces®). La poblacién de plaquetas se delimito
a partir de la distribucién del forward scatter
(FSC) versus side scatter (SSC) y el marcador
CD41/CDé61.

Se compararon los pardmetros hematolégicos,
bioquimicos y los de expresion de CD62P, TLR2
y TLR4, entre pacientes y controles, mediante
la prueba U de Mann-Whitney. El analisis de
correlacién, entre los pardmetros hematolégicos
y bioquimicos con los de expresién, se hizo
mediante la prueba de Spearman. La agregacién
plaquetaria (tiempo y porcentaje), la activacién
plaquetaria y la expresién de TLR2 y TLR4 se
analizaron con una n de 34 pacientes con
diabetes tipo 2 (23 mujeres y 11 hombres) y 33
controles (22 mujeres y 11 hombres). Todos los
andlisis se graficaron utilizando el programa
Graph Pad Prism 9.0; los valores de p < 0.05 se
consideraron significativos.

RESULTADOS
Se incluyeron 34 pacientes diagnosticados con

diabetes tipo 2 (23 mujeres y 11 hombres) y 33
controles (22 mujeres y 11 hombres), con edad
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promedio de 52.55 + 8.61 y 45.42 + 9.33 afos,
respectivamente. El parametro bioquimico con
mayor variacion fue la glucosa en ayuno, con un
promedio de 202.76 + 83.72 mg/dL en pacientes
y 90.99 + 9.76 mg/dL en controles (p < 0.0001).
En la citometria hematica se observaron valores
significativamente disminuidos de eosindfilos
en pacientes (p = 0.0365) con respecto a los
controles. Los demas parametros hematoldgi-
cos no mostraron diferencias significativas. Se
observé una disminucién no significativa (p =
0.5147) de los tiempos de agregacién plaqueta-
ria en pacientes (118.35 + 89.80 segundos), en
comparacion con los controles (130.64 + 87.42
segundos). Figura 2A

El porcentaje de agregacion no mostr6 diferen-
cias significativas entre los grupos (p = 0.8134)
(Figura 2B), ni entre las mujeres (p = 0.8705) y
los hombres (p = 0.4106). Figura 2Cy D

De los 34 pacientes con diabetes tipo 2, 30
recibian tratamiento con metformina y 11 con
sulfonilureas.

El andlisis de correlacion de los indices plaque-
tarios con la edad, glucosa en ayuno, colesterol
total, triglicéridos e indice de aterogenicidad en
mujeres y hombres mostré una correlacién entre
el indice de aterogenicidad con el volumen pla-
quetario medio (p =0.0189), P-LCR (p = 0.0490)
y el ancho de distribucion (p = 0.0042) solo
en hombres con diabetes tipo 2. En controles
femeninos, Gnicamente se encontrd correlacion
del indice de aterogenicidad con la agregacion
plaquetaria (p = 0.0317).

La activacién plaquetaria, dada por la expresion
e intensidad media de fluorescencia de CD62P,
fue mayor en los controles, sin ser estadistica-
mente significativa (Figura 3A) y la estratificacion
por sexo mostro resultados similares. Figura 3C-F

La expresion de receptores tipo Toll mostré un
aumento en el porcentaje de TLR2 y TLR4 en los

https://doi.org/10.24245/rev_hematol.v26i1.2
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controles (18.3 £ 19.3% y 12.2 + 13.2%, res-
pectivamente) en comparacion con los pacientes
(149 +15.8%y 17.1 £ 15.3%, respectivamente),
sin ser significativos (p = 0.6140 y p = 0.1076).
Figura4Ay C

La intensidad media fluorescencia (IMF) de es-
tos receptores mostré resultados similares (p =
0.5445 y p = 0.9460). Figura 4B y D

Al determinar la correlacion de TLR2 y TLR4 con
el tiempo de agregacion plaquetaria y los indices
plaquetarios, se encontré correlacién inversa
de la IMF de TLR2 con el tiempo de agregacion
plaquetaria en el grupo de diabetes tipo 2 (p
= 0.0204). En el grupo control, el tiempo de
agregacion plaquetaria también mostr6 corre-
lacién negativa con el porcentaje de expresion
(p=0.0309) y la IMF (p = 0.0328) de TLR2, asi



Revista de Hematologia

https://doi.org/10.24245/rev_hematol.v26i1.2




Nakazawa Ueji YE, et al. Relacion del TLR2 y TLR4 con alteraciones plaquetarias .

Revista de

ematologia

como con la expresion de TLR4 (p = 0.007). Los
indices plaquetarios no mostraron correlacién
significativa con TLR2 ni TLR4.

Para determinar el papel de TLR2 y TLR4 en
la activacion plaquetaria, se analiz6 su co-
rrelacion con la expresién e IMF de CD62P y
se encontr6 correlaciéon de TLR2 con la IMF
de CD62P en el grupo de diabetes tipo 2 (p =
0.0200) y el grupo control (p = 0.0009). Ade-
mas, se observo correlacion de la IMF de TLR2

y de CD62P en controles (p < 0.001), asi como
de la IMF de TLR4 con la expresién de CD62P
(p = 0.0210) en diabetes tipo 2; y la expresién
de TLR4 con la expresién y la IMF de CD62P
(p =0.0015y p = 0.0068, respectivamente) en
controles. Cuadro 1

DISCUSION

Los eosindfilos participan en infecciones hel-
minticas, reacciones alérgicas y contienen
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Analisis de correlacion del porcentaje de expresion e intensidad media de fluorescencia de TLR2 y TLR4 con la
activacion plaquetaria (CD62P) en pacientes con diabetes tipo 2 (n = 34) y sujetos control (n = 33)

S N T S NS

Pacientes con diabetes tipo 2

TLR2 % CD62P %
CD62P IMF

TLR2 IMF CD62P %
CD62P IMF

Sujetos control

TLR2 % CD62P %
CD62P IMF

TLR2 IMF CD62P %
CD62P IMF

Pacientes con diabetes tipo 2

TLR4 % CD62P %
CD62P IMF

TLR4 IMF CD62P %
CD62P IMF

Sujetos control

TLR4 % CD62P %
CD62P IMF

TLR4 IMF CD62P %
CD62P IMF

0.1616 0.4023
0.4296 0.0200
-0.1027 0.5959
0.4783 0.0087
0.0803 0.6731
0.5724 0.0009
0.1021 0.5913
0.6756 < 0.001
-0.0160 0.9343
0.2557 0.1807
-0.4267 0.0210
-0.0123 0.9494
0.5541 0.0015
0.4833 0.0068
-0.1371 0.4702
-0.0020 0.9916

CD62P: P-selectina; IMF: intensidad media de fluorescencia; %: porcentaje de expresion.

todos los mediadores necesarios para regular
la respuesta inmunitaria innata y adaptativa.'
Zhu y su grupo llevaron a cabo un estudio con
9111 participantes, con edad promedio de 58.5
+ 9.7 afos, y encontraron asociacién entre el
aumento del porcentaje de eosinéfilos y menor
riesgo de diabetes tipo 2 (OR 0.91 [IC95% 0.85-
0.971, p = 0.008).%° Por el contrario, Jacobsen
y colaboradores sugieren que tienen un papel
protector en la aparicién de diabetes tipo 2, al
observar valores disminuidos de eosindfilos en
estos pacientes."

Los resultados de este estudio concuerdan con
lo reportado con Jacobsen y colaboradores ya

que observamos valores bajos en los pacientes
con diabetes tipo 2. Los eosinéfilos, mediante
su interaccion célula-célula, pueden regular la
homeostasia de la glucosa porque, al secretar
interleucina 4 (IL-4), participan en la diferencia-
cién de los adipocitos precursores, en blancos
o pardos, disminuyendo la sintesis de citocinas
proinflamatorias y masa grasa, lo que aumenta la
termogénesis y el metabolismo e induce la res-
puesta antiinflamatoria a través de la activacién
de macrofagos en el tejido adiposo.?' Por ello,
en la poblacién de este estudio, la disminucion
de los eosindfilos en los diabéticos podria aso-
ciarse con el aumento en el estado inflamatorio,
la disminucién en la tolerancia a la glucosa, la

https://doi.org/10.24245/rev_hematol.v26i1.2
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disminucion en la activacion de macréfagos v el
aumento del tejido adiposo blanco. Sin embargo,
es necesario efectuar estudios adicionales para
determinar las concentraciones de IL-4, asi como
de citocinas proinflamatorias, incrementar el ta-
mafio de muestra y estratificar a la poblacién de
acuerdo con parametros como el indice de masa
corporal (IMC), porcentaje de grasa corporal, to-
lerancia a la glucosa, sensibilidad o resistencia a
lainsulina, que no se incluyeron en este estudio.

Los indices plaquetarios se han vinculado con la
resistencia a la insulina y la diabetes 2 y se han
considerado biomarcadores de complicaciones
vasculares.?>?* Taderegew y su grupo compara-
ron los indices plaquetarios de 352 pacientes
con diabetes tipo 2 de Etiopia y encontraron
asociacion del volumen plaquetario medio (OR
= 1.68, 1C95%: 1.37-2.05), adenosin difosfato
(OR=1.37,1C95%: 1.15-1.63) y laP-LCR (OR =
1.07,1C95%: 1.01-1.14), con las complicaciones
microvasculares.??

Waghale y su grupo analizaron 105 pacientes de
India, con un tiempo de evolucién de 30 afios
aproximadamente y encontraron aumento de
volumen plaquetario medio, ancho de distribu-
ciéon plaquetaria y P-LCR en los pacientes con
diabetes tipo 2.% En contraste, en este articulo
no hubo correlacion de los indices plaquetarios
con la expresion de TLR2 ni TLR4, por lo que el
andlisis en pacientes con enfermedad cardio-
vascular proporcionaria mdas informacién para
confirmar su papel como biomarcador de riesgo
de esas complicaciones.

En un estudio longitudinal de 9 afios, realizado
en poblacién originaria de Taiwan, en el grupo
de edad de 40 a 65 anos, se observd asociacion
del indice de aterogenicidad con hipertension
arterial, sindrome metabélico y diabetes tipo 2,
independientemente del sexo.** Li y su grupo
estudiaron su correlaciéon con complicaciones
microvasculares en pacientes de Wuhan, lo que
sugiere su papel como indicador de alto riesgo de

padecer complicaciones vasculares en pacientes
con diabetes tipo 2.%°

Risal y su grupo reportaron que, a menor control
glucémico, mayor volumen plaquetario medio.*
Los resultados de este estudio indican que, en
el grupo de diabéticos masculinos, existe una
correlacién negativa de los indices plaquetarios
con el indice de aterogenicidad, que se han
asociado con el riesgo cardiovascular, y sugieren
que el sexo podria ser un factor de riesgo de
enfermedad cardiovascular en esta poblacion;
sin embargo, es probable que otros factores
puedan influir, como el tratamiento, el IMC,
la hipertensién arterial, las concentraciones de
glucosa en sangre, colesterol total, triglicéridos,
LDL, HDL, etc.

En la diabetes tipo 2 se ha reportado aumento en
la agregacion, activacion basal e hiperreactivi-
dad plaquetaria, asociadas con alta morbilidad
y mortalidad." Rodriguez y Johnson observaron
disminucién del tiempo de agregacién plaque-
taria inducida por adenosin difosfato (5 uM)
y epinefrina (1 uM) en hombres diabéticos
del Reino Unido, pero no en mujeres.?”” Soma
y colaboradores analizaron la expresiéon de
CDG62P en 30 sujetos sanos y 30 diabéticos con
o sin enfermedad cardiovascular y encontraron
aumento en la activacién en los diabéticos con
complicaciones cardiovasculares.?®

Pretorius y su grupo reportaron concentraciones
séricas elevadas de interleucina (IL) 1B, IL-6 e
IL-8 y de CD62P soluble en sujetos con diabetes
tipo 2, cambios en la estructura de las plaquetas
y aumento en la expresion de receptores en su
membrana.*

Sallamy colaboradores no observaron diferencias
en la agregacion ni activacion plaquetaria induci-
da por adenosin difosfato en diabéticos de Arabia
Saudita.*® En este estudio, al comparar el tiempo y
porcentaje de agregacion, estratificados por sexo,
tampoco se encontraron diferencias significativas
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en el tiempo de agregacion (Figura 3Cy D), nien
la activacion (Cuadro 1), similar a lo reportado por
Sallamy su grupo, pero diferente de lo encontrado
por Pretorius y colaboradores. La mayoria de los
pacientes de nuestro estudio recibian tratamien-
to con metformina, cuya administracién podria
inhibir la activacion plaquetaria e influir en los
valores obtenidos.*

Las alteraciones plaquetarias podrian estar regu-
ladas por vias de sefalizacion, lo que contribuye
a la formacién de trombos, embolizacién capilar
y constriccion, y acelera lesiones vasculares
como consecuencia de la hiperglucemia, hiperli-
pidemia, resistencia a la insulina e inflamacién.?”

Koupenova y su grupo reportaron mayor expre-
sioén de receptores tipo Toll en mujeres que en
hombres, con asociacion de TLR2 y TLR4 con
CD62P soluble (1.83 [1.11-3.01] p=1.7e-02y
2.29 [1.43-3.66] p = 5.2e-04, respectivamente)
Gnicamente en mujeres.’" Al comparar los por-
centajes de TLR2 y TLR4 en pacientes y controles,
no hubo diferencias en este estudio (Figura 4); sin
embargo, aunque su expresion no se ve afectada,
es probable que sus vias de sefalizacion estén
alteradas, lo que requiere evaluarse.

Asimismo, se correlaciond la expresion de estos
receptores con el tiempo de agregacion y los
indices plaquetarios en pacientes y controles y
se encontr6 correlacion negativa de la intensidad
media de fluorescencia de TLR2 con el tiempo
de agregacion plaquetaria, lo que sugiere que
podria participar en este proceso; a menor ex-
presiéon, mayor tiempo para alcanzar el 100%
de agregacion en pacientes y en controles. En el
grupo control se observo correlacion negativa del
porcentaje de expresion de TLR2 y TLR4 con el
tiempo de agregacion, lo que sugiere que ambos
receptores podrian participar en la agregacion
plaquetaria. El uso de agonistas para estos recep-
tores confirmaria su participacion.

2025; 1

CD62P, regulador de la adhesion plaquetaria
en el endotelio vascular, se considera un factor
predictivo de enfermedades cardiovasculares re-
lacionadas con el intercambio y activacién de las
plaquetas. El aumento de CD62P se ha asociado
con la enfermedad arterial en tejido periférico,
eventos cerebrovasculares y miocardio agudo.
En los pacientes con diabetes tipo 2 se encontr
correlacion entre el porcentaje de TLR2 y el de
CD62P vy, por otro lado, la intensidad media
fluorescencia (IMF) del TLR4 mostrd correlacion
negativa con el porcentaje de CD62P; estos
resultados sugieren que TLR2 podria inducir la
activacion plaquetaria, a diferencia de TLR4. En
los controles, se observé correlacion positiva
del porcentaje e IMF de TLR2 con la IMF de
CD62P, asi como del porcentaje de TLR4 con el
porcentaje e IMF de CD62P, lo que sugiere la
participacion de TLR4 en regular la activacién
plaquetaria. Al respecto, Niklaus y su grupo
evaluaron el papel de TLR2 y TLR4 plaquetarios
en respuesta a los ligandos Pam3CSK4 (TLR2) y
lipopolisacarido (TLR4), respectivamente y ob-
servaron que la estimulacion con estos ligandos
disminuye la expresion de ambos receptores en
la superficie de las plaquetas.** Debido a que los
pacientes con diabetes tipo 2 muestran mayores
concentraciones de lipopolisacérido, a causa
de la disbiosis,** es probable que la agregacion
plaquetaria sea mediada por el TLR2 u otras vias
de sefalizacién, y no por el TLR4, lo que difiere
de lo reportado.

Los receptores tipo Toll participan en la respuesta
a patrones moleculares asociados con patégenos
y con dafno en diversas enfermedades, entre
las que se incluye la disfuncién endotelial. Jin
y su grupo mencionan que el aumento de la
activacion de las proteinas ERK1/2 (cinasa re-
gulada por senales extracelulares) podria llevar
al aumento de la interaccién de las plaquetas
con los leucocitos y las células endoteliales, lo
que contribuye al estado protrombético.®> En

https://doi.org/10.24245/rev_hematol.v26i1.2
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la poblacién estudiada, la correlacion negativa
observada entre el tiempo de agregacion y la
expresion de los receptores tipo Toll sugiere su
posible participacion en el estado protrombético;
sin embargo, es necesario analizar la activacion
de componentes de sus respectivas vias de
sefializacion, como ERK1/2, en pacientes con
y sin complicaciones cardiovasculares, para
confirmar su participacién en la enfermedad
cardiovascular.

Es el primer estudio que evalda el papel de TLR2
y TLR4 en la diabetes tipo 2 en poblacion yuca-
teca; sin embargo, debido al tamafo de muestra,
no pudo estratificarse en sujetos diabéticos
con hipertensién, enfermedad cardiovascular
o insuficiencia renal. Estudios posteriores que
incluyan pacientes con tiempos de evolucién y
concentraciones de glucosa diferentes, con en-
fermedad cardiovascular, tratamientos distintos
a la metformina, asi como ensayos in vitro con
ligandos como Pam3CSK4 vy lipopolisacérido,
contribuirian a comprender el papel de estos
receptores en la funcién plaquetaria de pacientes
con diabetes tipo 2. Es necesario determinar la
activacion de componentes de la via de senali-
zacion de TLR2 y TLR4 en poblaciones con y sin

complicaciones cardiovasculares, estratificando
la poblaciéon de acuerdo con el sexo, edad, IMC,
asi como considerar parametros como la gluco-
sa, perfil de lipidos, presién arterial, tratamiento
farmacoldgico, etc.

El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica
del Centro de Investigaciones Regionales Dr.
Hideyo Noguchi de la Universidad Auténoma
de Yucatan (CEI-11-2019).

Al personal de CEMANUD por su apoyo en la
difusion del proyecto de investigacion y facilitar
el contacto de los pacientes con diabetes tipo 2.

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren la participaciéon de TLR2
en la activacién plaquetaria. Respecto del TLR4,
los resultados contrastantes sugieren que, en
poblacion control, participa en la activacion
plaquetaria, pero no en diabéticos; sin embar-
go, es necesario determinar la activacién de los
componentes de sus vias de sefalizacion, asi
como otras vias y receptores. Figura 5
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