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RESUMEN 

La Diabetes Mellitus es una enfermedad crónica que afecta a una gran cantidad 

de personas en todo el mundo y su incidencia continúa aumentando. Se 

caracteriza por niveles elevados de glucosa en la sangre debido a problemas en 

la producción o utilización de insulina. La clasificación incluye diabetes tipo I, 

gestacional y tipo II (DMT2), siendo esta última la más común y se caracteriza por 

resistencia a la insulina periférica. La insulina es crucial en la regulación de la 

glucosa, especialmente en el hígado, donde se ven afectados procesos como la 

glicólisis y la gluconeogénesis bajo condiciones de resistencia a la insulina. La 

hemoglobina glicosilada (HbA1c), indicador de glucemia a largo plazo, es vital 

para el diagnóstico y control de la diabetes, con niveles elevados asociados a 

mayores riesgos de complicaciones. 

Las vesículas extracelulares (VE) desempeñan un papel importante en la 

comunicación celular y contienen moléculas bioactivas que pueden modular el 

metabolismo de la glucosa y los lípidos por lo que proponemos que las VE de 

pacientes con altos niveles de HbA1c inducen disfunción metabólica en células 

hepáticas HepG2, manifestada por cambios en la expresión de ARNm de 

proteínas metabólicas y en la captación de glucosa y acumulación de glucógeno. 

El objetivo de este trabajo fue Evaluar el efecto de las vesículas extracelulares de 

pacientes con diferentes niveles de HbA1c en el metabolismo de la glucosa en 

células hepáticas HepG2.  
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La metodología incluyó la obtención de VE de pacientes con diferentes niveles de 

HbA1c y su exposición a células HepG2 para evaluar la expresión génica y la 

captación de glucosa y glucógeno. 

Los resultados mostraron una correlación positiva entre los niveles de HbA1c y el 

tamaño de las VE, junto con cambios en la expresión génica y en los niveles de 

glucosa y glucógeno en las células hepáticas. Estos hallazgos resaltan el 

potencial de las VE como biomarcadores tempranos de disfunción metabólica y 

sugieren nuevas vías para el diagnóstico y tratamiento de la diabetes. En 

resumen, las VE ejercen una influencia metabólica significativa en el tejido 

hepático, lo que podría sugerir nuevas estrategias de tratamiento para la diabetes. 
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ABSTRACT 

Diabetes Mellitus is a prevalent chronic disease, significantly impacting global 

healthcare systems with over 400 million diagnosed cases worldwide. The 

classification includes type I, gestational and type II diabetes (T2DM), the latter 

being the most common and is characterized by peripheral insulin resistance. 

Insulin is crucial in glucose regulation, especially in the liver, where processes 

such as glycolysis and gluconeogenesis are affected under conditions of insulin 

resistance. Glycosylated hemoglobin (HbA1c), an indicator of long-term glycemia, 

is vital for the diagnosis and control of diabetes, with elevated levels associated 

with increased risk of complications. 

 

Extracellular vesicles (EVs) play an important role in cellular communication and 

contain bioactive molecules capable of modulating glucose and lipid metabolism. 

This thesis posits that EVs from patients with elevated HbA1c levels induce levels 

dysfunction in HepG2 liver cells, manifested by changes in mRNA expression of 

metabolic proteins and in glucose uptake and glycogen accumulation. The aim of 

this work was to evaluate the effect of extracellular vesicles from patients with 

different HbA1c levels on glucose metabolism.  

 

The project aims to evaluate the impact of EVs from patients with differing HbA1c 

levels on glucose metabolism in Hepatic cells (HepG2). Findings reveal a 

correlation between elevated glycosylated hemoglobin levels and altered 



 

 ii 

extracellular vesicle characteristics, alongside impaired glucose uptake and 

glycogen storage. Statistical analyses underscore the significance of glycemia 

and glycosylated hemoglobin parameters in explaining clinical variations, 

supporting functional test outcomes. 

The methodology included obtaining EVs from patients with different HbA1c levels 

and exposing them to HepG2 cells to assess gene expression and glucose and 

glycogen uptake. 

The results showed a positive correlation between HbA1c levels and EV size, 

along with changes in gene expression and glucose and glycogen levels in liver 

cells. These findings highlight the potential of EVs as early biomarkers of 

metabolic dysfunction and suggest new avenues for the diagnosis and treatment 

of diabetes. In summary, EVs exert significant metabolic influence on liver tissue, 

which may suggest new treatment strategies for diabetes. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1.  Diabetes Mellitus 

1.1.1 Panorama mundial 

La Diabetes Mellitus (DM) es una de las patologías crónicas con mayor 

prevalencia a nivel mundial, alrededor de 537 millones de personas la padecen. 

Las cifras relacionadas a esta patología han aumentado de forma preocupante 

en las últimas décadas. En el año 1980 cerca de 108 millones de personas la 

padecían, ya para el año 2014 este número había aumentado su valor 4 veces. 

Se estima que en el año 2030 esta cifra aumente a 643 millones de personas 

(Federartion, 2021). 

En el año 2019 la Diabetes Mellitus fue la causa directa de la muerte de 1.5 

millones de personas a nivel mundial, donde el 48% de ellas fueron pacientes 

mayores a 70 años. Chile no está exento a este tipo de cifras, el año 2014 se 

estimaba que más del 12% de la población padecía de Diabetes Mellitus, siendo 

la prevalencia más alta en toda América Latina. (Srur, 2016). La Diabetes Mellitus 

tipo II (DMT2) es la forma más común de diabetes. Al respecto, en Chile la 

prevalencia de DMT2 pasó de 4.4% en 2006 a 12,6% en 2017 (Espinoza et al., 

2022). Esta cifra representa una de las prevalencias más altas de diabetes en 

América Latina. Además, se proyecta que la prevalencia de la diabetes seguirá 

aumentando en el país debido a factores como el envejecimiento de la población, 

los cambios en los estilos de vida y el aumento de la obesidad. Se estima que 
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para el año 2045, la prevalencia de la diabetes en Chile alcanzará el 18,6% de la 

población adulta, lo que significaría un incremento significativo en comparación 

con las cifras actuales. 

 

1.1.2 Diabetes y Salud pública 

Debido a la preocupante alza en las cifras de la diabetes mellitus, el año 2016 la 

OMS generó un informe donde declaró que la diabetes mellitus es una de las 4 

patologías no transmisibles en las que se debe intervenir de forma prioritaria 

(Chan, 2016). En este informe se destaca el por qué esta patología es un 

problema de salud pública, ya que además de tener una alta prevalencia, también 

existe una dificultad en el diagnóstico temprano, sumado a la baja o nula 

adherencia de los pacientes al tratamiento, lo cual afecta en las cifras de 

comorbilidades generadas por la diabetes. A pesar de esta alerta, las cifras no 

han descendido como se espera y los números siguen aumentando de forma 

considerable. Se estima que para el año 2045 existan más de 738 millones de 

diabéticos a nivel mundial.  

Encuestas más recientes, como la realizada por la federación internacional de 

Diabetes (Federartion) en el año 2021, indica que 3 de cada 4 personas 

diabéticas son personas de escasos recursos y de países menos desarrollados. 

Es por esto, que la diabetes es considerada como una patología difícil de tratar. 

Se requiere que el paciente tenga buena alimentación y realice actividad física 
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de forma constante, además del tratamiento farmacológico. A veces estas 

medidas terapéuticas no son compatibles con el estilo de vida del paciente, por 

la situación económica personal y familiar. Junto con esto, aproximadamente el 

40% de la población a nivel mundial cursa la enfermedad sin ser diagnosticada, 

lo que agrava el panorama actual. (Federartion, 2021).  

El aumento de la diabetes conlleva desafíos para el sistema de salud, ya que 

esta enfermedad crónica tiene mayor riesgo de complicaciones graves, como 

enfermedades cardiovasculares, renal crónica, neuropatías y retinopatías (figura 

1-1) (Ndisang et al., 2017). Estas complicaciones tienen un impacto significativo 

en la calidad de vida de los pacientes y generan una mayor carga económica 

para el sistema de salud. 

En Chile, existen pocos reportes que mencionan esta patología y los desafíos 

que esta conlleva a nivel nacional, el más reciente es el compendio de Diabetes 

en Chile, publicado el año 2015. Según este reporte, alrededor de 1,5 millones 

de personas padecían Diabetes Mellitus para esa fecha y que las personas con 

menores niveles de educación tenían un 50% más de riesgo de padecer esta 

patología.  

 

En nuestro país, la diabetes es una de las principales causas de aparición de 

complicaciones/comorbilidades debilitantes y costosas como lo es enfermedad 

renal. En el año 2014, Chile gastó 21,2 mil millones de dólares en asistencia 

sanitaria, de los cuales el 10,2% se destinó a la diabetes. Esto da un promedio 
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de 1.427 dólares por persona con diabetes. (Srur, 2016).  A pesar de las altas 

cifras de diabetes, no se le está dando la relevancia que debería. Ante situación 

sanitaria, es fundamental implementar estrategias de prevención y control de la 

diabetes en Chile, incluyendo la promoción de estilos de vida saludables, la 

educación sobre la enfermedad, el acceso adecuado a servicios de atención 

médica y la detección temprana de la diabetes y sus complicaciones. De esta 

manera, se podría mitigar el impacto de la diabetes en la población y mejorar la 

salud y el bienestar de los chilenos. 

 

 

 

 
Figura 1-1 Esquema resumen consecuencias DMT2. Elaboración propia.  
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1.1.3 Clasificación de la Diabetes 

La Diabetes Mellitus (DM) se clasifica en tres subtipos: Diabetes Mellitus 

Gestacional (DMG), diabetes Mellitus Tipo I (DMT1) y diabetes Mellitus Tipo II 

(DMT2). En las tres condiciones de DM existe un estado de hiperglucemia 

crónica, sin embargo, los orígenes que conducen a cada tipo de diabetes son 

diferentes.  En términos simples, podemos decir que: 

La Diabetes Mellitus Gestacional se define como cualquier grado de 

intolerancia a la glucosa, que aparece en el embarazo por primera vez (Medina-

Pérez, 2017).  

La Diabetes Mellitus Tipo I DMT1 es una patología crónica autoinmune, que 

cursa con la destrucción de las células  del páncreas. Como respuesta se 

produce muy poca o nada de insulina, imposibilitando la metabolización de 

glucosa y por ende generando una hiperglucemia (Federartion, 2021). 

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) es la forma más común de diabetes, 

afectando cerca del 90 % de la población diabética. Esta enfermedad se 

caracteriza por una respuesta inadecuada a la insulina o insulino-resistencia (IR), 

lo que significa que las células del organismo no responden de manera efectiva 

a la insulina.  

Independiente del tipo de diabetes, el control de los niveles de glucosa en sangre, 

adoptar una dieta saludable, realizar actividad física regular y, en algunos casos, 

el uso de medicamentos son parte integral del tratamiento de la diabetes 

(Federartion, 2021). 
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1.1.4 Diabetes Mellitus Tipo II 

1.1.4.1 Fisiopatología 

La diabetes tipo II (DMT2) es una enfermedad metabólica caracterizada por 

resistencia a la insulina y deficiencia relativa de esta hormona. En condiciones 

normales, la insulina facilita la absorción de glucosa en las células, donde se 

utiliza como fuente de energía o se almacena como glucógeno. Sin embargo, en 

DMT2, las células no responden adecuadamente a la insulina, lo que provoca un 

aumento de los niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia). En un intento de 

compensar la falta de respuesta a la insulina, las células beta del páncreas 

aumentan la producción de insulina para promover una mayor captación de 

glucosa. Con el tiempo, el páncreas puede disminuir la producción de insulina, 

empeorando la situación. Aunque ambos signos existen en etapas tempranas de 

la DMT2 y contribuyen al desarrollo y amplificación de la patología, la disfunción 

de las células β del páncreas suele ser más grave que la IR cuando se observan 

por separado (Galicia-Garcia et al., 2020).   

La obesidad, el estilo de vida sedentario y la predisposición genética e historial 

familiar son factores de riesgo comunes. Estudios demuestran que los 

antecedentes familiares aumentan la predisposición a la enfermedad. Aunque 

influyen, no determinan por completo su desarrollo, ya que factores modificables 

como una dieta equilibrada, ejercicio y peso saludable también inciden (Leiva et 

al., 2018).  
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1.1.4.2 Patogenia 

 

La incapacidad de los tejidos periféricos para responder adecuadamente a la 

insulina o estado de insulina resistencia, especialmente en el músculo 

esquelético, el tejido adiposo y el hígado es el eje angular de la DMT2. No 

obstante, existen otros actores que contribuyen a la hiperglicemia crónica y a la 

patogenia de la DMT2.  

La patogenia de la DMT2 también se puede resumir en el octeto ominoso también 

conocido como el “octeto del mal agüero” (figura 1-2) que explica los 8 

mecanismos que suelen caracterizar a esta patología (Cipriani-Thorne & 

Quintanilla, 2010). Estos incluyen: 

  

1. Hiperproducción hepática de glucosa: El hígado aumenta la producción 

de glucosa en exceso, exacerbando la hiperglicemia (DeFronzo, 2018). 

2. Disminución de la captación periférica de glucosa: Las células 

periféricas muestran una reducción en la captación de glucosa, 

exacerbando la resistencia a la insulina (DeFronzo, 2018). 

3. Hipersecreción de glucagón: Las células alfa del páncreas aumentan la 

secreción de glucagón, promoviendo la producción y liberación de glucosa 

por el hígado (DeFronzo, R. 2018). 



 

 8 

4. Disminución de la secreción de insulina: Las células beta pancreáticas 

pierden gradualmente su capacidad para secretar insulina en respuesta a 

la glucosa, contribuyendo a la hiperglicemia (DeFronzo, R. 2018). 

5. Incremento de la lipólisis: La liberación aumentada de ácidos grasos 

libres desde el tejido adiposo aumenta la producción hepática de glucosa 

y la resistencia a la insulina (DeFronzo, R. 2018). 

6. Disminución del efecto incretina: Se produce una respuesta inadecuada 

de las hormonas incretinas gastrointestinales, como el péptido similar al 

glucagón-1 (GLP-1) y el péptido insulinotrópico dependiente de glucosa 

(GIP), a la ingesta de alimentos. La disminución de la secreción de 

incretinas conduce a una respuesta insuficiente de la insulina en el 

páncreas y una mayor producción de glucagón en las células alfa 

pancreáticas. Esto contribuye a un aumento de la producción hepática de 

glucosa y una disminución de la captación periférica de glucosa, 

exacerbando así la hiperglucemia crónica (DeFronzo, R. 2018).  

7. Aumento de la reabsorción renal de glucosa: Se incrementa la 

reabsorción de glucosa en los túbulos renales, contribuyendo a la 

hiperglicemia (Solis-Herrera et al., 2021). 

8. Disfunción de la secreción de neurotransmisores. Esta disfunción 

involucra la alteración de los neurotransmisores en el cerebro que regulan 

la utilización de glucosa y la ingesta de alimentos, como la serotonina y la 

dopamina (DeFronzo, R. 2018). 



 

 9 

Si bien, estos mecanismos se entrelazan y se potencian mutuamente, 

contribuyendo a la progresión de la hiperglicemia crónica y la patología asociada 

en la DMT2. La resistencia a la insulina hepática es un factor clave del octeto, el 

que resulta en una incapacidad del hígado para suprimir la producción de glucosa 

mediante la gluconeogénesis y la glucogenólisis, contribuyendo directamente a 

niveles elevados de glucosa en sangre. Además, la acumulación de lípidos 

hepáticos, parte del proceso conocido como esteatosis hepática, agrava aún más 

la resistencia a la insulina y promueve la sobreproducción de glucosa. Estos 

mecanismos son fundamentales en la patogénesis de la hiperglicemia crónica en 

la DMT2, integrándose crucialmente en el complejo entramado del octeto 

ominoso. 

 

Figura 1-2 Esquema resumido del Octeto Ominoso. Elaboración propia. 
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1.1.4.3 Seguimiento y control 

Para evaluar la progresión de la patología y diseñar estrategias de intervención, 

se establecen planes de alimentación personalizados y se prescribe tratamiento 

farmacológico según la necesidad del paciente. La guía clínica establecida por el 

Ministerio de Salud (Maiz.) en 2017 para el diagnóstico y tratamiento de la 

diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), define un algoritmo para orientar el manejo de 

los pacientes después del diagnóstico (figura 1-3). En esta guía, se enfatiza la 

importancia de la actividad física regular como parte integral del manejo de la 

enfermedad. Además, se recomienda realizar seguimientos clínicos periódicos 

para monitorear la evolución de la enfermedad y ajustar el tratamiento según sea 

necesario.  
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Figura 1-3 Algoritmo tratamiento DMT2 para Debut estable e inestable (Debut 
Inestable/Inestabilidad: Sintomático (poliuria, polidipsia, baja de peso) y Glicemia 
>300 mg/dL o HbA1c >9%).Adaptado de guía MINSAL tratamiento farmacología 
de la DMT2 (2016)  
 

 

Medir los niveles de hemoglobina glucosilada (HbA1c) es fundamental para el 

seguimiento y realizar ajustes terapéuticos en el paciente DMT2 (Gancedo 

Martínez et al., 2006). La HbA1c refleja los niveles promedio de glucosa en 
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sangre de 2 a 3 meses, proporcionando una evaluación a largo plazo del control 

glucémico. Esta medida es crucial ya que la hiperglucemia crónica está 

estrechamente relacionada con el desarrollo de complicaciones microvasculares 

y macrovasculares en pacientes diabéticos (Germán Campuzano-Maya, 2010) 

(figura 1-4). Los niveles elevados de HbA1c se asocian con un mayor riesgo de 

retinopatía, neuropatía, nefropatía, enfermedad cardiovascular y accidente 

cerebrovascular. Por lo tanto, mantener los niveles de HbA1c en los rangos 

objetivo, es fundamental para reducir el riesgo de estas complicaciones. La 

monitorización regular de la HbA1c permite evaluar la efectividad del tratamiento 

y realizar ajustes terapéuticos oportunos para lograr y mantener un adecuado 

control glucémico, mejorando así el pronóstico y la calidad de vida de los 

pacientes con diabetes (Pellegrini, 2021). 

 
Figura 1-4 Tabla adaptada de los niveles de hemoglobina glicosilada, la glicemia 
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promedio dentro de un rango de 3 meses y las complicaciones de mantener este 
nivel en el tiempo. Adaptada de Understanding A1c de ADA (2010) y 
Recomendaciones sobre el uso de departamento laboratorio biomédico nacional 
y de referencia hemoglobina glicada A1c (HbA1c) en el diagnóstico de diabetes 
mellitus (2021).  
 

 

1.2.  Metabolismo 

1.2.1 Generalidades 

Los seres humanos, dependen del metabolismo celular para mantener la 

homeostasis y crecimiento. El metabolismo, es un conjunto de reacciones 

bioquímicas, que convierten los nutrientes en energía y componentes celulares. 

Para ello, organismos multicelulares como los mamíferos consumen nutrientes, 

que sirven como sustratos metabólicos. El equilibrio en la ingesta es crucial, ya 

que el exceso o la deficiencia de ciertos nutrientes pueden afectar el 

metabolismo. Una dieta balanceada y variada es fundamental para garantizar 

que el cuerpo obtenga los nutrientes necesarios en las cantidades adecuadas, 

asegurando así un funcionamiento metabólico óptimo y la salud general (Ward & 

Thompson, 2012). 

La Diabetes Mellitus ejerce un profundo impacto metabólico en tres tejidos clave: 

el muscular, el adiposo y el hepático. Estos sistemas, interconectados, trabajan 

en conjunto para mantener la homeostasis. Sin embargo, la desregulación de la 

diabetes interrumpe este equilibrio, llevando a deficiencias multisistémicas. De 

especial interés es el metabolismo hepático, donde se desencadenan procesos 
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cruciales para el control glucémico. El hígado desempeña un papel central en la 

regulación de los niveles de glucosa en sangre. Por lo tanto, comprender los 

cambios metabólicos hepáticos en la diabetes es fundamental para abordar sus 

complicaciones sistémicas (Daryabor et al., 2020). Para estudios relacionados 

con función hepática, se utiliza la línea celular HepG2, esta línea célula proviene 

de un hepatoma humano que se utiliza habitualmente en estudios sobre 

metabolismo y hepatotoxicidad. Las células HepG2 son células no tumorigénicas 

con altas tasas de proliferación y una morfología de tipo epitelial que desempeñan 

muchas funciones hepáticas diferenciadas. 

 

1.2.2 Vía de señalización de Insulina 

La vía de señalización de la insulina implica la activación de su receptor de 

membrana, desencadenando una serie de eventos intracelulares. Una vez que 

la insulina se une a su receptor, este activa una tirosina quinasa intrínseca, que 

fosforila residuos de tirosina en el propio receptor y en proteínas de sustrato del 

receptor (IRS). 

Los sustratos de insulina IRS 1 e IRS 2 son proteínas adaptadoras que se 

fosforilan en residuos de tirosina tras la activación del receptor de insulina (Dong 

et al., 2006). Estas proteínas fosforiladas sirven como anclaje para reclutar y 

activar otras proteínas de señalización intracelular, como la fosfatidilinositol 3-
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cinasa (PI3K) (Miyake et al., 2002) y la proteína quinasa activada por mitógenos 

(MAPK) (Lawan et al., 2015) . 

La activación de PI3K por los IRS promueve la fosforilación de fosfatidilinositol 

4,5-bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), lo que conduce a la 

activación de la proteína quinasa B (PKB o Akt). Akt juega un papel crucial en la 

regulación de la captación de glucosa, la síntesis de glucógeno y la supervivencia 

celular. Akt también promueve la translocación del transportador de glucosa 

GLUT4 a la membrana celular, facilitando la entrada de glucosa en la célula. 

Además, la insulina regula la expresión y actividad de otros transportadores de 

glucosa, como GLUT1 y GLUT2. GLUT1 está presente en diversas células y su 

expresión puede aumentar en respuesta a la insulina en algunos tejidos. GLUT2, 

por otro lado, se encuentra en el hígado y en las células beta pancreáticas, y su 

expresión no está regulada por la insulina, aunque su actividad puede verse 

afectada por cambios en los niveles de insulina y glucosa. 

En resumen, insulina es un potente regulador del metabolismo celular con 

efectos en diferentes órganos, incluyendo el hígado. 

 

1.2.3 Metabolismo Hepático y diabetes  

La Diabetes Mellitus se caracteriza por asociarse con una serie de anormalidades 

hepáticas incluso hígado graso. El hígado, participa en la mantención de la 

homeostasis de la glucosa. Los sistemas principales que contribuyen a la 
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homeostasis de la glucosa incluyen la glucogénolisis, síntesis de glucógeno 

(glucogenesis), glicólisis y gluconeogénesis (Jiang et al., 2020). A continuación, 

cada uno de estos procesos serán explicados. 

 

1.2.4 Glicólisis 

Las células hepáticas captan glucosa a través de transportadores de glucosa, 

siendo el transportador principal GLUT2. GLUT2 tiene una afinidad baja por 

glucosa y es responsable de la captación de glucosa hepática cuando los niveles 

de glucosa en la sangre son altos. La captación de glucosa se regula en 

respuesta a la concentración de glucosa en la sangre y a la acción de la insulina 

(Herzig & Shaw, 2018) 

Posterior a la entrada de glucosa a la célula, se inicia una cascada de eventos, 

que conducen a la utilización de glucosa vía glicólisis y al almacenamiento de 

ésta a través de la glucogenogénesis. La glicólisis es una vía central del 

metabolismo de la glucosa, que lleva a la síntesis de energía a la forma de ATP. 

La glicólisis tiene varias etapas, cuyo avance depende de la actividad de enzimas 

reguladoras. Tales como, Hexoquinasa, enzima que regula la entrada de glucosa 

a la vía glucolítica al catalizar la fosforilación de la glucosa (Roberts & Miyamoto, 

2015). Fosfofructoquinasa-1, esta enzima es considerada el punto de control 

principal de la glicólisis, cataliza la conversión de fructosa-6-fosfato a fructosa-

1,6-bisfosfato. Es activada por altas concentraciones de fructosa-2,6-bifosfato y 
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AMP, y es inhibida por altas concentraciones de ATP y citrato (Webb et al., 2015). 

Piruvatoquinasa, que cataliza la conversión del fosfoenolpiruvato en piruvato, 

generando ATP. Esta enzima es regulada por la concentración de ATP y alanina. 

Estas enzimas claves están sujetas a regulación hormonal, alostérica y también 

pueden ser controladas por modificaciones como la fosforilación o 

desfosforilación. Estos mecanismos de regulación permiten ajustar la velocidad 

de la glicólisis de acuerdo con las necesidades energéticas y metabólicas de la 

célula. Estas tres enzimas son reguladas en forma positiva por insulina y por 

glucosa. Por el contrario, el estrés oxidativo y la inflamación actúan como 

reguladores negativos de la actividad de la fosfofructoquinasa y piruvato quinasa, 

lo que reduce la velocidad de la glicólisis y afecta la producción de ATP (Li et al., 

2015) . 

Además de lo mencionado, insulina estimula la glicólisis al promover la síntesis y 

activación de la proteína quinasa dependiente de AMP (AMPK) en el hígado. La 

activación de AMPK suprime la gluconeogénesis (proceso de producción de 

glucosa en el hígado) y favorece la glicólisis. Así mismo, la insulina también 

regula la expresión de enzimas glicolíticas y factores de transcripción, como el 

factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1α), que promueve la expresión de 

enzimas glicolíticas en condiciones de hipoxia. 

En este sentido, es importante investigar cómo la glicólisis hepática y su 

regulación por la insulina se ven afectadas en condiciones patológicas, como la 
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DMT2. Comprender cómo se alteran estos procesos en DMT2 puede ayudar a 

identificar nuevos objetivos terapéuticos y estrategias de tratamiento.  

Se ha sugerido que las vesículas extracelulares, al transportar proteínas, lípidos 

y material genético, tienen la capacidad de transmitir información y moléculas 

bioactivas entre las células. En el contexto de la glicólisis hepática y la captación 

de glucosa, se ha postulado que las vesículas extracelulares podrían transportar 

enzimas glicolíticas, transportadores de glucosa y moléculas regulatorias 

relacionadas con la insulina que tendrían la capacidad de modular el metabolismo 

glucídico. 

 

1.2.5 Gluconeogénesis 

La gluconeogénesis es un proceso metabólico esencial que ocurre 

predominantemente en el hígado, aunque también puede ocurrir en menor 

medida en los riñones. Se encarga de sintetizar glucosa a partir de precursores 

no glucídicos, como lactato, aminoácidos y glicerol, asegurando así la 

disponibilidad de glucosa para los tejidos durante períodos de ayuno prolongado 

o alta demanda energética. Este proceso se desencadena en situaciones en las 

que los niveles de glucosa en sangre disminuyen, como durante el ayuno, el 

ejercicio prolongado o en condiciones de hipoglucemia (Hatting et al., 2018) . 

Las enzimas clave en la gluconeogénesis incluyen el piruvato carboxilasa, que 

convierte el piruvato en oxaloacetato; el fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 
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(PCK1), que cataliza la conversión del oxaloacetato a fosfoenolpiruvato; y la 

glucosa-6-fosfatasa (G6PC), que participa en la última etapa de la síntesis de 

glucosa al catalizar la conversión de glucosa-6-fosfato a glucosa libre. Otros 

intermediarios y enzimas, como la fructosa-1,6-bisfosfatasa, también son 

fundamentales en el control de esta vía metabólica (Hatting et al., 2018). 

La regulación de la gluconeogénesis es compleja y está influenciada por diversos 

factores, entre ellos, las concentraciones de sustratos, hormonas y factores de 

transcripción. La insulina, una hormona clave en el metabolismo de la glucosa, 

tiene un efecto inhibidor sobre la gluconeogénesis, actuando para disminuir la 

síntesis de glucosa en el hígado y promover su almacenamiento en forma de 

glucógeno. La insulina puede regular la gluconeogénesis hepática mediante la 

transcripción de genes implicados en el control gluconeogénico, incluidos PCK1 

y G6PC (Barthel & Schmoll, 2003) 

 

Sin embargo, en DMT2, se observa una resistencia a la acción de la insulina, lo 

que conduce a una mayor gluconeogénesis y contribuye a la hiperglucemia 

crónica característica de esta enfermedad metabólica. En pacientes con DMT2, 

se ha identificado la gluconeogénesis como la principal fuente de producción de 

glucosa (Magnusson et al., 1992) 
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1.2.6 Glucogenogénesis y Glucogenólisis 

Cuando los niveles de glucosa en el organismo aumentan, se desencadena una 

respuesta fisiológica que lleva a la acumulación de glucógeno (Adeva-Andany et 

al., 2016). Durante la alimentación, esta acumulación en el hígado proporciona 

una reserva de glucosa utilizada en períodos de ayuno (Han et al., 2016). La 

glucosa no utilizada de inmediato se convierte y almacena como glucógeno 

mediante la glucogenogénesis hepática, y estas reservas se movilizan a través 

de la glucogenólisis cuando se requieren (Lang & Hussain, 2014). 

La glucogenogénesis se produce en varias etapas, comenzando con la 

conversión de glucosa-6-fosfato a glucosa-1-fosfato mediante la enzima glucosa-

6-fosfatasa. Luego, la glucosa-1-fosfato se convierte en UDP-glucosa mediante 

la enzima glucógeno sintasa (GYS), siendo esta enzima clave en este proceso. 

Por otro lado, la glucogenólisis implica la acción de la enzima glucógeno 

fosforilasa (PYGM), que cataliza la liberación de glucosa-1-fosfato del glucógeno. 

A su vez, la glucosa-1-fosfato se convierte en glucosa-6-fosfato gracias a la 

acción de la fosfoglucomutasa, permitiendo que la glucosa ingrese en la vía 

glucolítica. En este mismo sentido, insulina activa la glucógeno sintetasa (GYS) 

que participa en la síntesis de glucógeno e inactiva la glucógeno fosforilasa 
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(PYGM) que es la enzima que induce su degradación (Jiang et al., 2020 2020) 

(figura 1-4).  

 

1.2.7 Regulación del Metabolismo  

El hígado desempeña un papel central en el metabolismo de la glucosa, 

regulando cuidadosamente sus niveles en la sangre para mantener la 

homeostasis metabólica. Esta regulación es vital para asegurar un suministro 

constante de energía a los tejidos del organismo, mientras se evita la 

hiperglucemia o la hipoglucemia. Esta regulación implica una compleja 

interacción hormonal entre el glucagón y la insulina. Durante el ayuno, el 

glucagón liberado por las células α pancreáticas induce la producción de glucosa 

a partir de precursores no glucídicos a través de la gluconeogénesis, y libera 

glucosa almacenada en forma de glucógeno mediante la glucogenólisis para 

satisfacer las demandas energéticas del cuerpo (Rines et al., 2016). Por el 

contrario, después de comer, las células β pancreáticas secretan insulina para 

inhibir estos procesos, estimulando la captación de glucosa por parte del hígado, 

promoviendo su almacenamiento como glucógeno a través de la 

glucogenogénesis. La regulación precisa del metabolismo de la glucosa en el 

hígado es esencial para mantener la homeostasis metabólica en el organismo. 

Esta regulación involucra una compleja interacción entre diferentes señales 
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hormonales y vías metabólicas para ajustar la producción y liberación de glucosa 

según las necesidades energéticas del cuerpo. 

Recientemente se ha demostrado que la disfunción metabólica se asocia con 

cambios en las concentraciones plasmáticas de vesículas extracelulares, así 

como con alteraciones en su carga.  Estas vesículas se han propuesto como un 

nuevo modo de comunicación intercelular y que participan en la regulación 

metabólica sistémica (Akbar et al., 2019) 

La comprensión de la interacción entre las vesículas extracelulares y la 

regulación del metabolismo hepático de la glucosa abre nuevas perspectivas en 

el campo de la fisiología metabólica. Investigaciones futuras dirigidas a elucidar 

el papel específico de las VE en la comunicación entre diferentes tejidos 

metabólicos podrían proporcionar nuevas estrategias terapéuticas para abordar 

trastornos metabólicos como la diabetes tipo 2. 
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Figura 1-5 Metabolización de la glucosa en el hígado para convertirse a 
glucógeno en donde la glucosa 6 fosfato (G6P), GK es glucoquinasa, GPa es la 
forma activa de la glucosa fosforilasa (GP) y GPb es la forma inactiva. A la 
inversa, GSb es la forma activa de la glucosa sintasa (GS) y GSa es su forma 
inactiva. Adaptado de Molecular Medicine Reports (2020).   
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1.3. Vesículas extracelulares 

 

1.3.1 Generalidades 

El metabolismo se regula mediante un intrincado sistema que cuenta con 

diversos mecanismos para prevenir desequilibrios. Uno de estos mecanismos es 

la comunicación celular, que se produce a través de múltiples vías, como las 

hormonas, citoquinas y las vesículas extracelulares (VE) (Sarker et al., 2014). 

Las VE son definidas como una población heterogénea de vesículas de 

membrana derivadas de células, con la capacidad de mediar la comunicación 

celular. Fueron descritas por primera vez en el año 1967 por Wolf como “polvo 

peleteado” obtenidas desde plasma sanguíneo. Se pensaba que las VE eran un 

sistema de excreción de desecho celular. A fines de los años 80, se describieron 

las estructuras de las VE. Durante los años 90, una gran cantidad de 

investigadores comenzaron a cuantificar VE, encontrando que el número se veía 

alterado en ciertas patologías. Investigaciones de Johnstone señalaban ciertas 

funciones biológicas, como actividad enzimática, asociadas con estas vesículas. 

Investigaciones más recientes han demostrado que las VE pueden desencadenar 

cambios en estados patológicos y tienen la capacidad de influir en la función de 

las células receptoras, lo que destaca su relevancia como medio de 

comunicación celular. (Couch et al., 2021). 
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3.2 Clasificación de las VE 

Actualmente, las VE son definidas como estructuras de bicapa lipídica que miden 

desde 50 nm a varios micrómetros, las cuales son secretadas de una multitud de 

células diferentes incluidos trofoblastos, eritrocitos, células endoteliales, etc. Con 

base en su biogénesis y propiedades físicas, las VE a menudo se clasifican como 

VE pequeños (incluidos los exosomas) o VE grandes (incluidos ectosomas o 

microvesículas, migrasomas, cuerpos apoptóticos) y oncosomas grandes, como 

se describe en la figura 5 (Salomon et al., 2022). 

Actualmente, el término "Exosoma" se ha utilizado para referirse a los VE de ~30 

a 150 nm de diámetro que se forman a través de la gemación de la membrana 

interna de los cuerpos multivesiculares (MVB). El contenido de dichos VE puede 

estar regulado por complejos de clasificación endosomal, mecanismo que puede 

contribuir aún más a la heterogeneidad de las vesículas (figura 1-6). 

 

Figura 1-6 Esquema de Clasificación vesículas extracelulares según su tamaño. 

Fuente: Elaboración propia. 
 

 

 

Vesículas 
extracelulares

Pequeñas

Exosomas 

30- 150 nm

Orginadas desde 
endosoma, presenta 

cargos como proteínas, 
material genético y 

lípidos. 

Ectosomas

50 - 1000 nm

Secretadas desde 
membrana plasmatica. 

Sus cargos son 
principalmente proteínas 

estructurales. 

Grandes

Migrasomas

500-3000 nm 

Secretados desde células 
migranres, dependientes de 

la polimerización de 
onactina, posee como cargo 

proteínas

Cuerpos Apoptóticos

50- 5000 nm

Secretado desde células 
apoptóticas. Sus cargos 

se componen 
principalmente de 

proteínas

Oncosomas

1000-10000 nm

Secretadas desde 
células cancerosas, vía 
ARRDC1, posee como 

cargo proteínas
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1.3.1 Biogénesis 

Las VE pequeñas o exosomas, se forman desde los cuerpos multivesiculares, 

estos se originan desde la invaginación de la membrana plasmática de la célula 

(figura 1-6). En este mecanismo se destaca la presencia de los complejos de 

clasificación endosómica necesarios para el transporte (ESCRT), el cual consiste 

en un complejo de 4 proteínas (ESCRT-0, -I, -II, -III) en conjunto con proteínas 

accesorias (Alix, VPS4 y VTA-1) (Hessvik & Llorente, 2018).  La formación de 

estas vesículas implica la formación inicial del endosoma temprano, el cual se 

transformará en un cuerpo multivesicular donde se incorporarán proteínas y 

material genético, seguido de su compartimentalización. La activación de 

receptores como RABS y sinatotagmina-7, median su secreción al espacio 

extracelular. Si estos receptores no son activados, los cuerpos multivesiculares 

son llevados al lisosoma para ser desintegrados (Raposo et Al, 2013) 

 

Figura 1-7 Biogénesis formación y secreción de exosomas. Adaptado de Journal 

of Pharmacy and Healthcare Management (2015)  
1.3.3 Caracterización de vesículas extracelulares 
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La sociedad internacional de vesículas extracelulares señala que para su 

caracterización se deben abordan tres aspectos principales: la morfología 

mediante microscopía electrónica, el tamaño mediante técnicas como DLS o 

NTA, y la identificación de marcadores proteicos utilizando Western Blot o 

citometría de flujo (Zhang et al., 2020). 

Los marcadores proteicos evaluados incluyen dos tipos: las proteínas 

transmembranales o ancladas a GPI, como CD63, CD9, CD81 y CD53, y las 

proteínas citosólicas, como ALIX, TSG101 y VPS4 (Zhang et al., 2020). 

 

1.3. 2 Composición 

Las vesículas extracelulares se componen de una bicapa lipídica, compuesta 

principalmente por colesterol, ceramidas, esfingomielina y fosfatidilserina. En su 

capa externa presenta transportadores de membrana, integrinas y complejos de 

presentación antigénica (Raposo & Stoorvogel, 2013). 

Las VE se caracterizan por contener componentes activos que permiten la 

transmisión de mensajes de una célula a otra, siendo capaces de empaquetar 

dentro de ellas biomoléculas como ADN, ARN, proteínas, lípidos etc., permitiendo 

así que estas sean menos susceptibles a la degradación y transportándolas a las 

células blanco (Castaño et Al, 2018) (Salomon et Al, 2022) (figura 1-7). 

Se ha propuesto que el contenido de las VE es dependiente del estado 

fisiopatológicos de las células que las secretan (van Niel et al., 2018). El entorno 
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biológico de las células liberadoras de VE también contribuye modificar la carga 

de VE. En efecto se ha demostrado que el contenido de las VE se ve afectado 

por cambios ambientales como los niveles de oxígeno, glucosa y el estado 

inflamatorio entre otros (Salomon et al., 2022). 

Así, la información que las VE transportan desde sus células de origen hasta las 

receptoras vecinas o ubicadas distalmente media la comunicación intercelular y 

modula la función de la célula diana. 

 

Figura 1-8 Composición de la vesícula extra celular, adaptado de revista Alergia 
(2013).  
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1.3.4 Vesículas extracelulares y Diabetes Mellitus 

El contenido de las vesículas extracelulares depende del estado fisiopatológico 

de la célula que las secreta. Cuando las vesículas extracelulares las secretan 

células sanas, pueden inducir respuestas biológicas mediante la comunicación 

celular que contribuyen a mantener la homeóstasis del individuo. Sin embargo, si 

las vesículas extracelulares son secretadas por células alteradas o en un estado 

patológico, pueden inducir respuestas anómalas en las células receptoras, 

contribuyendo al desarrollo de la patología (figura 1-9). 

No está del todo claro como las VE participan en las funciones fisiológicas de los 

órganos endocrinos como el páncreas y el hígado en condiciones saludables; sin 

embargo, se está revelando una participación activa de las VE en diabetes. 

La resistencia a la insulina es la causa principal de la DMT2, y los datos existentes 

señalan que las VE participan en la comunicación cruzada entre adipocitos, 

hepatocitos, células musculares y/o células inmunitarias. Eventos que regulan el 

desarrollo de la insulino resistencia (Noren Hooten & Evans, 2020 2020).   

Por ejemplo, los exosomas que contienen la proteína "Sonic Hedgehog" o SHH 

pueden modular funciones inmunitarias y activar un ambiente proinflamatorio en 

los macrófagos, lo que a su vez puede inducir resistencia a la insulina. Si este 

comportamiento persiste durante un tiempo prolongado, puede contribuir a la 

aparición de la diabetes mellitus tipo 2 (Chang & Wang, 2019). Por otro lado, se 

ha demostrado que los exosomas de pacientes con DMT2, presentan una firma 
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diferencial en la expresión de miRNA y pueden afectar la acción de insulina en el 

músculo esquelético (Katayama et al., 2019).  

 
Figura 1-9 Esquema resumen del impacto del contenido de las vesículas 
extracelulares según su origen. Fuente: Elaboración propia. 
 
 

 

Así mismo, Lakhter y su equipo médico descubrieron el año 2018 que los ratones 

diabéticos secretan un mayor número de VE comparado con ratones normo 

glicémicos (Lakhter et al., 2018). En este mismo estudio, se demostró que los 

ratones diabéticos presentaron una mayor expresión del miRNA 21-5p (figura 1-

9). Otro estudio realizado en animales demostró el efecto indirecto de las VE del 

tejido adiposo obeso sobre la resistencia a la insulina a través de la activación de 

macrófagos (Kranendonk et al., 2014).  

La heterogeneidad observada en las VE obtenidas desde ratones diabéticos y 

normo glucémicos sugieren que estas diferencias pueden regular vías distintas 

del metabolismo, pero no se sabe con claridad cuáles son los blancos que 

podrían regular estas VE en forma diferencial.  
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Un metaanálisis, muestra que los pacientes diabéticos tienen una mayor 

concentración de VE circulantes comparados con sujetos normoglicémicos (Li et 

al., 2016). Además, se ha demostrado que la concentración de VE circulantes se 

asocia al valor del índice HOMA-IR (modelo homeostático de la resistencia a la 

insulina) (Freeman et al., 2018).  

Otros hallazgos sugieren que las VE liberadas por células ß pancreáticas, pueden 

afectar la función de las células hepáticas y musculares, alterando así la 

regulación de la glucosa y contribuyendo al desarrollo de resistencia a la insulina, 

un fenómeno central en la diabetes tipo 2 (Noren Hooten & Evans, 2020 2020).  

La resistencia a la insulina y la obesidad están vinculadas a una baja inflamación 

corporal. Se ha observado que las VE liberadas del tejido adiposo de pacientes 

con DMT2 tienen la capacidad de inducir la diferenciación de los macrófagos 

hacia el fenotipo M1, lo que resulta en un deterioro directo de la acción de la 

insulina en miotubos y hepatocitos (Deng et al., 2009). 

 

 

Figura 1-10 a y b) Elevación de mi-RNA por aumento de VE en Ratones NOD 

(Diabéticos) (c) Presencia de marcadores CD63 y CD9 en VE. Fuente: 
Elaboración propia.  
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Estudios recientes han demostrado que una dieta alta en grasas (HFD) conduce 

a cambios significativos en la composición lipídica de las VE liberadas por células 

epiteliales intestinales. Estos estudios revelaron un aumento en los niveles de 

fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilcolina (PC) en las VE derivados de ratones 

alimentados con HFD, sugiriendo una conexión entre la dieta y la composición 

lipídica de las VE. En VE de pacientes con diabetes tipo 2, se han encontrado 

cambios en la composición lipídica también, lo que sugiere una posible 

asociación entre la dieta alta en grasas, la composición lipídica alterada de las 

VE y la condición diabética (Figura 1-11). 

Además, se llevaron a cabo pruebas de tolerancia a la glucosa (GTT) y tolerancia 

a la insulina (Solis-Herrera et al.) en ratones C57BL/6 que recibieron una 

transferencia adoptiva de VE fecales CD63+/A33+ de ratón, obtenidos de 

animales alimentados con una dieta HFD (Figura 1-12). Los resultados de estas 

pruebas mostraron efectos significativos en los niveles de glucosa en sangre, lo 

que sugiere que las VE, moduladas por la dieta, pueden influir en el metabolismo 

de la glucosa y la sensibilidad a la insulina. 

En resumen, las VE están emergiendo como actores importantes en la 

patogénesis y progresión de la diabetes tipo 2. Su capacidad para transportar 

moléculas bioactivas y su influencia en la comunicación intercelular los convierte 

en objetivos prometedores para futuras investigaciones y desarrollo de terapias. 

El estudio de las VE en el contexto de la diabetes tipo 2 podría ayudar a 

comprender mejor los mecanismos subyacentes de la enfermedad y abrir nuevas 
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vías terapéuticas. Para delinear la contribución de las VE en DMT2, es necesario 

identificar el origen complejo y las diversas funciones de estos VE en los tejidos 

que contribuyen el control de la homeostasis de la glucosa, como lo es el hígado. 

 
Figura 1-11 La dieta rica en grasas (HFD) altera la composición lipídica de los 

exosomas liberados por las células epiteliales intestinales. H-exo, son exosomas 
provenientes de ratones con dieta alta en grasa y L-exo exosomas ratones con 
dieta baja en grasa 
(a, b) Se extrajeron lípidos de exosomas fecales (CD63+A33+) liberados por las 
células epiteliales intestinales de ratones alimentados con una dieta normal o con 
una dieta rica en grasas durante 6 meses. (a) Gráficos circulares que representan 
el porcentaje de cada lípido, determinado mediante espectrometría de masa. 
(b,d) Concentración de PE y PC (nmol) en el panel derecho. Triángulo relleno-L-
Exo y rectángulo relleno-H-Exo. (c) Medido en espectrómetro de masa, lípidos 
exosomales recogidos de heces de ratones, heces tras 12 meses de sus 
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respectivas dietas. Gráficos circulares que representan el porcentaje de cada 
lípido. Gráficos circulares (e) que representan el porcentaje de subtipos de lípidos 
derivados de los exosomas fecales (CD63 A33 ) de pacientes sanos (Healthy-
Exo, n = 5) o pacientes con diabetes de tipo 2 (T2D-Exo, n = 7). (f) Concentración 
de PE y PC (nmoles) determinada por MS mostrado en (f). Triángulo hueco-
Healthy-Exo y rectángulo hueco-T2D-Exo. Los datos se representan como media 
± D.S. Prueba t de Student (dos colas). Los datos de origen se proporcionan 
como archivo de datos de origen. Adaptado de Nature Communications (2021)  
 
 

 

Figura 1-12 Los exosomas CD63 A33 derivados de ratones HFD inducen 

resistencia a la insulina en ratones alimentados con una HFD. 
a Pruebas de tolerancia a la glucosa (GTT) y a la insulina (Solis-Herrera et al.) 
en ratones C57BL/6 (n = 10) tras recibir transferencia adoptiva de exosomas 
fecales CD63+A33+ de ratón durante 14 días mientras los ratones eran 
alimentados con HFD. Círculo relleno-PBS, triángulo relleno-L-Exo y rectángulo 
relleno-H-Exo. Adaptado de Nature Communications (2021)  
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1.4 PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

La creciente incidencia global de la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) representa 

un desafío para la salud pública debido a sus complicaciones y la carga en los 

sistemas de atención médica. Se desconoce como la interacción entre la 

disfunción hepática que afecta la regulación glucídica y los niveles elevados de 

HbA1c generan una descompensación metabólica que empeora los síntomas de 

la enfermedad. En este contexto, las vesículas extracelulares (VE) podrían tener 

un papel relevante en la regulación del metabolismo glucídico, pero se necesita 

una comprensión más profunda de su influencia en la función hepática en el 

contexto de la DMT2 y su correlación con los niveles de HbA1c. 

 

1.5 PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
 

¿Cuál es el efecto de las vesículas extracelulares de pacientes con diferentes 

niveles de HbA1c en el metabolismo de la glucosa en células hepáticas 

(HepG2)? 

 

1.6 HIPÓTESIS 

 

Las vesículas extracelulares (VE) derivadas de pacientes con niveles elevados 

de HbA1c inducen una disfunción metabólica en células hepáticas HepG2. Esta 

disfunción se caracteriza por una reducción de mRNA de proteínas claves del 

metabolismo de la glucosa y una disminución de la captación de glucosa y 
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acumulación de glucógeno en comparación con las VE de pacientes con niveles 

inferiores de HbA1c. 

 

 

 

 

1.7 OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar el efecto de las vesículas extracelulares de pacientes con diferentes 

niveles de HbA1c en el metabolismo de la glucosa en células hepáticas HepG2.  

 

1.8 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Caracterizar las vesículas extracelulares (VE) de pacientes con niveles 

crecientes de HbA1c. 

2. Evaluar el efecto de las vesículas extracelulares (VE) de pacientes con 

niveles crecientes de HbA1c en la viabilidad celular, en células HEPG2. 

3. Determinar el efecto de las VE de pacientes con niveles crecientes de 

HbA1c en la expresión de enzimas clave de la glicólisis, gluconeogenesis, 

glucogenogenesis y glucogenolisis en células HepG2. 

4. Evaluar los efectos de las vesículas extracelulares (VE) en la disfunción 

metabólica de las células HepG2 a través de un análisis estadístico 

completo de los datos clínicos y experimentales. 
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2. METODOLOGÍA 

En este estudio, se llevó a cabo la obtención de vesículas extracelulares a partir 

de muestras de sangre periférica de individuos con distintos niveles de glucosa 

en sangre: normo-glicémicos, prediabéticos y diabéticos que firmaron 

previamente consentimiento informado aprobado por comité de ética. Estas 

vesículas fueron agrupadas en diferentes rangos de HbA1c y se cuantificaron 

utilizando la técnica ELISA. Además, se procedió a su caracterización mediante 

análisis de dispersión dinámica de luz (DLS) y citometría de flujo, lo que permitió 

determinar sus propiedades físicas y composición. 

 

Posteriormente, se evaluó el impacto de las vesículas extracelulares pequeñas 

provenientes de pacientes con diferentes niveles de HbA1c sobre el metabolismo 

glucídico en células hepáticas HepG2. La viabilidad celular se analizó utilizando 

el método de Sulforodamida B, mientras que la expresión de ARNm de enzimas 

claves de la glicólisis, gluconeogenesis, glucogenogenesis y glucogenólisis se 

determinó mediante la técnica de RT-qPCR. Asimismo, se examinó el efecto de 

las vesículas extracelulares pequeñas en la captación de glucosa y acumulación 

de glicogeno (figura 2-1). 
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Figura 2-1 Esquema de Metodología resumida . Fuente: Elaboración propia. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El desarrollo de esta tesis, sus protocolos y normas de bioseguridad fueron 

analizados y aprobados por el comité de ética de la Facultad de Ciencias 

Biológicas de la Universidad de Concepción con fecha 23 de junio del año 2023 

y por el comité ético científico del servicio de salud Concepción con fecha 21 de 

noviembre de 2023. 

 

1. Objetivo 1: Caracterizar las vesículas extracelulares (VE) de pacientes con 

niveles crecientes de HbA1c. Para la ejecución de este objetivo se realizaron tres 

etapas: 

 Obtener muestras de plasma de pacientes con niveles crecientes de 

HbA1c. 

 Aislar los VE a través de cromatografía por exclusión por tamaño 

 Caracterizar los VE mediante técnicas de citometría de flujo, DLS, Niveles 

de glicosilación y cuantificación por ELISA. 

 

a.  Recolección de muestras 

Los datos de los pacientes se mantendrán en anonimato durante el desarrollo de 

la investigación. Se trabajará bajo los estatutos de la declaración de Helsinki. 
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b. Determinación de tamaño muestral para lograr confiabilidad estadística. 

Se hizo un estudio estadístico, para obtener una población ideal, seleccionando 

la cantidad de rangos y números de muestras por rango para realizar este estudio 

de forma representativa. El tamaño muestral ideal para tener validez estadística 

es de 120 pacientes. Los cuales se clasificarán en seis rangos dependiente de 

los valores de hemoglobina glicosilada. 

 

𝑛 =  
𝑍2  ∗𝑁∗𝑝∗𝑞 

𝑒2(𝑁−1)+(𝑍2∗𝑝∗𝑞)
         (3.1) 

En donde: 

Z = Nivel de confianza  

p = Porcentaje de la población con el atributo deseado  

q = Porcentaje de población que no tiene el atributo 

deseado (1-p) 

N= Población total 

e = Error máximo estimado 

n = Tamaño muestral  

 

Según la última encuesta de salud, se estima que aproximadamente el 12,3% de 

la población chilena padece diabetes. Utilizando un nivel de confianza del 95% y 

un margen de error máximo de 0,05, al sustituir estos datos, obtenemos un 

tamaño de muestra (n) de 120. 

𝑛 =  
1.962  ∗ 428 ∗ 0.123 ∗ 0.877 

0.052(428 − 1) + (1.962 ∗ 0.123 ∗ 0.877)
 

 

𝑛 =  119.69 ≈ 120  

Según el análisis estadístico, basado en la prevalencia de la patología, tenía que 

lograr reclutar al menos 20 pacientes en cada rango de hemoglobina glicosilada 

descrito en la tabla 3-1 
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Tabla 3-1.Muestras ordenadas según rangos de Hemoglobina Glicosilada 
(HbA1C) 

Número 

Rango 

Rango HbA1C 

(%) 

Número de pacientes 

esperado 

1 <4.9 20 

2 5.0-5.6 20 

3 5.7-6.4 20 

4 6.4-7.8 20 

5 7.9-10 20 

6 >10 20 

TOTAL 120 

 

 

c. Protocolo de obtención de la muestra 

Los pacientes fueron reclutados, en el momento en el que asistieron al CESFAM 

de la comuna de Hualqui a realizarse exámenes de sangre través de contacto 

directo. La toma de muestra se realizará por parte de los profesionales 

enfermeros/as del CESFAM, utilizando la infraestructura destinada para este fin 

y siguiendo los protocolos de toma de muestra del CESFAM Hualqui Elaborado 

por el Bioquímico Luis Briceño, código AAPL 1.2.1, versión Nº3 con vigencia de 

noviembre del año 2019 a marzo del año 2024. 

En el CESFAM, se les invitará a los pacientes a formar parte del estudio y solo 

participarán quienes accedan a firmar el consentimiento informado y completen 

el formulario. Los datos de aquellas personas que cumplan con los criterios, así 

como las respuestas del formulario presentada en el Anexo 1, serán registrados 
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por el Bioquímico Luis Briceño del CESFAM Hualqui en colaboración con la 

estudiante tesista Francisca Valenzuela.  

Después de firmar el consentimiento y, tras usar la muestra de sangre para los 

exámenes solicitados por el médico. Utilizaremos los 2-3 ml de remanente de la 

muestra habitual de sangre para nuestro estudio, sin necesidad de una punción 

adicional. Esto garantizará que no haya procedimientos invasivos adicionales 

para los participantes y que se cumpla con los estándares de atención médica 

habituales. La muestra residual (2-3 mL de sangre) será anonimizadas y se les 

asignará un número serial interno, para mantener la confidencialidad de los datos 

de los pacientes. Para los efectos de este trabajo de investigación, sólo se 

utilizará tubos de sangre al vacío con anticoagulante etilendiaminotetracético 

(EDTA).  

Para efectos de eliminación de residuos biológicos de forma segura, cada 

enfermero/a encargado de la toma de muestras realizará la eliminación según 

protocolo del CESFAM. Por otro lado, el procesamiento de las muestras en la 

Universidad de Concepción y sus desechos biológicos, serán clasificados y 

eliminados de acuerdo al manual elaborado por la Facultad de Ciencias 

Biológicas y MATPEL. 

d. Criterios de Inclusión y Exclusión 

Para este estudio, se considerarán individuos que asistan al CESFAM de la 

comuna de Hualqui, en la región del Biobío, Chile, durante el período de mes 1 a 
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3 desde la aprobación del estudio por el CEC. Se incluirán pacientes de ambos 

sexos, mayores de 18 años, seleccionados de manera aleatoria, con capacidad 

para proporcionar el consentimiento informado para la participación en el estudio. 

Se reclutarán pacientes normoglicémicos y con hiperglicemia en diferentes 

rangos de hemoglobina glicosilada, como se detalla en la Tabla 3-1 y figura 3-1. 

En el grupo de pacientes diabéticos, podrán ingresar al estudio, pacientes con 

patologías como hipertensión arterial y pacientes con tratamiento farmacológico 

para el control glicémico y de la hipertensión arterial. Los pacientes serán 

reclutados durante los meses 1 a 3, posterior a la aprobación del protocolo por 

parte del Comité ético Científico del servicio de Salud Concepción. 

e.  Aislamiento de Vesículas extracelulares 

Las VEs fueron aisladas desde plasma siguiendo el protocolo descrito por 

Contreras y colaboradores (Contreras et al., 2023). Se recolectaron 10 mL de 

sangre venosa en vacutainers que contenían EDTA. Después, las muestras de 

sangre se centrifugaron a 10000g durante 20 minutos para rescatar el plasma. 

De este plasma, se centrifugaron 500 µL a 2000 x g durante 30 minutos. Se 

rescató el sobrenadante y se centrifugó nuevamente a 12000 x g durante 45 

minutos para eliminar las células enteras y los desechos. El sobrenadante 

resultante se filtró a través de un filtro estéril de 0,22 μm (Steritop™, Millipore, 

Billerica, MA, EE. UU.). Posteriormente, el sobrenadante filtrado se depositó en 

la columna de exclusión por tamaño Sephadex G200/40. Se recolectaron las 
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fracciones 9-12 en un solo tubo, las cuales estaban enriquecidas con EVs, 

obteniendo un volumen final de 800 µL. 

 

f. Criterios de Exclusión 

 Para este estudio, se establecieron criterios de exclusión para garantizar la 

validez de los resultados obtenidos. Se excluyó a aquellos pacientes que tenían 

menos de 18 años, no asistan al CESFAM de la comuna de Hualqui en los meses 

de reclutamiento de los pacientes. Pacientes que tuvieran enfermedades como 

hepatopatías, hígado graso o historial de alcoholismo. Además, aquellos 

pacientes que estuvieran recibiendo tratamiento con glucocorticoides o 

citoestáticos. También se les excluyó del estudio pacientes con problemas de 

salud que dificulten la comprensión del consentimiento informado y pacientes con 

otras condiciones no descritas en los criterios de inclusión, además se les excluyó 

de este estudio mujeres embarazadas. 

 

g. Criterios de Eliminación 

Fueron eliminados del estudio aquellos pacientes que por distintos motivos no 

puedan completar el formulario de reclutamiento de pacientes y levantamiento de 

información y aquellos que no cumplían con los criterios de inclusión. 

h. Método de selección de los pacientes 
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Para el reclutamiento de los pacientes, inicialmente se realizó un muestro 

aleatorio por conglomerado de pacientes que asisten al CESFAM de la Comuna 

de Hualqui mayores de 18 años. Obtenidos los documentos de consentimiento 

informado y formulario de reclutamiento. Se clasificó la información para 

posteriormente, realizar un muestreo no probabilístico por cuotas, ya que se 

considera 20 pacientes por cada rango de hemoglobina glicosilada definido para 

este estudio. 

i. Protocolo de anonimización de las muestras: 

 

1. Se recopiló inicialmente datos médicos y de identificación de los pacientes, 

incluyendo nombres, fechas de nacimiento, números de identificación y 

resultados de pruebas médicas como perfiles glicémicos, lipídicos, 

diagnósticos de enfermedades y uso de medicamentos. 

2. Se asignaron códigos o identificadores únicos a cada paciente en lugar de 

utilizar su información personal directamente. Estos identificadores no 

estaban relacionados con la identidad real del paciente y se generaron en 

orden de reclutamiento de los pacientes. 

3. Los datos originales con información de identificación se almacenaron segura 

y separada de los datos anónimos para asegurar que no se pudiera vincular 

con las identidades reales de los pacientes. 

4. Se eliminó toda la información de identificación, como nombres, números de 

identificación y direcciones, de las muestras y los registros de datos de 
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manera irreversible para garantizar que no se pudiera recuperar la 

información de identificación. 

5. Las muestras biológicas, como la sangre, se conservaron y etiquetaron 

únicamente con los códigos o identificadores únicos, almacenándose de 

manera segura para su posterior análisis. 

6. Durante el análisis, los investigadores utilizaron los códigos o identificadores 

únicos en lugar de información de identificación personal para llevar a cabo 

investigaciones, estudios y análisis, manteniendo así los resultados anónimos 

y sin posibilidad de vinculación con pacientes específicos. 

7. Todos los datos, tanto los originales como los anonimizados, se almacenaron 

y protegieron de acuerdo con las leyes y regulaciones de privacidad de datos 

vigentes. 

8. Se cumplió con todas las leyes y regulaciones aplicables, incluyendo aquellas 

relacionadas con la privacidad de datos y la investigación médica. En algunos 

casos, las autoridades tuvieron acceso a los datos de identificación si se 

requería legalmente. 

9. Al informar los resultados de la investigación, estos se presentaron de manera 

agregada y sin incluir información que pudiera identificar a individuos 

específicos. 

 
i. Protocolo de traslado de las muestras desde el CESFAM Hualqui. 
 

El protocolo para el retiro y traslado seguro de muestras de sangre desde el 

Centro de Salud Familiar (CESFAM) Hualqui al laboratorio de la Universidad de 
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Concepción se realizó con el objetivo de asegurar la integridad y trazabilidad de 

las muestras destinadas al estudio. 

 

Para llevar a cabo este proceso, el encargado designado, en este caso la 

Bioquímico y guía de tesis, Dra. Valeska Ormazábal, fue la encargada de 

coordinar y ejecutar el retiro de las muestras. 

 

En el CESFAM Hualqui, se verificó la disponibilidad de las muestras que cumplían 

con los criterios de inclusión del estudio. Cada muestra fue etiquetada con un 

identificador único y luego colocada en envases herméticos resistentes a 

filtraciones que contenían elementos refrigerantes para asegurar su conservación 

durante el transporte. 

 

La encargada del retiro llevó consigo una copia impresa de la autorización del 

comité de ética, así como los detalles del estudio. Durante el traslado, se 

mantuvieron las muestras aisladas y protegidas para evitar cualquier daño o 

alteración. La encargada del traslado registró la hora de salida del CESFAM y la 

hora de llegada al laboratorio de la Universidad de Concepción. 

 

Este registro se actualizó en caso de demoras o problemas en el proceso. Al 

llegar al laboratorio, el encargado entregó las muestras al equipo de laboratorio 
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encargado del estudio, registrando la hora de entrega y asegurándose de que las 

condiciones de las muestras sean apropiadas. 

j.Reclutamiento de pacientes y separación por grupos  

 

Figura 3-1 Esquema Resumen de la separación de los grupos de estudio según 

rangos de Hemoglobina glicosilada y Diagnostico del paciente (Diabético, Pre 
diabético y normoglicémico) Fuente: Elaboración propia. 

 

Se lograron reclutar 96 pacientes del Centro de Salud Familiar (CESFAM) de la 

comuna Hualqui, Región del Bío-Bío Chile. Estos Cumplieron con los requisitos 

de criterios de inclusión y exclusión. Todos firmaron el consentimiento solicitado 

por esta investigación siguiendo los protocolos de buena conducta del Servicio 

de Salud de Concepción. La separación de los diferentes rangos se hizo según 

los niveles de Hemoglobina glicosilada para generar 6 pools de muestras de cada 

rango de HbA1c. 
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Tabla 3-2 Número de pacientes reclutados en cada Grupo y el porcentaje de 
cada subdivisión. 
 

Número Rango HbA1C n Estado Total Porcentaje 

1 <4.9 19 
Normo glicemia 30 32% 

2 5.0-5.6 11 

3 5.7-6.4 18 Pre diabetes 18 18% 

4 6.4-7.8 14 

Diabetes 48 50% 5 7.9-10 16 

6 >10 18 

TOTAL 96 
    

 

 

k. Almacenamiento de las muestras en el laboratorio 

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron centrifugadas a 1000g, por un 

periodo de 15 minutos. El plasma obtenido fue separado del resto de los 

elementos figurados, y posteriormente almacenado a -80ºC. Los tubos de 

almacenamiento se rotularon usando el mismo número asignado al tubo de la 

muestra de sangre. El equipo de laboratorio es responsable de garantizar el 

adecuado almacenamiento y registro de las muestras hasta su análisis.  

 

l. Cuantificación  

Antes de la cuantificación, se llevó a cabo un tratamiento de pre-enriquecimiento 

de muestras en rotavapor durante 12 horas. Después, se cuantificó proteínas de 

las vesículas obtenidas. 



 

 50 

La cuantificación de proteínas totales se realizó utilizando el kit Protein Assay 

SEC de BIO-RAD, mientras que la cuantificación de vesículas extracelulares se 

llevó a cabo con el kit Exo ELISA-ULTRA-CD63-1 de SBI. Ambas técnicas 

emplean métodos colorimétricos para la determinación de las concentraciones 

correspondientes. 

 

Cuantificación de proteínas: 

Se empleó el método de Bradford para la determinación de proteínas totales. 

Para ello, se elaboró una curva de calibración utilizando BSA como estándar en 

concentraciones conocidas. A continuación, se agregaron 5 µL de muestra en 

cada pocillo de una placa de microtitulación. Posteriormente, se añadieron 25 µL 

de reactivo A’ y 200 µL de reactivo B. Tras incubar la placa, se midió la 

absorbancia en un lector de microplacas Synergy 2 (BioTek Instruments) a una 

longitud de onda de 750 nm. 

Para el análisis cuantitativo, se empleó una curva de calibración mediante la cual 

se realizó el despeje de la ecuación (3.2) para calcular, a través de la 

absorbancia, las concentraciones correspondientes para cada grupo de estudio. 

 

𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑐         (3.2) 

En donde  

m= pendiente 

x= Concentración deseada 

C = Intersección en eje Y 
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Figura 3-2 Curva de calibración para la cuantificación de proteínas totales. 
Fuente: Elaboración propia. 
 

En este procedimiento se tendrán dos condiciones para cada rango de VE con 

RIPA, este es un detergente que permite romper la vesícula extracelular, junto 

con el sonicado de las muestras, con esto se podrá medir la cantidad de proteínas 

dentro de la vesícula, esto es de vital importancia ya que la cuantificación sin ripa 

es cercana a cero.  

 

 

 

Cuantificación de Vesículas: 

El Kit Exo-ELISA fue empleado para cuantificar las vesículas extracelulares 

mediante ELISA sándwich. En este método, se utilizó una placa sensibilizada con 

el anticuerpo CD63, que facilitó la adhesión de las vesículas a la superficie de la 
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placa, aumentando así la especificidad en la cuantificación. Esto se debe a que 

las vesículas extracelulares poseen el reconocimiento para CD63 y se unen al 

anticuerpo. A diferencia de la cuantificación de las proteínas totales, este enfoque 

permitió determinar con eficacia la presencia de vesículas extracelulares, lo cual 

resulta crucial para asegurar la pureza de la muestra. 

La intensidad del color desarrollado en la placa se correlacionó directamente con 

la cantidad de vesículas presentes. Cuantas más vesículas había, mayor era la 

intensidad del color y, por consiguiente, mayor era la absorbancia medida a una 

longitud de onda de 450 nm. Después de la adición de las vesículas 

extracelulares y los reactivos, se añadió un anticuerpo secundario, se incubó y 

se realizaron las lecturas de absorbancia en un lector de microplacas Synergy 2 

(BioTek Instruments) a 450 nm. De esta manera, se obtuvo una medida 

cuantitativa de las vesículas extracelulares presentes en la muestra. 

Para el análisis cuantitativo, se utilizó una curva de calibración, mediante la cual 

se realizó el despeje de la ecuación (3.3) para calcular, a través de la 

absorbancia, las concentraciones correspondientes para cada grupo de estudio. 

 

𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑐         (3.3) 

En donde  

m= pendiente 

x= Concentración deseada 

C = Interseccion en eje Y 
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Figura 3-3 Curva de calibración para la cuantificación de Vesículas Extracelulares. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

f. Caracterización  

a) DLS  

Para determinar el tamaño de las vesículas extracelulares, se empleó el equipo 

Zeta-sizer, reconocido por su capacidad de medir el tamaño de partículas 

mediante la técnica de dispersión de luz dinámica (DLS). Esta técnica se 

fundamenta en la medición del movimiento browniano de las moléculas, donde 

las partículas más grandes presentan un coeficiente de difusión más lento. Para 

ello, las muestras de EVs se diluyeron 1/10 en buffer PBS y se analizaron en el 

equipo mencionado. En la figura 14 se ilustra el fundamento científico de la 

técnica DLS. 
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Figura 3-4 Funcionamiento DLS. Fuente: Elaboración propia. 
 

 

b)Fluorescencia para medir niveles de Glicosilación  

Para observar la fluorescencia de las VE se utilizará el equipo Q-bit que permite 

ver la fluorescencia de partículas de forma directa como también cuantificar 

proteínas ADN entre otras. Para ello se empleará una dilución de VE en 200 µL 

y una concentración de 2x1010 de vesículas extracelulares. Las vesículas se 

colocaron en un tubo especial para la medición que se realizará a 470 nm 

 

c)  Citometría de flujo 

En el análisis de citometría de flujo, se emplearon diversos marcadores de 

membrana para medir y cuantificar las partículas en las muestras. Esta técnica 

se basa en el reconocimiento de marcadores específicos y la capacidad de contar 

las partículas que los portan. Para este estudio, se siguió el protocolo de 
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aislamiento de exosomas humanos CD63 de INVITROGEN y se utilizó el equipo 

BD LSRFortessa™ X-20 para llevar a cabo la citometría de flujo. 

 

En cada muestra, se añadieron 20 µL de beads magnéticas y se realizaron 

lavados repetidos con una solución stock compuesta por PBS 1x y BSA al 0,1%. 

Después, las muestras se incubaron durante 22 horas. Al día siguiente, se 

realizaron dos lavados adicionales con la solución stock y se añadieron los 

anticuerpos específicos para CD81 y CD90. Estos anticuerpos permiten 

determinar la presencia o ausencia de vesículas extracelulares que expresen 

estos marcadores. Finalmente, las muestras se sometieron a citometría de flujo 

utilizando el equipo BD LSRFortessa™ X-20 y se analizaron los resultados 

obtenidos. 

De esta manera, se pudo evaluar la presencia de vesículas extracelulares 

con los marcadores CD81 y CD90 en las muestras mediante citometría de flujo, 

lo que proporcionó información sobre la composición y la cantidad de vesículas 

presentes. 

 

2. Objetivo 2: Evaluar el efecto de las vesículas extracelulares (VE) de pacientes 

con niveles crecientes de HbA1c en la viabilidad celular. Este objetivo se realizará 

en dos etapas 

 Cultivar células HepG2 en placas de cultivo y dejarlas adherir.  
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 Tratar las células HepG2 con diferentes concentraciones de VE obtenidos 

de pacientes con diferentes niveles de HbA1c. Evaluar la viabilidad celular 

a través de técnicas la técnica de sulforodamina B. 

 

a. Cultivo de las células HepG2: 

Se utilizaron células hepáticas de la línea celular HEPG2 para realizar la 

evaluación del metabolismo en distintas condiciones de concentración de 

vesículas extracelulares (VE) provenientes de distintos rangos de HbA1C. Las 

células se cultivaron en medio RPMI, suplementado con 10% de suero fetal 

bovino inactivado y 1% de penicilina/estreptomicina, e incubadas a 37°C y 5% de 

CO2 

b. Ensayo Sulforodamina B 

Para realizar el ensayo de Sulforodamina B Se sembraron 20.000 células por 

pocillo de ambas líneas celulares en una placa de 96 pocillos en atmósfera 

húmeda con un 5% de CO2 durante 24 horas. Al día siguiente, las células fueron 

tratadas con concentraciones crecientes de VE: 5x10^4 vesículas/mL, 5x10^5 

vesículas/mL, 5x10^6 vesículas/mL, 5x10^7 vesículas/mL, 5x10^8 vesículas/mL 

y 5x10^9 vesículas/mL. Cada concentración se realizó por triplicado. Por último, 

la placa se dejó incubar nuevamente durante 24 horas a 37°C en atmósfera 

húmeda con un 5% de CO2. 
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Posteriormente se eliminó el medio de cultivo de la placa y se agregaron 100 µL 

de ácido tricloroacético (TCA) al 10% p/v para fijar las células al pocillo, las cuales 

se incubaron durante 1 hora a 4°C. Luego de la incubación, la placa se lavó cinco 

veces con agua destilada y se dejó secar a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se agregaron 100 µL de Sulforodamina B al 0.057% p/v, 

preparada en ácido acético al 1% v/v, para teñir las células fijadas, y se dejó 

actuar durante 30 minutos. Tras finalizar el tiempo, la placa se lavó nuevamente 

cinco veces con ácido acético al 1% v/v y se dejó secar a temperatura ambiente. 

Después, se agregaron 200 µL de Tris base 10 mM pH 10.5, dejando la placa en 

agitación durante 30 minutos. Finalmente, se midió la absorbancia en el lector de 

microplaca Synergy 2 (BioTek Instruments) a una longitud de onda de 510 nm. 

 

3. Objetivo 3: Determinar el efecto de las VE de pacientes con niveles crecientes 

de HbA1c en la expresión de enzimas clave de la vía glucolítica en células 

HepG2. Este objetivo se realizará en 6 etapas: 

 Cultivar células HepG2 en placas de cultivo y dejarlas adherir.  

 Tratar las células HepG2 con diferentes concentraciones de VE obtenidos 

de pacientes con diferentes niveles de HbA1c.  

 Extraer el ARN total de las células HepG2 tratadas y no tratadas con VE.  

 Realizar una transcripción inversa para obtener ADNc. Realizar una PCR 

en tiempo real (RT-qPCR) para evaluar la expresión de las enzimas clave 

de la vía glucolítica (Hexoquinasa, piruvato quinasa, fosfogructoquinasa).  
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 Tratar las células HepG2 con diferentes concentraciones de VE obtenidos 

de pacientes con diferentes niveles de HbA1c. Incubar las células HepG2 

con un medio que contenga glucosa 2NDBG.  

 Medir la captación de glucosa en las células HepG2 a través de citometría 

de flujo  

 Tratar las células HepG2 con diferentes concentraciones de VE obtenidos 

de pacientes con diferentes niveles de HbA1c. Medir captación de 

Glucógeno a través de un kit colorimétrico 

 

a. RT-qPCR  

Las células HepG2 se sembrarán en placas de 12 pocillos a una densidad celular 

de 500.000 células/pocillo y se cultivaron durante 24 horas utilizando medios de 

cultivo habituales. Después de alcanzar la confluencia, las células se trataron con 

5 x108 vesículas/mL de vesículas (obtenidas de cada rango de hemoglobina 

glicosilada) durante 24 horas, en medio libre de suero. Posteriormente, se retiró 

el medio de cultivo celular y las células fueron lisadas con 500µL de TRIzol  a 

temperatura ambiente. Los experimentos se realizaron por triplicado. 

El ARN total se extrajo de las células utilizando 500 µL del reactivo TRIzol 

(Invitrogen) y el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. La reacción de RT-qPCR se llevó a cabo en un solo paso, 

utilizando el reactivo TaqPart, CG de un paso (ThermoFisher) para sondas 
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TaqMan y el equipo Applied Biosystem 7500 FAST Real Time PCR System con 

el siguiente protocolo de amplificación: 50°C durante 15 minutos, 95°C durante 2 

minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 3 segundos y 

alineamiento/extensión a 60°C durante 30 segundosLas sondas TaqMan 

prediseñadas para GLUT1 (Hs00892681_m1), GLUT 2 (Hs01096908_m1), 

GLUT4 (Hs00168966_m1), ISR2 (Hs00275843_s1) y INSR (Hs00961557_m1), 

HK2 (Hs00606086_m1), PFKM (Hs00737347_m1), PKM (Hs00987255_m1), 

PCK1(Hs00159918_m1), PYGM (Hs00989942_m1), GYS (Hs00157863_m1) Y 

G6PC (Hs02802676_m1) se adquirieron de Applied Biosystems (Thermo Fisher 

Scientific, Inc.). La cuantificación relativa se normalizó a la expresión de RNAse 

P utilizando el método 2^(-∆∆Cq). Cada muestra se analizó por triplicado. 

(Toledo-Oñate, 2023).  

b. Captación de Glucosa  

La captación de glucosa en células HepG2 se evaluó utilizando un ensayo 2-

NBDG. Las células HepG2 se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad 

celular de 2,5 x 10^5 células/pocillo y se cultivaron durante la noche en medios 

de cultivo estándar. Una vez alcanzada la confluencia, las células se trataron con 

una concentración de 5 x 10^8 vesículas/mL obtenidas de diferentes rangos de 

hemoglobina glicosilada durante 24 horas en medio libre de suero. 

Posteriormente, se retiró el medio de cultivo celular y se lavaron las células con 
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PBS, seguido de una incubación de 30 minutos con PBS a temperatura ambiente 

(Li et al., 2022). 

Para el marcaje con 2-NBDG (Invitrogen), las células se desprendieron de cada 

pocillo mediante la adición de 0.3 mL de tripsina TripLE 1X y la reacción se detuvo 

con 0.6 mL de medio completo. Luego, las células se transfirieron a tubos 

eppendorf y se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos para eliminar el 

sobrenadante. Posteriormente, las células se resuspendieron en 100 uL de PBS 

que contenía 2-NBDG a una concentración final de 20 uM y se incubaron a 37°C 

durante 20 minutos. La reacción se detuvo añadiendo 800 uL de PBS frío, 

seguido de una centrifugación a 1500 rpm durante 10 minutos. Finalmente, las 

células se marcaron con L/D y se agregaron 5 uL de Beads de conteo antes de 

ser leídas en el citómetro BD LSR FortessaTM X-20 Cell Analyzer. 

c. Almacenamiento  de Glucógeno 

Las células HepG2 se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad celular 

de 1 x 10^6 células/pocillo y se cultivaron durante la noche utilizando medios de 

cultivo habituales. Después de alcanzar la confluencia, las células se trataron con 

5 x 10^8 vesículas/mL de vesículas (obtenidas de cada rango de hemoglobina 

glicosilada) durante 24 horas, en medio libre de suero. Luego, se midió la 

captación de glucógeno a través del Kit Abcam Glycogen Assay Kit II (ab169558) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑐          (3.4) 
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En donde  

m= pendiente 

x= Concentración deseada 

C = Interseccion en eje Y 

 

 

Figura 3-5 Curva de calibración para la cuantificación de Almacenamiento de 

glicógeno. Fuente: Elaboración propia. 
 

Para interpretar los datos, se generó una curva de calibración para 

cuantificar la cantidad de glucógeno. Esta curva permitió obtener el valor de "y" 

de la ecuación (3.4). Posteriormente, este valor se introdujo en la ecuación 

mencionada en el protocolo (3.5) para calcular la cantidad total de glucógeno. 

Esta cantidad se dividió por el número de células utilizadas en el experimento 

para obtener una medida precisa de la concentración de glucógeno 

 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑖𝑐ó𝑔𝑒𝑛𝑜 (𝐶) =  
𝐵

𝑉
 𝑥 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑠𝑖ó𝑛      (3.5) 
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En donde:  

B = Glicógeno obtenido desde la curva de calibrado (µg) 

V = Volumen final utilizado en el pocillo (µL) 

 

Objetivo 4: Evaluar los efectos de las vesículas extracelulares (VE) en la 

disfunción metabólica de las células HepG2 a través de un análisis estadístico 
completo de los datos clínicos y experimentales. Este objetivo se realizará en 3 
etapas: 
 

 Recopilación de datos clínicos de los pacientes participantes en el estudio, 

incluyendo niveles de HbA1c y otros parámetros relevantes para la 

diabetes mellitus.  

 Organización de los datos experimentales resultante de los efectos de las 

VE de distintos rangos de HbA1c sobre células HEPG2. 

 Realización de análisis estadístico de los datos clínicos utilizando técnicas 

como Análisis de Componentes Principales (PCA), dendrogramas y 

análisis de jerarquía para identificar patrones y relaciones entre variables. 

a. Análisis de Componentes principales 

Se realizó un análisis integral de datos que combinó información clínica de 

pacientes. El objetivo primordial de este estudio fue investigar posibles 

variaciones en estos procesos metabólicos entre las distintas condiciones 

crecientes de HbA1c, buscando identificar patrones y relaciones significativas 

que pudieran contribuir a una comprensión más profunda de las alteraciones 
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metabólicas asociadas con la Diabetes Mellitus Tipo II. Para abordar esta 

complejidad de datos, se implementó un análisis de componentes principales 

(PCA), una herramienta estadística avanzada que permitió identificar las 

principales fuentes de variabilidad en nuestro conjunto de datos. Este enfoque 

analítico nos brindó una visión integral, facilitando la identificación de patrones 

subyacentes y destacando las variables clave que podrían haber contribuido a 

las diferencias observadas entre los grupos diabéticos y no diabéticos. 

Se consideraron las diferencias de p˂0.05 como estadísticamente 

significativas. Se utilizó el programa estadístico PRISM para realizar los análisis 

e interpretación de resultados. Se compararon los resultados obtenidos con los 

VE de pacientes con diferentes niveles de HbA1c para determinar si había una 

relación dosis-respuesta entre los niveles de HbA1c y el número de VE, la 

expresión de enzimas claves de glicólisis y la captación de glucosa en las células 

HepG2. 
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Análisis estadístico 

En este proyecto, se consideraron seis grupos de estudio, cada uno 

compuesto por 20 participantes, clasificados según sus niveles de hemoglobina 

glicosilada. El análisis estadístico y la generación de gráficos se llevaron a cabo 

utilizando el software GraphPad Prism 9®. Se examinaron las variables continuas 

de cada grupo mediante las pruebas de normalidad de D’Agostino-Pearson y 

Shapiro-Wilk, según la cantidad de muestras. Los datos con distribución normal 

se expresaron como media ± desviación estándar (D.E) y se compararon 

utilizando la prueba t de Student paramétrica. Para los datos sin distribución 

normal, se presentaron con mediana y Rango Intercuartílico (RIC) y se analizaron 

con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. 

 

Para el análisis de variables con dos o más grupos, se aplicaron las 

pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis, según la distribución de los datos. Las 

variables categóricas se expresaron como porcentaje (%) del total de datos. La 

reducción de dimensionalidad se llevó a cabo mediante el análisis de 

componentes principales (PCA) utilizando los parámetros de glucosa en sangre, 

hemoglobina glicosilada y perfil lipídico. Esto permitió agrupar características 

afines para una comprensión más sencilla. 

 

La visualización de resultados se realizó con el método UMAP (Uniform 

Manifold Approximation and Project) para obtener representaciones no lineales 
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en dimensiones reducidas, preservando las distancias entre puntos y vecinos. La 

interpretación de resultados se centró en la relación entre estos parámetros y su 

impacto en el metabolismo glucídico. Se estableció un nivel de confianza del 95% 

para todas las pruebas estadísticas realizadas en este estudio. Para determinar 

si los datos presentaban diferencias estadísticamente significativas, se utilizó un 

valor de p < 0.05. Esto significó que si el valor de p calculado en las pruebas 

estadísticas fue menor que 0.05, se consideró que existía una diferencia 

significativa entre los grupos comparados 
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4. RESULTADOS 

4.1 Objetivo 1. Caracterizar las vesículas extracelulares (VE) de pacientes 

con niveles crecientes de HbA1c. 

 

a. Cuantificación de Proteínas Totales y Vesículas Extracelulares  

Se caracterizaron las vesículas extracelulares (VE) obtenidas de pacientes 

con niveles variables de HbA1c. Tras el aislamiento de las VE, la primera etapa 

de su caracterización implicó la cuantificación de proteínas totales presentes en 

las mismas. Para ello, las VE se lisaron y luego se cuantificaron. Los resultados 

obtenidos revelaron disparidades significativas en la concentración de proteínas 

totales de las VE, sin exhibir un patrón claro de concentración relacionado con 

los niveles de HbA1c (figura 4-1).  

 

Figura 4-1 Cuantificación de proteínas/mL mediante kit DC Total Protein de Bio-

Rad. Representación de datos en gráfico de barras mean with SEM de proteínas 
con RIPA  Representación de datos en gráfico de barras mean with SEM de 
proteínas con RIPA. Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 0.005 y 
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(****) p < 0.0001. Fuente: Elaboración propia 

 

 

Figura 4-2 Cuantificación de vesículas extracelulares pequeñas/ mL mediante 
kit ExoElisa-ULTRA CD63 de System Biosciences A) Representación de datos 
en gráfico de barras mean with SEM. Realizado por triplicado(*) p 0.05 (**) p 0.01, 
(***) p 0.005 y (****) p < 0.0001Fuente: Elaboración propia. 
  
 

En una segunda fase del estudio, se procedió a cuantificar el número de 

vesículas extracelulares (VE) en los seis rangos de HbA1c utilizando la técnica 

de ELISA con el marcador específico CD63 Figura 4-2 ¿?? La figura debe ir 

despues. Los resultados revelan una relación inversa entre el número de 

vesículas extracelulares y los niveles de HbA1c. Se observa una disminución 

significativa en la cantidad de vesículas a medida que aumenta el rango de 

HbA1c, con una concentración mayor en los rangos normoglicémicos en 

comparación con los rangos pre-diabéticos y diabéticos. Se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01) al comparar 
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los rangos más bajos de HbA1c con los rangos más altos, lo que indica una 

relación directa entre la concentración de vesículas y los niveles de HbA1c. 

 

b. Caracterización de vesículas extracelulares a través de Citometría de Flujo y 
Dynamic light Scattering (DLS) 

 

i. Caracterización de marcadores de superficie de las vesículas extracelulares 

(VE): 

Para la caracterización de marcadores de superficie clásicos de las vesículas 

extracelulares (VE), se empleó citometría de flujo utilizando beads de captura 

CD63. Se analizó la expresión de los marcadores CD81 y CD9 en los seis rangos 

de HbA1c. En cuanto al marcador CD81, se observó una presencia del 91,4%, 

91,8%, 93,7%, 94,5%, 93,8% y 95,2% en los rangos 1 al 6 de HbA1c, 

respectivamente. En contraste, la expresión del marcador CD9 no superó el 

0,08% en ninguno de los rangos de HbA1c analizados. Se destaca que, al utilizar 

beads de captura CD63, las vesículas extracelulares presentaron marcadores 

CD81/CD63+ en todos los rangos de HbA1c (figura 4-3). 
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Figura 4-3 Caracterización de marcadores de vesículas extracelulares 

pequeñas mediante citometría de flujo A) Dot plot control B) Dot plot vesículas 
extracelulares HbA1c <4.9 C) Dot plot vesículas extracelulares HbA1c 5.0-5.6 D) 
Dot plot vesículas extracelulares HbA1c 5.7-6.4 E) Dot plot vesículas 
extracelulares HbA1c 6.5-7.8 F) Dot plot vesículas extracelulares HbA1c 7.9-10 
G) Dot plot vesículas extracelulares >10 Fuente: Elaboración propia. 
 

c. Caracterización del Tamaño de las vesículas extracelulares (VE) 

 

El análisis del tamaño de las vesículas extracelulares (VE) mediante DLS 

indica que el tamaño medio de las vesículas obtenidas de rangos crecientes de 

HbA1c coincide con el tamaño esperado para VE pequeñas. Sin embargo, para 

el rango 6, correspondiente al nivel más alto de HbA1c (mayor al 10% de HbA1c), 

se observa un incremento en el tamaño de las vesículas, así como una mayor 

dispersión de tamaño. Al graficar los tamaños medios de las vesículas respecto 

a los rangos de HbA1c, se observa un aumento proporcional del tamaño 

promedio de las VE conforme aumenta el porcentaje de HbA1c (figura 4-4 y 4-5). 

Además, al analizar la glicosilación de las VE mediante la determinación 

de fluorescencia, los resultados indican un aumento en la glicosilación de las VE 
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a medida que aumenta el porcentaje de HbA1c hasta el rango 5. Sin embargo, 

en el rango 6 se observa una reducción en la fluorescencia, alcanzando un nivel 

similar al observado en el rango más bajo de HbA1c (figura 4-6). 

 

 

Figura 4-4 Caracterización de tamaño de vesículas extracelulares pequeñas 

utilizando z-sizer A) Representación de datos en gráfico por Z-Sizer. Fuente: 
Elaboración propia. 
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Figura 4-5 Caracterización de vesículas extracelulares pequeñas por tamaño 
mediante Dynamic Light Scattering utilizando Z-Sizer. Graficado en gráfico de 
barras. Las barras de error indican SEM. Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 
0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 0.0001. Fuente: Elaboración Propia. 
 

 
Figura 4-6 Nivel de fluorescencia de las Vesículas extracelulares pequeñas a 

través de Q-bit a 470 nm. Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 
0.005 y (****) p < 0.0001. Fuente: Elaboración Propia.   
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4.2 Evaluar el efecto de las vesículas extracelulares (VE) de pacientes con 

niveles crecientes de HbA1c en la viabilidad celular. 

a. Ensayo de Viabilidad células HEPG2 

Se evaluó la viabilidad de las células HEPG2 tratadas con vesículas 

extracelulares (VE) mediante el ensayo de Sulforodamina B. Las células fueron 

incubadas con diferentes concentraciones de vesículas extracelulares durante 24 

horas en medio sin suero. Como se aprecia en la imagen, a pesar del incremento 

en la concentración de VE, no se observó una diferencia significativa en la 

viabilidad celular en ninguno de los rangos. Se registró una supervivencia celular 

superior al 99% en todos los casos (figura 4-7) no debe llevar titulo la figura, basta 

con el titulo y descripción a pie de figura. 

 

Figura 4-7 Ensayo de viabilidad de celular Sulforodamina B. Porcentaje de 
Sobrevivencia de células HEPG2 tratadas con vesículas extracelulares 
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provenientes de pacientes con diferentes rangos de HbA1C. Gráfico mean + 
SEM. El experimento fue realizado por triplicado. Elaboración propia. 
 

4.3 Determinar el efecto de las VE de pacientes con niveles crecientes de HbA1c 

en la expresión de enzimas clave de la vía glucolítica en células HepG2. 

a. Expresión de enzimas, transportadores y sustratos de las vías metabólicas 
relacionadas a la glucosa a través de RT-qPCR 

Para analizar el efecto de la expresión génica en las vías relacionadas con 

la glucosa, las células HEPG-2 se incubaron con 5x108 de cada rango de HbA1c. 

Se evaluó el nivel de expresión de ARNm de proteínas clave involucradas en el 

metabolismo de la glicólisis, gluconeogénesis y glucogenólisis, incluyendo el 

transportador de glucosa 1 (GLUT-1), transportador de glucosa 2 (GLUT-2), 

transportador de glucosa 4 (GLUT-4), Hexoquinasa 2 (HKII), piruvato quinasa M 

(PKM), fosfofructoquinasa plaquetaria (PKFP), glicógeno sintetasa 1 (GYS1), 

glicógeno fosforilasa M (PYGM), fosfopiruvato carboxiquinasa (PCK1), glucosa-

6-fosfato fosforilasa (G6PC), receptor de insulina (INSR) y sustrato de insulina 2 

(IRS2). 

 

a.1 Evaluación de la expresión de mRNA de proteínas claves de la glucogenogenesis y 
glucogenolisis.  

Los resultados indican que no hubo cambios significativos en la expresión 

de mRNA de GYS1 en los rangos de HbA1c 1, 2, 4 y 5 en comparación con el 

control (células no tratadas con VE). Sin embargo, se observó una reducción 

drástica en la expresión de este mensajero en el rango 3 (pre-diabético), mientras 
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que en el rango 6 se observó un incremento en comparación con el control (figura 

4-8 A). 

En cuanto a la expresión del mRNA de PYGM, no se observaron cambios 

cuando las células HEPG2 se expusieron a VE de los rangos de HbA1c 1, 2, 4, 

5 y 6. Sin embargo, se observó una drástica disminución de este mRNA en el 

rango 3 (figura 4-8 B).  

 

 

Figura 4-8 Expresión de ARNm de GYS Y PYGM en HEPG-2 tratadas con 
vesículas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de 
HbA1C. A) Expresión de ARNm de GYS. B) Expresión de ARNm de PYGM.  
Gráficos de barras Mean + SEM. Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, 
(***) p 0.005 y (****) p < 0.0001. Fuente: Elaboración propia. 
 

 

a.2 Evaluación de la expresión de mRNA de proteínas claves en gluconeogenesis. 
Para evaluar el efecto de las vesículas extracelulares (VE) de diferentes 

rangos de HbA1c en la expresión del mRNA de las proteínas PCK1 y G6PC en 

células HEPG2, se realizó la cuantificación mediante PCR en tiempo real. Los 
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resultados muestran una disminución en la expresión de PCK1 en los rangos 1, 

4 y 5, con un perfil de disminución similar. Sin embargo, se observa una drástica 

disminución del mRNA de PCK1 en el rango 3, aproximadamente tres veces 

menor en comparación con el control (no tratado con VE). En cuanto a la 

expresión de mRNA de G6PC, se observa un patrón de comportamiento similar 

al observado para PCK1. (Figura 4-9) 

 

Figura 4-9 Expresión de ARNm de PCK1 Y G6PC en HEPG-2 tratadas con 
vesículas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de 
HbA1C. A) Expresión de ARNm de PCK1. B) Expresión de ARNm de G6PC. 
Gráficos de barras Mean + SEM. Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, 
(***) p 0.005 y (****) p < 0.0001. Fuente: Elaboración propia. 
 

 

 

a.3 Evaluación de la expresión de mRNA de proteínas claves en la captación de glucosa y en la 

glicolisis. 

Para evaluar el efecto de las VE de los 6 rangos de HbA1c en las células 

HEPG2 expuestas a estas vesículas, se cuantificó la expresión de los mRNA para 
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GLUT1 el transportador basal de glucosa expresado en todas las células del 

organismo. GLUT2 el transportador mayormente expresado en tejido y células 

hepáticas y GLUT4 el transportador que responde a la señalización de insulina. 

Cuando se midió la expresión del mRNA de los transportadores de glucosa 

GLUT1, GLUT2 y GLUT4, se encontró que GLUT4 no cambió su nivel de 

expresión en comparación con el control en los rangos de HbA1c 1, 2, 4, 5 y 6. 

Sin embargo, se observó una drástica disminución de este mRNA en el rango 3. 

En cuanto a GLUT2, se observó un incremento en la expresión del mRNA en los 

rangos de HbA1c 2, 4 y 6, y una reducción en los rangos 3 y 5. Por otro lado, 

para GLUT1 se observó una reducción en su expresión en comparación con el 

control en los rangos 1, 3 y 5. Sin cambios significativos, comparados con el 

control en los rangos 2, 4 y 6 (Figura 4-10). 

 

 

Figura 4-10 Expresión de ARNm de GLUT-4 Y GLUT-2 en HEPG-2 tratadas con 

vesículas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de 
HbA1C. A) Expresión de ARNm de GLUT-4. B) Expresión de ARNm de GLUT-2. 
C) Expresión de ARNm de GLUT-1. Gráficos de barras Mean + SEM. Realizado 
por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 0.0001. Fuente: 
Elaboración propia. 
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Posteriormente, se evaluó la expresión de mRNA de tres enzimas 

regulatorias de la glicólisis en células HEPG2 expuestas a vesículas 

extracelulares (VE) de rangos crecientes de HbA1c del 1 al 6. 

 Para las enzimas HKII, PKF y PKM, se observaron diferentes patrones de 

expresión en respuesta a los diferentes rangos de HbA1c. La expresión de HKII 

mostró niveles estables en comparación con el control en los rangos 1, 4 y 6, 

pero hubo un aumento en los rangos 2 y 5. Sin embargo, se observó una 

disminución drástica de la expresión en el rango 3. En el caso de PKF, no se 

observaron cambios significativos con respecto al control en los rangos 1, 2, 5 y 

6, pero se registró una disminución en los rangos 3, con una drástica disminución 

en el rango 3. Por último, para PKM, no se observaron cambios en los niveles de 

expresión en los rangos de HbA1c 1, 2, 4, 5 y 6, pero se observó una disminución 

drástica en el mRNA en el rango 3 en comparación con el control (figura 4-11). 

 

Figura 4-11 Expresión de ARNm de PKF Y PKM en HEPG-2 tratadas con 

vesículas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de 
HbA1C. A) Expresión de ARNm de HKII. B)  Expresión de ARNm de PKF. C)  
Expresión de ARNm de PKM. Gráficos de barras Mean + SEM. Realizado por 
triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 0.0001 Fuente: Elaboración 
propia. 
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a.4 Evaluación de la expresión de mRNA del receptor de insulina y del sustrato del receptor de 

insulina. 

Para evaluar el efecto de las VE de los 6 rangos de HbA1c en las células 

HEPG2 en la expresión de mRNA del receptor de insulina y el sustrato para 

receptor de insulina a través de RT-qPCR. En el caso de INSR no existen 

cambios con respecto al control para el rango 4 y 6 mientras que existe un 

aumento en la expresión para el Rango 2. Por otro lado, existe una disminución 

en la expresión para los rangos 1, 3 y 5, viéndose una diferencia más drástica en 

el rango 3 (Figura 4-12 A). En el caso de IRS 2 se observa una disminución de la 

expresión para los rangos 1 y 4 mientras que un aumento de la expresión de los 

rangos 2, 3, 5 y 6, en el caso del rango 5 el aumento es mucho mayor al resto de 

los rangos (Figura 4-12 B). 

 

Figura 4-12 Expresión de ARNm de INSR Y IRS-2 en HEPG-2 tratadas con 
vesículas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de 
HbA1C. A) Expresión de ARNm de INSR. B) Expresión de ARNm de IRS-2. 
Gráficos de barras Mean + SEM. Experimento Realizado por triplicado (*) p 0.05 
(**) p 0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 0.0001. Fuente: Elaboración propia. 
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b. Captación de glucosa 2-NBDG a través de Citometría de Flujo. 

Para analizar los efectos de las vesículas extracelulares en captación de glucosa 

2-NBDG, las células HEPG2 se incubaron con una concentración de 5x108 

vesículas/mL de cada una de las condiciones por 24 horas sin suero. Luego se 

evaluó el porcentaje de captación de glucosa 2-NBDG a través de citometría de 

flujo. Los resultados de Captación de glucosa 2-NBDG (figura 4-13) muestran 

cambios significativos al comparar el control versus el rango 3 en donde se 

observa una reducción del 40% en el porcentaje de captación de glucosa 2-

NBDG, tendencia que se mantiene en los rangos 4,5 y 6.  

 

Figura 4-13 Captación de glucosa 2NBDG a través de citometría de flujo. A) 

Porcentaje de captación de glucosa 2NBDG en células HEPG2 tratadas con 
vesículas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de 
HbA1C. Realizado en triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 
0.0001. Fuente: Elaboración propia 
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c. Almacenamiento de Glicógeno  

Para investigar los efectos de las vesículas extracelulares en el almacenamiento 

de glicógeno, se llevaron a cabo experimentos utilizando células HEPG2. Estas 

células fueron incubadas con una concentración de 5x10^8 vesículas/mL 

correspondientes a cada uno de los diferentes rangos de HbA1c durante 24 horas 

en un medio sin suero. Posteriormente, se utilizó una técnica colorimétrica para 

medir el almacenamiento de  glicógeno en las células. 

 

Los resultados obtenidos de la medición del almacenamiento de glicógeno, como 

se muestra en la figura 4-14 revelan que en los rangos 1 y 2, asociados con 

niveles normales de HbA1c, no se observaron cambios significativos en el 

almacenamiento de glucógeno en comparación con el grupo control, que 

consistía en células no tratadas con vesículas extracelulares (VE). Sin embargo, 

en el rango 3, caracterizado por un estado prediabético, se observó una 

disminución en el almacenamiento de glucógeno, fenómeno que también se 

observó en los rangos 4 y 6. Sin embargo, en el rango 6, el nivel de 

almacenamiento de glucógeno fue similar al observado en el grupo control. 
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Figura 4-14 Almacenamiento de Glicógeno en células. Acumulación de 
glicógeno en µg por número de células HEPG2 tratadas con vesículas 
extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de HbA1C. 
Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 0.0001. 
Fuente: Elaboración Propia 
 

 

 

 

4.4 Evaluar los efectos de las vesículas extracelulares (VE) en la disfunción 

metabólica de las células HepG2 a través de un análisis estadístico completo de 

los datos clínicos y experimentales. 
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a. Análisis de datos clínicos 

 

Según los datos clínicos recopilados de los pacientes reclutados, se procedió a 

caracterizar cada grupo de estudio. Los datos recopilados se organizaron en una 

tabla que incluyó parámetros clínicos relacionados con el control de la glucosa, 

como la glicemia y la hemoglobina glicosilada (HbA1c), así como parámetros del 

perfil lipídico, como el colesterol total, el colesterol LDL, el colesterol HDL, el 

colesterol VLDL y los triglicéridos (TG), para cada conjunto de datos de pacientes 

obtenido (Tabla 4-1). 

En el caso de los pacientes con niveles de triglicéridos superiores a 400, dado 

que no es posible calcular el colesterol LDL de acuerdo con el protocolo 

establecido, se realizó un ajuste necesario para mantener la homogeneidad de 

los datos y permitir un análisis más preciso mediante el estudio de Análisis de 

Componentes Principales (PCA). 

Los resultados que se muestran en la tabla están ordenados de forma resumida 

mostrando un promedio de los resultados obtenidos junto con la desviación 

estándar de cada uno de ellos, junto además del P-value, sacado del método 

ANOVA de cada uno de los parámetros estudiados.  

Los datos se analizaron mediante un Análisis de Componentes Principales 

(PCA), un método estadístico utilizado para reducir la dimensionalidad de los 

datos que se trabaja, para simplificar el número de variables o predictores de la 

base de datos proporcionada por cada grupo.  
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Tabla 4-1 Resumen de los resultados obtenidos por rango de cada uno de los 

parámetros clínicos relacionados a glicemia y perfil lipídico  
Rango 

1 
Rango 

2 
Rango 3 Rango 

4 
Rango 

5 
Rango 

6 
p-

value 

Hb1Ac (%) 4.6  
0.25 

5.4  
0.17 

6.0  0.22 7.0  
0.25 

8.8  
0.63 

12.1  
1.32 

< 0.0001 

Glicemia 
(mg/dL) 

103  10 110  25 124  17 144  42 189  44 289  
107 

< 0.0001 

Colesterol 
Total 
(mg/dL) 

181  43 169  46 183  55 175  45 186  38 193  51 0.779 

Colesterol 
LDL (mg/dL) 

99  32 92  35 104  39 95  35 118  68 114  63 0.595 

Colesterol 
HDL (mg/dL) 

45  12 50  6 46  9 49  17 49  12 47  11 0.848 

Colesterol 
VLDL 
(mg/dL) 

32  19 27  12 35  21 32  22 44  27 43  25 0.240 

Triglicéridos 
(mg/dL) 

162   95 134  61 169  109 161  
111 

217  
138 

212  
125 

0.251 

 

 

El análisis de componentes principales (PCA) se representa gráficamente en la 

figura 4-15, donde se muestran los datos agrupados en las dos primeras 

dimensiones y su nivel de relevancia. Cada rango de HbA1c se asigna a un color 

específico: el rango 1 (<4.9) se representa en celeste, el rango 2 (5.0-5.6) en 

amarillo, el rango 3 (5.7-6.4) en naranja, el rango 4 (6.5-7.8) en rosado, el rango 

5 (7.9-10) en verde y el rango 6 (>10) en violeta. 

  

Cada grupo de datos se visualiza mediante un símbolo que representa la posición 

de los datos individuales y una elipse que indica la varianza o dispersión del 

grupo. Además, el símbolo de mayor tamaño denota el valor central de los datos 
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dentro del grupo. Aunque no existe una separación total entre los grupos, se 

pueden identificar tres grupos principales: normoglicémicos (rangos 1 y 2), pre-

diabéticos (rango 3) y diabéticos (rangos 4, 5 y 6). Los grupos muestran una 

varianza similar entre sí, excepto el grupo 6, que presenta una mayor varianza 

en los datos. 

 

 

 

Figura 4-15 Score plot de valores individuales obtenidos de cada rango. Gráfica 

de elaboración propia 

−5.0

−2.5

0.0

2.5

−2.5 0.0 2.5 5.0

Dim1 (42%)

D
im

2
 (

2
5

.2
%

)

Grupos

1

2

3

4

5

6

Individuals − PCA



 

 85 

 

 

La figura 4-16 presenta un gráfico que ilustra el comportamiento y la relevancia 

de las variables estudiadas en las dos primeras dimensiones. La distribución del 

color en el gráfico se basa en el resultado de Cos2 obtenido para cada variable. 

Cuanto mayor sea el valor de Cos2, mayor será la relevancia de la variable dentro 

del plano. Las variables que se encuentran más cerca del borde del círculo 

representado se consideran mejor representadas en el conjunto de los 

componentes. 

Las variables que aparecen juntas en una misma dirección se denominan 

variables complementarias, ya que están relacionadas entre sí. Aquellas 

variables que se encuentran más cerca del centro del gráfico no son tan bien 

representadas por estos componentes dimensionales. Por ejemplo, el índice de 

riesgo (IR) tiene una mayor representación a través de otra dimensión del análisis 

de componentes principales. 

Por otro lado, las variables mejor representadas por estos componentes son 

HbA1c y glicemia. Estas variables son complementarias, ya que están cerca una 

de la otra y tienen la misma dirección en el gráfico. Además, muestran una 
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influencia positiva en la Dimensión 1 (DIM1) y una influencia negativa en la 

Dimensión 2 (DIM2).  

Esto quiere decir que, HbA1c y glicemia varían de manera similar en los datos 

analizados. En otras palabras, cuando los valores de HbA1c aumentan, también 

tiende a aumentar la glicemia, y viceversa. Además, al tener una influencia 

positiva en DIM1, contribuyen en gran medida a explicar la variabilidad observada 

en el conjunto de datos. 

  

Por otro lado, al tener una influencia negativa en la Dimensión 2 (DIM2), indica 

que la relación entre HbA1c y glicemia es inversa en relación con otras variables 

del conjunto de datos cuando se considera esta dimensión. Esto significa que 

cuando HbA1c y glicemia aumentan, otras variables relacionadas pueden tender 

a disminuir, y viceversa. 

 

Las variables relacionadas con el perfil lipídico (colesterol total, colesterol LDL, 

colesterol VLDL, triglicéridos) están representadas en igual medida en el gráfico. 

Tienen valores de Cos2 entre 0.4 y 0.6, lo que indica una buena representación 

en los componentes. Esto significa que, aunque contribuyen a la explicación de 
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la variabilidad en los datos, su relación con las dimensiones DIM1 y DIM2 no es 

tan pronunciada como la de HbA1c y glicemia.  

 

Estas variables también son complementarias entre sí y muestran una influencia 

positiva en ambas dimensiones. Esto indica que estas variables están asociadas 

de manera similar en los datos y pueden contribuir conjuntamente a explicar la 

variabilidad observada en el conjunto de datos.  Es decir, cuando los niveles de 

colesterol total (Contreras et al.), colesterol LDL (LDL), colesterol VLDL (VLDL) y 

triglicéridos (TG) aumentan, otras variables también pueden aumentar, y 

viceversa. 

 

En resumen, estos resultados sugieren una asociación entre HbA1c, glucemia y 

perfil lipídico, lo que podría indicar interrelación entre el control glucémico y los 

niveles de lípidos en sangre en la población estudiada. 
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Figura 4-16 Gráfico de loadings de las variables en los planos 1-2 . Elaboración 
propia 
 

 

 

Los dendrogramas, representados en la Figura 4-17 ordenan los resultados 

según las características individuales sin incluir la variable de grupo. Cada 

observación individual se representa como una "Hoja". A medida que se asciende 
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en la estructura del dendrograma, las hojas se fusionan a través de nodos que 

representan las observaciones con similitudes entre sí. Los nodos se fusionan 

con otros nodos cuando comparten similitudes, lo que conduce a una separación 

final por grupos. La altura de las uniones de los nodos indica la distancia entre 

los datos individuales y cómo se relacionan entre los diferentes grupos creados 

a partir del nodo. 

Esta reorganización de los datos se realiza de manera no dirigida, lo que permite 

ordenar los datos en comparación con el estudio original. En este caso, el 

dendrograma clasifica los datos individuales de los parámetros de los pacientes 

en tres grupos principales, identificados por colores azul, amarillo y gris. Esta 

separación no está relacionada con los grupos de rangos utilizados para los 

ensayos funcionales, sino que genera una nueva forma de agrupación 

considerando únicamente los parámetros clínicos. 

A pesar de esto, en el grupo de datos en azul se encuentran principalmente 

pacientes pertenecientes a los rangos normoglicémicos y pre-diabéticos (Rangos 

1 a 3), mientras que los pacientes en el grupo de datos en gris se encuentran 

principalmente en los rangos diabéticos (Rangos 4 a 6). Esto sugiere una 

asociación entre las características clínicas de los pacientes y su agrupación en 

el dendrograma, lo que podría tener implicaciones importantes para la 

comprensión de la variabilidad en la respuesta a las variables clínicas evaluadas, 
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lo que podría indicar patrones o subgrupos clínicos dentro de la población 

estudiada. 

 

  

Figura 4-17 Dendrograma ordenado en clúster de la información individual de 
los pacientes. Gráfica de elaboración propia.  
 
 
 

b. Análisis estadísticos de datos de Ensayos Funcionales 

 

Para tener una mejor comprensión de los ensayos funcionales realizados en 

células HEPG2, se realizó un análisis de componentes principales en base a la 

información obtenida, se realizó una caracterización para cada uno de los grupos 

de estudio.  
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Los datos obtenidos se organizaron en una tabla que es la que se muestra 

a continuación (tabla 4-2) en donde se incluyen ensayos como la Captación de 

2NBDG (2NBDG), el almacenamiento de Glicógeno (GC), la cuantificación de 

vesículas extracelulares (CV), los niveles de expresión de ARNm de proteínas 

clave del metabolismo glucídico, tales como el transportador de glucosa 1 (GLUT-

1), transportador de glucosa 2 (GLUT-2), transportador de glucosa 4 (GLUT-4) 

Hexoquinasa 2 (HKII), piruvato quinasa M (PKM), fosfofructoquinasa plaquetaria 

(PKFP),  Glicógeno sintetasa 1 (GYS), Glicógeno Fosforilasa M (PYGM), 

Fosfopiruvato carboquinasa (PCK1), Glucosa-6-Fosfato Fosforilasa (G6PC), 

Receptor de Insulina (INSR) e Sustrato de insulina 2 (IRS2). 

 

Tabla 4-2 Resumen de los resultados obtenidos por rango de cada uno de los 
ensayos funcionales. 
  

Rango 1 Rango 2 Rango 3 Rango 4 Rango 5 Rango 
6 

P-
value 

2NBDG 
(%) 

95.13 ± 12.4 97.76 ± 8.04 55.39 ± 0.1 62.63 ± 10.5 48.26 ± 10.8 59.95 ± 1.2 < 0.0001 

GC 
(µg/Nºcel) 

1.04.E-07 1.05.E-07 6.68.E-08 8.67.E-08 7.43.E-08 1.31.E-07 < 0.0001 

CV 
(Ves/mL) 

4.92.E+10 4.74.E+10 4.12.E+10 4.17.E+10 4.13.E+10 3.37.E+10 
0.00687 

 

GYS 
(log2) 

-0.15 ± 0.17 0.29 ± 0.091 -1.87 ± 0.19  -0.41 ± 0.16 0.19 ± 0.13 -0.01 ± 0.16 < 0.0001 

PYGM 
(log2) 

-0.34 ± 0.19 0.06 ± 0.18 -2.09 ± 0.23 0.07 ± 0.14 -0.25 ± 0.09 0.02 ± 0.2  < 0.0001 

GLUT1 
(log2) 

-0.46 ± 0.15 0.16 ± 0.07 -2.30 ± 0.08 -0.48 ± 0.37 -0.56 ± 0.21 -0.12 ± 0.08 < 0.0001 

GLUT2 
(log2) 

-0.07 ± 0.05 0.37 ± 0.034 -1.20 ± 0.05 0.31 ±  0.02 -0.47± 0.031 0.17 ± 0.05 < 0.0001 

GLUT4 
(log2) 

0.07 ± 0.14 0.41 ± 0.09 -2.02 ± 0.06 0.16 ± 0.07 0.04 ± 0.234 0.30 ± 0.19 < 0.0001 

HKII 
(log2) 

0.31 ± 0.256 1.58 ± 0.066 -1.61± 0.11 0.25 ± 0.19 0.64 ± 0.27 0.53 ±0.084 < 0.0001 
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PKF 
(log2) 

-0.35 ± 0.06 0.16 ± 0.166 -2.28 ± 0.14 -0.44 ± 0.07 -0.22 ± 0.09 0.25 ± 0.04 < 0.0001 

PKM 
(log2) 

-0.04 ± 0.03 0.35 ± 0.07 -2.34 ± 0.06 0.20 ± 0.14 -0.03 ± 0.18 0.13 ±0.09 < 0.0001 

PCK1 
(log2) 

-0.65 ± 0.35 0.16 ± 0.11 -2.52 ± 0.27 -0.44 ± 0.22 -0.37 ± 0.08 -0.53 ± 0.15 < 0.0001 

G6PC 
(log2) 

0.99 ± 0.356 0.26 ± 0.047 -2.40 ± 0.34 -0.60 ±0.31 -0.29 ± 0.07 -0.18 ±0.19 < 0.0001 

INSR 
(log2) 

-1.00 ± 0.08 0.28 ± 0.02 -2.22 ± 0.04 -0.30 ± 0.04 -0.77 ± 0.06 -0.02 ± 0.05 < 0.0001 

IRS2 
(log2) 

-0.57 ± 0.14 0.39 ± 0.12 1.32 ± 0.11 -0.43 ± 0.05 1.50 ± 0.23 0.56 ± 0.04 < 0.0001 

 

Los resultados que se muestran en la tabla están ordenados de forma resumida 

mostrando un promedio de los resultados obtenidos junto con la desviación 

estándar de cada uno de ellos, junto además del P-value, sacado del método 

ANOVA de cada uno de los parámetros estudiados 

 

El análisis de componentes principales (PCA) se representa gráficamente en la 

figura 4-18, donde se muestran los datos agrupados en las dos primeras 

dimensiones y su nivel de relevancia. Cada rango de HbA1c se asigna a un color 

específico: el rango 1 (<4.9) se representa en celeste, el rango 2 (5.0-5.6) en 

amarillo, el rango 3 (5.7-6.4) en naranja, el rango 4 (6.5-7.8) en rosado, el rango 

5 (7.9-10) en verde y el rango 6 (>10) en violeta. Cada grupo tiene un símbolo 

que en el conjunto representa la posición de los datos individuales y una elipse 

que representa la varianza o dispersión del grupo de datos. 

El análisis de componentes principales (PCA) reveló la distribución de los 

diferentes rangos de HbA1c en un plano bidimensional. Los resultados sugieren 
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una asociación entre los perfiles metabólicos (como la captación de glucosa, 

almacenamiento de glicógeno, niveles de expresión de ARNm de proteínas 

relacionadas con el metabolismo glucídico, etc.) y los niveles de HbA1c. Cada 

rango ocupa una posición única en el espacio de dos dimensiones, lo que indica 

una separación significativa entre los grupos. Además, se puede observar que 

los rangos 1 y 2, se encuentran hacia la izquierda del PCA, lo que podría indicar 

perfiles metabólicos asociados con niveles normales o saludables de HbA1c. 

Los rangos 5 y 6: Están hacia la derecha, lo que puede reflejar alteraciones 

metabólicas más pronunciadas, comunes en individuos con HbA1c alto. 

El rango 4, aparece en el centro respecto a la primera dimensión, pero tiene 

valores altos en la segunda, lo que podría indicar un perfil metabólico intermedio 

o mixto. Finalmente, el rango 3, está más disperso, lo que sugiere que estos 

individuos, que están en el rango prediabético, pueden tener una variabilidad 

metabólica significativa. 
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Figura 4-18 Score plot de valores individuales obtenidos de cada rango. Gráfica 

de elaboración propia. 
 

 

 

En la figura 4-19 se muestra la gráfica de loadings, ofrece una vista de las 

contribuciones de las variables individuales a las dos componentes principales. 

Nos muestra cómo se relacionan los parámetros metabólicos entre sí y con los 

componentes principales. 

 

Con base en la información proporcionada, el análisis de los resultados del PCA 

revela varias relaciones entre las variables estudiadas. La Dimensión 1 (Dim1) y 
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Dimensión 2 (Dim2) representan las dos componentes principales del análisis de 

componentes principales (PCA). Dim1 explica el 67.8% de la varianza total, 

mientras que Dim2 explica el 17.6%, lo que significa que juntas capturan el 85.4% 

de la variabilidad total en los datos.   Las variables que están más alineadas con 

Dim1, como GLUT4, GYS1, PYGM, INSR, PKF, PKM y CAG, muestran la mayor 

variación a lo largo de esta dimensión. Por otro lado, las variables GLUT1, PCK1, 

GLUT2, HKII y G6PC variables también están correlacionadas entre sí, pero de 

manera inversa a las anteriores. Esto sugiere que estas variables pueden tener 

una fuerte influencia en las diferencias observadas entre los individuos en la 

primera dimensión principal. La variable IRS2 está alineada predominantemente 

con Dim2, lo que sugiere que esta variable es importante para explicar la 

variabilidad en la segunda componente principal. 

 

 Los resultados indican que la relación entre variables relacionadas con el 

transporte de glucosa y enzimas del metabolismo glucídico como HKII y PKM, 

muestran una fuerte correlación positiva entre sí y están alineadas en la misma 

dirección en el biplot. Esto indica que estas variables están relacionadas y 

contribuyen en gran medida a la variabilidad observada en los datos. En cuanto 

a la captación de 2NBDG y cantidad de vesículas, estas se oponen a algunas 
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variables de transporte de glucosa y enzimáticas, lo que sugiere una relación 

inversa en su influencia sobre los componentes del PCA. 

 
Figura 4-19 Gráfico de loadings de las variables en los planos 1-2 . Elaboración 
propia 
 

 

 

El dendrograma de clustering jerárquico (figura 4-20 sobre las componentes 

principales muestra cómo los individuos pueden agruparse según sus perfiles 

metabólicos. Los colores y la estructura del árbol proporcionan información sobre 

la agrupación de pacientes y la similitud entre estos grupos. Los pacientes se 
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agrupan en clusters que pueden reflejar niveles similares de HbA1c o respuestas 

metabólicas similares. Estos clusters representan conjuntos de individuos que 

comparten características metabólicas comunes, lo que sugiere la existencia de 

subgrupos dentro de la población estudiada. 

  

 La altura en el dendrograma indica la distancia entre los clusters, lo que refleja 

la similitud o diferencia entre los perfiles metabólicos de los pacientes. Algunos 

pacientes o grupos de pacientes están más separados que otros en el 

dendrograma, lo que sugiere diferencias más marcadas en sus perfiles 

metabólicos. Esta distancia puede interpretarse como una medida de la 

variabilidad en las respuestas metabólicas dentro de la población. El 

dendrograma revela que los grupos correspondientes a los rangos 6 y 4 están 

cercanos entre sí en la parte inferior del dendrograma. A medida que 

ascendemos en la altura del dendrograma, se incorpora el grupo correspondiente 

al rango 5, sugiriendo una relación cercana entre estos tres rangos en términos 

de sus perfiles metabólicos. Por otro lado, los rangos 1 y 2 están relacionados 

entre sí en la parte más baja del dendrograma, y al aumentar la altura, se asocian 

con los rangos 6, 4 y 5. 

  

Sin embargo, el rango 3 está notablemente separado de los otros grupos y solo 

se une en la porción más alta del dendrograma. Esta separación indica que el 

perfil metabólico del rango 3 es significativamente diferente al de los otros grupos, 
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lo que sugiere la existencia de diferencias metabólicas distintivas en este 

subgrupo en comparación con los demás 

 

 

 

Figura 4-20 Dendrograma ordenado en cluster de la información individual de los 
pacientes. Gráfica de elaboración propia.   
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5. DISCUSIÓN 

Caracterización de las Vesículas extracelulares obtenidas de rangos 
crecientes de HbA1c. 

La caracterización de las vesículas extracelulares (VE) obtenidas de pacientes 

con niveles variables de HbA1c reveló diferencias significativas en múltiples 

parámetros analizados. Inicialmente, se cuantificaron las proteínas totales 

presentes en las VE, lo cual se logró mediante la lisis de estas seguida de una 

cuantificación proteica. Si bien, se esperaba observar cambios en la cantidad de 

proteínas presentes en rangos normoglicémicos versus diabéticos y 

prediabéticos, los resultados mostraron disparidades significativas en la 

concentración de proteínas de las VE, aunque no se evidenció un patrón claro de 

concentración relacionado con los niveles de HbA1c. Este hallazgo sugiere una 

complejidad en la regulación de las proteínas en las VE en respuesta a los 

cambios en los niveles de glucosa en sangre. Estos resultados son consistentes 

a los hallazgos realizados en vesículas proveniente de ratones diabéticos y 

normoglicémicos en donde se señala que existen diferencias en la cuantificación 

de proteínas entre estos dos grupos (Abolbaghaei et al., 2023). 

En una segunda fase del estudio, se procedió a cuantificar el número de VE en 

los diferentes rangos de HbA1c utilizando ELISA con el marcador específico 

CD63. Los resultados revelaron una relación inversa entre el número de VE y los 

niveles de HbA1c, observándose una disminución significativa en la cantidad de 

vesículas a medida que aumentaba el rango de HbA1c. Este hallazgo contradice 
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las expectativas basadas en la literatura, que sugiere un aumento en el número 

de VE en estados diabetogénicos(van Niel et al., 2018) 

Una posible explicación para esta disminución de VE en pacientes con niveles 

superiores de HbA1c podría estar relacionada con alteraciones en la biogénesis 

y liberación de VE en hiperglicemia crónica (Liu et al., 2022).  

 

La relación entre los niveles de HbA1c y la cantidad de VE aún no está 

comprendida y puede ser objeto de debate. Algunos estudios han reportado 

resultados contradictorios, con aumentos en la cantidad de VE en pacientes 

diabéticos en comparación con controles sanos (Freeman et al., 2018) . Otros 

estudios han reportado que una carga oral de glucosa reduce los niveles de VE 

en pacientes obesos normoglicémicos y en pacientes prediabéticos (Eichner, N. 

Et Al. 2019 (Eichner et al., 2019)). Estas discrepancias podrían deberse a 

diferencias en las poblaciones de estudio, en las técnicas de cuantificación 

utilizadas y en los contextos fisiopatológicos específicos de cada estudio.  

La mayoría de las publicaciones utilizan para la cuantificación de VE el NTA, una 

técnica, más acertada que mejora la reproducibilidad de resultados según la guía 

de la asociación internacional de vesículas extracelulares, a diferencia de la 

utilización de ELISA mediado por un marcador, que depende directamente de la 

expresión de dicho marcador para conocer la cantidad de vesículas presentes en 

las diferentes condiciones, si existiese un grupo de vesículas que no es CD63+, 

no estaría cuantificado por el kit, que aunque es altamente preciso es de baja 
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cobertura. La gran desventaja del NTA es el costo del equipo y la falta de equipos 

con esta tecnología en Chile, que hace más difícil la utilización de esta técnica y 

es por esto por lo que en este caso se decidió utilizar ELISA, que era una forma 

de cuantificación que estaba disponible para utilizar de forma inmediata (Kurian 

et al., 2021). 

 

 

En relación con la caracterización de las vesículas extracelulares (VE), es 

esencial subrayar que las VE derivadas de los rangos de HbA1c 1 al 5 exhibieron 

un tamaño coherente con los valores reportados en la literatura científica para VE 

pequeñas o exosomas (Johnson et al., 2020). En contraste, se identificó un 

aumento en el tamaño de las VE en el rango 6, con un rango mayor que sugiere 

la presencia de vesículas excepcionalmente grandes (<200 nm). Este fenómeno 

podría ser indicativo de la glicación de proteínas o la fusión de vesículas, dos 

procesos influyentes en la fisiopatología diabética. Según el estudio realizado por 

Burger, D. et al. (Burger et al.), se ha demostrado que la glucosa elevada 

aumenta el tamaño de las partículas liberadas por las células (Burger et al., 

2017). Este hallazgo es consistente con la observación de un aumento en el 

tamaño de las VE en respuesta a niveles elevados de HbA1c, como se 

documenta en nuestro estudio. Por lo que se puede sugerir que los niveles 

elevados de hemoglobina glicosilada, característicos de la diabetes 
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descontrolada, podrían desencadenar modificaciones en la composición y 

morfología de las VE. 

￼Para examinar nuestra hipótesis sobre el efecto de la glicosilación de las VE Al 

respecto, se ha demostrado que es posible evaluar la glicosilación de proteínas 

en base a su la capacidad inherente de fluorescencia, tal como ha sido 

previamente documentado por Lau, S et al. (Lau et al.). Nuestros resultados 

indican que conforme aumentan los niveles de HbA1c, se evidencia un 

incremento en la glicación de las VE, manifestado por un aumento en la 

fluorescencia. A niveles más elevados de HbA1c (rango 6), los resultados 

muestran una disminución en la fluorescencia, lo que sugiere que la fusión de las 

VE pueda enmascarar la determinación de la glicosilación. Esta hipótesis se 

correlaciona con el aumento del tamaño promedio de las VE a medida que 

aumentan los niveles de HbA1c. 

  El tamaño de las VE puede estar influenciado por la glicosilación y por la 

fusión de vesículas pequeñas. En este contexto, los hallazgos de este estudio 

sugieren que la fusión de VE podría ser un factor contribuyente significativo al 

incremento en el tamaño observado. Por tanto, sería muy interesante evaluar la 

morfología de las VE mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM), 

para corroborar esta hipótesis y obtener una comprensión detallada de los 

procesos subyacentes que conducen a las alteraciones en el tamaño y 

composición de las VE en respuesta a cambios en los niveles de HbA1c. 
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En el contexto de la investigación sobre vesículas extracelulares (VE), se 

emplean diversos marcadores clásicos como CD63, CD9, CD81 y TSG101 para 

su caracterización. Estos marcadores son fundamentales para identificar y 

estudiar las VE en diferentes tipos de muestras biológicas. En este estudio se 

pudo determinar la presencia de los marcadores CD81 y CD63 en los grupos 

investigados. CD63 fue evaluado de forma implícita, siendo utilizado como 

agente de captura de las VE mediante beads magnéticas en el proceso de 

citometría de flujo. Esta metodología permitió la identificación de vesículas 

extracelulares con doble marcación. Por otro lado, se observó un marcado 

positivo de CD81 en altos porcentajes en todas las poblaciones estudiadas, lo 

cual coincide con investigaciones previas realizadas por Shtam, T. et al. (2020), 

quienes reportaron una presencia notable de la población CD81+ de VE en 

diversas condiciones. La ausencia de poblaciones CD9+ en nuestro estudio no 

descarta la naturaleza de las vesículas estudiadas como VE, dado que esto 

puede atribuirse a varios factores. Estos incluyen la notable heterogeneidad de 

las VE, como se ha mencionado en estudios previos (van de Wakker et al., 2023), 

así como la sensibilidad técnica y la especificidad de unión de los marcadores 

CD9 a sus receptores. A partir de los ensayos realizados en este estudio, 

podemos concluir que las vesículas analizadas son, en su mayoría, VE pequeñas 

o exosomas. 
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Análisis Funcionales: Efecto de las VE de rangos crecientes de HbA1c en 
el metabolismo glucídico en células HEPG2. 

La evaluación del efecto de la progresión de la diabetes en la función hepática 

cobra vital importancia al considerar el papel central del hígado en el metabolismo 

glucídico. Este órgano desempeña un papel crucial en la regulación de la glucosa 

en sangre mediante procesos como la glicólisis, glucogenogénesis, 

glucogenólisis y gluconeogénesis. La disfunción metabólica asociada con la 

diabetes, caracterizada por la resistencia a la insulina y la hiperglucemia, puede 

tener un impacto significativo en la función hepática. Esta alteración metabólica 

puede conducir a la acumulación de lípidos en el hígado, dando lugar al desarrollo 

del hígado graso no alcohólico (NAFLD). Por lo tanto, comprender cómo la 

diabetes afecta el metabolismo hepático es esencial no solo para abordar la 

progresión de la diabetes, sino también para prevenir y tratar las complicaciones 

hepáticas asociadas, como el NAFLD. Bajo ese contexto evaluamos el efecto de 

las VE sobre el metabolismo glucídico en células HEPG2. Uno de los primeros 

pasos fue evaluar como las VE de los 6 rangos de HbA1c afectan la viabilidad de 

estas células. 

Los resultados obtenidos revelan que las vesículas extracelulares (VE) no 

inducen citotoxicidad ni provocan muerte celular en el modelo HEPG2, lo que 

sugiere su potencial aplicación en estudios funcionales. La literatura existente 

respalda la elección de una concentración de 5x10^8, como lo indican 

investigaciones previas (ElBadre, H. et al., 2023). Dado que esta concentración 

no compromete la viabilidad celular, se establece como la más adecuada para 
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ser empleada en los ensayos funcionales subsiguientes que requieran la 

participación de VE. Esta selección cuidadosa de la concentración de VE no solo 

garantiza la integridad del modelo celular, sino que también asegura la validez y 

fiabilidad de los resultados obtenidos en los experimentos posteriores. 

Los resultados obtenidos de la evaluación del efecto de las vesículas 

extracelulares (VE) de distintos rangos de HbA1c en las células HEPG2 revelan 

una respuesta compleja y específica de cada marcador y enzima involucrada en 

el metabolismo de la glucosa y la señalización de la insulina. 

  

En primer lugar, se observó que la expresión del mRNA de los transportadores 

de glucosa GLUT1, GLUT2 y GLUT4 mostró diferentes patrones en respuesta a 

los distintos rangos de HbA1c. Notablemente, se detectó una drástica 

disminución en la expresión de GLUT4 en el rango 3, mientras que la expresión 

de GLUT2 mostró un incremento en los rangos 2, 4 y 6, pero una reducción en 

los rangos 3 y 5. En cuanto a GLUT1, se evidenció una reducción en su expresión 

en los rangos 1, 3 y 5, mientras que no hubo cambios significativos en los rangos 

2, 4 y 6. Estos resultados están en consonancia en parte con lo discutido en la 

literatura, donde se ha observado una tendencia a la disminución en la expresión 

de GLUT4 en la diabetes tipo 2 (DMT2), mientras que GLUT1 y GLUT2 tienden 

a aumentar (Chadt & Al-Hasani, 2020 2020). Además, es importante considerar 

el posible impacto de los medicamentos consumidos por los pacientes. En este 

estudio, la condición más cercana a la patología pura está en el rango 
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prediabético, asociado con un tratamiento mínimo o nulo. Por otro lado, en los 

rangos diabéticos, existe un tratamiento farmacológico subyacente que podría 

influir en la calidad de los resultados. A pesar de estas consideraciones, los 

hallazgos sugieren una clara desregulación en la expresión de transportadores 

cruciales para el metabolismo glucídico, lo que podría tener implicaciones 

significativas en el rendimiento metabólico celular. 

  

Por otro lado, al analizar la expresión de las enzimas reguladoras de la glicólisis 

HKII, PKF y PKM, se identificaron patrones de expresión divergentes en 

respuesta a los diferentes rangos de HbA1c. Por ejemplo, la expresión de HKII 

mostró niveles estables en los rangos 1, 4 y 6, pero aumentó en los rangos 2 y 5, 

mientras que se observó una disminución drástica en el rango 3. Similarmente, 

para PKF, no se detectaron cambios significativos en los rangos 1, 2, 5 y 6, pero 

se registró una marcada en el rango 3. En el caso de PKM, no se observaron 

cambios en los niveles de expresión en los rangos 1, 2, 4, 5 y 6, pero se identificó 

una disminución drástica en el rango 3 en comparación con el control. En el caso 

de la hexoquinasa II (HKII), se espera que su expresión aumente con el 

incremento de glucosa, como se observa levemente en los rangos 4, 5 y 6 

(diabéticos) en comparación con el control (Rabbani et al., 2022 P., 2022). 

Respecto al piruvato quinasa (PKF), se esperaría un aumento en su expresión 

en etapas tempranas de aumento de glucosa, como se observa en cierta medida 

en el rango 2, pero conforme disminuye la disponibilidad de insulina, la expresión 
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de esta enzima tiende a disminuir, como se evidencia en los rangos 3, 4 y 5 

(Rabbani & Thornalley, 2023 2024). En el rango 6, se registra un ligero aumento 

de esta vía, posiblemente como una respuesta compensatoria cuando el tejido 

ya se encuentra en una etapa de desregulación avanzada debido al progreso de 

la patología 

  

En cuanto a la expresión del receptor de insulina (INSR) y el sustrato para 

receptor de insulina (IRS 2), se observaron cambios significativos en su expresión 

en respuesta a los distintos rangos de HbA1c. Mientras que la expresión de INSR 

no mostró cambios en los rangos 4 y 6, pero aumentó en el rango 2 y disminuyó 

en los rangos 1, 3 y 5, con una reducción más pronunciada en el rango 3; la 

expresión de IRS 2 disminuyó en los rangos 1 y 4, pero aumentó en los rangos 

2, 3, 5 y 6, siendo especialmente elevada en el rango 5. El patrón de 

comportamiento de INSR se alinea con lo anticipado en la literatura para la 

diabetes tipo 2 (DMT2) y condiciones de resistencia a la insulina (IR) 

(Payankaulam et al., 2019). Por otro lado, en cuanto al sustrato del receptor de 

insulina 2 (IRS2), su comportamiento muestra una tendencia opuesta al INSR en 

los rangos 3 y 5, lo que podría interpretarse como una medida compensatoria 

para activar el receptor de insulina. Investigaciones previas sugieren que la 

disminución de IRS2 perpetúa patrones diabetogénicos, lo que indica que se 

espera que su expresión esté reducida en DMT2 (Withers et al., 1998). Este 

fenómeno ha sido confirmado en pacientes diabéticos con una expresión 
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hepática disminuida de IRS2, aunque esta relación se destaca más en pacientes 

con hígado graso y diabetes (Krause et al., 2020). 

  

  

Además, los resultados de la captación de glucosa 2-NBDG revelaron una 

reducción significativa en el porcentaje de captación en el rango 3, tendencia que 

se mantuvo en los rangos 4, 5 y 6, indicando una disminución en la capacidad de 

captación de glucosa en células expuestas a VE de estos rangos de HbA1c. 

  

Por último, la medición del almacenamiento de glicógeno mostró una disminución 

en los rangos 3, 4 y 6, mientras que en el rango 6, el nivel de almacenamiento 

fue similar al del grupo control. Esto sugiere que la exposición a VE de estos 

rangos de HbA1c afecta negativamente el almacenamiento de glucógeno en las 

células HEPG2, especialmente en aquellos rangos asociados con estados 

prediabéticos o diabéticos. La literatura indica que los niveles de glicógeno 

tienden a disminuir en presencia de diabetes tipo 2 (DMT2), aunque el 

mecanismo exacto no está completamente comprendido (Galicia-Garcia et al., 

2020). Se sabe que la insulina es crucial en la síntesis de glicógeno hepático, y 

la sobreexpresión de GYS podría ser compensatoria y una respuesta al uso de 

medicamentos como la insulina, administrada en diabetes más avanzada. 

Los mayores cambios se observan en el rango 3, el análisis de estos datos revela 

una respuesta distintiva de las células hepáticas HEPG2 a las vesículas 
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extracelulares asociadas con la prediabetes. Se observa una reducción en la 

expresión de GLUT2, sugiriendo una disminución en la captación de glucosa, y 

un aumento en la expresión de IRS2, indicando un intento de compensación 

frente a la resistencia a la insulina. Además, se registra una disminución en la 

expresión de PKM, lo que sugiere una reducción en la capacidad de 

metabolización de glucosa (figura 5-1). Estos hallazgos subrayan la adaptación 

compleja de las células hepáticas en la prediabetes para mantener la 

homeostasis glucémica. Este entendimiento podría guiar el desarrollo de terapias 

dirigidas a prevenir la progresión a diabetes tipo 2 y sus complicaciones 

hepáticas. 

Respecto al rango 6, caracterizado por niveles de HbA1c mayores al 10%, se 

observa una respuesta metabólica disfuncional en las células hepáticas HEPG2, 

a pesar del tratamiento con antidiabéticos e insulina. Aunque ocurren cambios 

metabólicos que apuntan a mejorar el uso y almacenamiento de glucosa, persiste 

la hiperglucemia, lo que sugiere una ineficacia en la regulación glucémica a nivel 

hepático en este estado avanzado de la diabetes tipo 2 (figura 5-2). 

  

En conjunto, estos resultados indican una respuesta heterogénea de las células 

HEPG2 a las VE de diferentes rangos de HbA1c, lo que sugiere una compleja 

interacción entre el estado glucémico y la función celular, destacando la 

importancia de evaluar detalladamente los efectos de las VE en el contexto de la 

progresión de la diabetes y sus implicaciones en el metabolismo hepático. 
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Figura 5-1 Esquema resumen de la expresión de las vías relacionadas a la 
glucosa y almacenamiento de glicógeno del Rango 3. Fuente: Elaboración Propia 
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Figura 5-2 Esquema resumen de la expresión de las vías relacionadas a la 

glucosa y almacenamiento de glicógeno del Rango 6. Fuente: Elaboración Propia 
 

Análisis estadísticos de los datos clínicos y ensayos funcionales. 

Con respecto a los datos clínicos, se observaron diferencias significativas 

principalmente en la HbA1c y la glicemia (p-valor < 0.0001), los cuales son 

parámetros críticos en el diagnóstico y seguimiento de la DMT2, justificando su 

relevancia en el análisis estadístico de correlación, como el ANOVA. Otros 

parámetros clínicos, aunque relacionados con la enfermedad, no son específicos 

de la diabetes y sus fluctuaciones pueden atribuirse a otras condiciones 

subyacentes. Es importante destacar que la HbA1c y la glicemia tienden al 

aumento y están correlacionadas. En relación al colesterol total, LDL, VLDL y 

triglicéridos, la mayoría de los parámetros clínicos no mostraron significancia 

estadística y no tienden al aumento, excepto el colesterol VLDL, que mostró una 

leve tendencia creciente con los niveles de HbA1c y glicemia. 
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Al aplicar el Análisis de Componentes Principales (PCA) a los datos, se observa 

que el 42% de la variabilidad está representada por la primera dimensión, y casi 

el 70% por las dos primeras dimensiones. Se identifica una tendencia positiva en 

la DIM 1 y una tendencia negativa en la DIM 2 a medida que se avanza en los 

rangos. Esta variación en la varianza de los rangos se corresponde con la 

progresión de la enfermedad, ya que los pacientes con DMT2 muestran mayores 

niveles de HbA1c y alteraciones en el perfil lipídico. Esto se condice además con 

lo observado en estudios como el de De, D. Et Al (De et al.) en donde los 

parámetros clínicos de pacientes diabéticos y normoglicémicos que más 

sobresaltan es la hemoglobina glicosilada y perfil lipídico tiene un menor impacto, 

en la dimensión contraria.  

  

En cuanto a la distribución de los grupos, aunque no haya separación completa, 

se distinguen tres grupos dentro de los seis rangos establecidos. Estos grupos 

se definen por los rangos de HbA1c: normoglicémicos (rangos 1 y 2), pre-

diabéticos (rango 3), y diabéticos (rangos 4, 5 y 6). 

  

En el caso de la gráfica que explica los datos con la varianza, se destaca que las 

variables de glicemia, grupo y HbA1c tienen un alto coseno cuadrado (cos^2), lo 

que indica una fuerte influencia en la varianza de los datos y una buena 

representación en las dimensiones correspondientes. Las variables del perfil 

lipídico, aunque tienen un cos^2 menor, también están bien representadas por 
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las primeras dos dimensiones. Por otro lado, la variable IR tiene una baja 

representatividad en las dimensiones del PCA. Este comportamiento se condice 

con lo visto en literatura, en donde el perfil lipídico se mantiene en la mismo 

cuadrante dimensional a excepción de HDL y HbA1c se mantiene un cuadrante 

distinto ("Standards of Care in Diabetes-2023 Abridged for Primary Care 

Providers," 2022). 

  

Para la jerarquización de las muestras individuales de pacientes, se observa la 

separación en dos grupos principales: uno gris y otro azul. Los pacientes de los 

primeros tres rangos tienden a agruparse en el grupo azul, mientras que los 

pacientes de los últimos tres rangos se agrupan en el grupo gris. Las similitudes 

en los parámetros clínicos entre los nodos cercanos indican una coherencia en 

la agrupación de los datos según los rangos de HbA1c. En resumen, al considerar 

únicamente los parámetros clínicos, se podrían identificar diferencias 

significativas entre estos grupos. 

 

 

Los datos de los ensayos funcionales presentan una alta significancia estadística, 

con un valor de p < 0.0001 en su mayoría, lo que indica una fuerte relación entre 

estas variables y los grupos de estudio. Al aplicar el Análisis de Componentes 

Principales (PCA) a estos datos, se encuentra que el 66% de la variabilidad está 

representada por la primera dimensión y casi el 90% por las dos primeras 
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dimensiones, lo cual permite una representación efectiva de la estructura de los 

datos en un plano bidimensional. 

  

Cuando se distribuyen los valores individuales en un plano bidimensional, se 

encuentra que los grupos están fuertemente separados unos de otros, 

destacando la influencia del grupo 3 (Rango 3, HbA1c 5.7-6.4), que exhibe una 

relación más compleja con otras variables, explicada principalmente por la 

segunda dimensión del PCA. Por otro lado, los grupos 1 y 2 tienen una mayor 

influencia en la dirección definida por la primera dimensión, lo que indica que 

estas variables tienen un peso significativo en la variabilidad total de los datos. 

  

En cuanto al comportamiento de las variables individuales, la mayoría presenta 

un alto valor de coseno cuadrado (COS2), lo que indica una buena 

representación en las componentes principales del PCA. Las vías relacionadas 

con la glucosa muestran una alta relevancia, mientras que otros ensayos 

funcionales como la captación de 2NBDG o el almacenamiento de glicógeno 

(CAG) también son relevantes, aunque en menor medida. Es importante destacar 

que la falta de réplicas puede haber afectado la prolijidad de los resultados 

obtenidos. 

  

El dendrograma de la figura 4-20 revela un orden jerárquico de las muestras 

individuales de los ensayos funcionales, con una agrupación coherente según los 
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rangos de hemoglobina glicosilada. Esto sugiere que los ensayos funcionales 

tienen una alta relevancia en la agrupación de los datos y refuerza la importancia 

de los parámetros de hemoglobina glicosilada y glicemia en la separación de 

grupos. 
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6. CONCLUSIÓN Y PROYECCIONES 

En este estudio, se evidenció que las vesículas extracelulares (VE) muestran 

variaciones según los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1c), lo que sugiere 

una asociación entre la composición de estas vesículas y el estado glucémico del 

individuo. Además, se observó que las VE provenientes de rangos elevados de 

HbA1c presentan una morfología distinta en comparación con las provenientes 

de rangos normoglicémicos, lo que podría ser discernible mediante técnicas 

como la microscopía electrónica de transmisión. 

  

Asimismo, se identificó que las VE ejercen un impacto metabólico en el tejido 

hepático, lo que sugiere que un entorno hiperglicémico puede modificar el 

contenido de estas vesículas, generando alteraciones en los tejidos receptores. 

La expresión de genes relacionados con la glicólisis y la gluconeogénesis se ve 

notablemente afectada por las VE más asociadas con la diabetes, lo que podría 

explicarse por los efectos en el perfil hepático y el metabolismo lipídico. Este 

fenómeno podría contribuir al aumento de la glicemia, exacerbando los síntomas 

de la diabetes, dado que existen múltiples factores involucrados en la glicemia 

crónica, como se discute en el octeto ominoso. 

  

Además, se destaca la importancia de investigar el perfil hepático de los 

pacientes y realizar experimentos funcionales, como la captación de colesterol, 

para comprender mejor cómo las VE afectan el metabolismo lipídico. La 
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utilización de medicamentos antidiabéticos puede generar limitaciones en el 

estudio como los del Rango 6 (HbA1c >10). 

  

En cuanto al análisis de datos, se observó que las agrupaciones obtenidas 

mediante análisis de componentes principales (PCA) difieren entre los conjuntos 

de datos presentados, aunque ambos están correlacionados con los niveles de 

glicemia y HbA1c. Se propone la realización de ensayos futuros utilizando datos 

individuales de pacientes para analizar ensayos funcionales y resultados clínicos 

en un solo PCA, lo que podría brindar una visión más completa del 

comportamiento metabólico en diferentes niveles de HbA1c. 

  

En conclusión, el efecto de las VE parece depender asociarse al del rango de 

HbA1c al que pertenecen y podría tener implicaciones metabólicas en los tejidos 

diana, lo que subraya la importancia de comprender su papel en la fisiopatología 

de la diabetes mellitus. 
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7. GLOSARIO 

DMT2 Diabetes Mellitus Tipo 2 

 
DMG Diabetes Mellitus Gestacional 

 
HbA1c Hemoglobina Glicosilada 

 
R1 Rango 1 HbA1c < 4.9 

 
R2 Rango 2 HbA1c 5.0-5.6 

 
R3 Rango 3 HbA1c 5.7-6.4 

 
R4 Rango 4 HbA1c 6.5-7.8 

 
R5 Rango 5 HbA1c 7.9-10 

 
R6 Rango 5 HbA1c > 10 

 
VE Vesículas Extracelulares Pequeñas 

 
DLS Dynamic light Scattering 

 
SRB Sulforodamina B 

 
TCA Acido Tricloro Acético 

 
ADN Acido desoxirribonucleico 

 
ARN Acido ribonucleico 

 
MVB Cuerpo multivesicular 

 
TEM Microscopía electrónica de transmisión 

 
NTA Nanoparticle Tracking Analysis 

 
GYS Glucógeno sintasa 

 
PYGM Glucógeno Fosforilasa 

 
GLUT1 Transportador de Glucosa 1 
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GLUT2 Transportador de Glucosa 2 

 
GLUT4 Transportador de Glucosa 4 

 
HKII Hexoquinasa 2 

 
PKF Fosfatofructoquinasa 

 
PKM Piruvato quinasa 

 
PCK1 Fosfofenolpiruvatocarboxiquinasa 

 
G6PC Glucosa-6-fosfatasa 

 
INSR Receptor de Insulina 

 
IRS2 Sustrato de Insulina 2 

 
PCA Análisis de Componentes Principales 
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1. ANEXO 

 

1. Patrocinio 
Proyecto FONDECYT iniciación 11109522 y VRID-UDEC 220.062.043M 

 

2. Ética 
Las muestras obtenidas para este estudio son donaciones desde el CESFAM de 

Hualqui, estas muestras son de pacientes anónimos, por ende, la información 

personal de los participantes no será compartida por los investigadores 

involucrados en el estudio. Todos estos procedimientos y protocolos están 

aprobados por el comité de ética de la facultad de ciencias biológicas de la 

Universidad de concepción y por el Servicio de Salud De concepción SEC-23-09-

2023. 

 

Se utilizará el siguiente formato para el consentimiento informado para el uso de 

muestra de los pacientes.  

 

https://doi.org/10.2147/IJN.S264498
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3. Ejemplo de Consentimiento informado 
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4. Carta Comité de Ética Facultad Ciencias Biológicas 
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5. Carta Comité de Ética Servicio de Salud Concepción 
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6.  Residuos biológicos 
 

Para el descarte de residuos biológicos se seguirán las indicaciones 

recomendadas por MATPEL. Empresa encargada del manejo de residuos de la 

Universidad de Concepción.  
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