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Vesiculas extracelulares
como fuente de nuevos
biomarcadores en diabetes

a incidencia de diabetes esta aum

entando en todo el mundo,

y casi la mitad de los casos permanecen sin diagnosticar.
El estudio transversal Di@bet.es ya mostro, en una muestra

representativa de la poblacion es

nanola, el elevado niimero

de personas con diabetes y predia
control deficiente de los niveles de gluc

betes desconocidas (1). Un
osa provoca complicacio-

nes vasculares, que son la principal causa de morbilidad asocia-
da a la enfermedad. Los métodos actuales de diagndstico de los
trastornos metahalicos proporcionan pocas pistas sobre la etiologia
de la enfermedad o sobre su evolucion posterior y la incidencia de
complicaciones. La deteccion temprana de los individuos afectados
permitiria implementar terapias oportunas y efectivas.
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“LAS VESICULAS EXTRACELULARES CIRCULANTES EN LA SANGRE
HAN SURGIDO COMO UNA FUENTE DE NUEVOS BIOMARCADORES PARA EL DIAGNOSTICO
Y LA PREDICCION DE LAS COMPLICACIONES DE LA DIABETES.”

BIOMARCADORES EN DIABETES.

Los biomarcadores son moléculas o
modificaciones de éstas que sedalan
la existencia de una enfermedad y de
sus complicaciones asociadas, al mismo
tiempo que permiten predecir el riesgo
de padecer la enfermedad o su progre-
sion. Uno de los objetivos del uso de bio-
marcadores moleculares es la deteccién
de la enfermedad en una etapa primaria,
lo que puede favorecer una intervencién
lo mas temprana posible. También es
muy importante encontrar biomarcado-
res moleculares que puedan predecir la
progresién de la enfermedad y la eficacia
de un tratamiento, lo que permitiria un
tratamiento personalizado. Para que un
biomarcador sea de maxima utilidad tie-
ne que cumplir que sea especifico, sensi-
ble, predictivo y no invasivo. En general,
los biomarcadores son moléculas que se
encuentra en fluidos corporales (como la
sangre) o tejidos de facil acceso.

La glucosa en ayunas, la glucosa a las 2
horas después de una sobrecarga oral
con glucosa y la hemoglobina glicosila-
da (HbA1c) son marcadores glucémicos
que se utilizan para diagnosticar la dia-
betes y para el control de la glucemia
en pacientes con diabetes, y que podria-
mos considerar como los biomarcadores
“cldsicos”. La presencia de anticuerpos
contra proteinas de las células beta pan-
credticas también pueden considerarse
como biomarcadores para la diabetes
tipo 1 (DM1). La insulina en ayunas refle-
ja una combinacién de secrecién de insu-
lina y resistencia a la insulina, los cuales
son componentes de la diabetes tipo 2
(DM2), reflejando también el aclaramien-
to deinsulina. En las ultimas dos décadas
han surgido nuevos marcadores basados
en técnicas de genémica. Aungue se ha
demostrado cierto grado de heredabili-
dad en la DM2, los locus de riesgo identi-
ficados con la llegada de los estudios de
asociaciéon genética global (GWAS) expli-

can solo un bajo porcentaje de casos. Por
lo tanto, a excepcion de los casos mono-
génicos de diabetes, el uso de la genética
o de los cambios epigenéticos en células
de la sangre para predecir el desarrollo
o la progresién de la enfermedad meta-
bélica aln presenta muchas limitaciones.

LOS MICRORNAs COMO NUEVOS
BIOMARCADORES.

Los microRNAs (o miRNAs) pertenecen
al grupo de RNAs que conocemos como
no codificantes (non-coding RNAs). Se
denominan asi porque no codifican para
una proteina, pero ahora se sabe que
desempefan funciones esenciales. En
concreto, los microRNAs son moléculas
pequenas de RNA de cadena simple, nor-
malmente de unas 20-23 bases, y que
tienen una funcién reguladora sobre
la traduccién de una molécula de RNA
mensajero (MRNA) a proteina. Hoy en
dia se conocen centenares de microR-
NAs distintos en los mamiferos, y cada
uno de ellos se unen a los extremos
3'UTR de mRNAs especificos (llamados
dianas), ejerciendo su funcién de dos

vesiculas extracelulares
(ej. exosomas)

maneras: impidiendo la traduccién de la
proteina por los ribosomas, o induciendo
la degradacién del mRNA.

Los microRNAs estan codificados por ge-
nes y ejercen su accién en el interior de
las células. Como otros genes, su expre-
sion se ve alterada en distintos tejidos
en personas y animales con diabetes o
con el metabolismo de la glucosa alte-
rado (2). El interés de estos microRNAs
experimentd un fuerte repunte cuando
se encontraron microRNAs en la sangre
(microRNAs circulantes). Hace ya mas
de una década que gané fuerza la posi-
bilidad que los microRNAs circulantes en
sangre podrian ser biomarcadores de la
diabetes, tanto para su diagndéstico como
para identificar personas con riesgo de
desarrollarla (3). Hoy en dia, existe una
amplia variedad de kits comerciales para
el aislamiento de los microRNAs tanto de
tejido como de plasma o suero. Al ser los
microRNAs secuencias de RNA peque-
fas, su identificacion puede realizarse
mediante PCR cuantitativa y actualmen-
te varias compafias comerciales ofrecen
ensayos para el andlisis de la expresion

proteinas de membrana
(ej. integrinas, tetraspaninas)

proteinas citoplasmaticas
(ej. enzimas)

FIGURA 1. Los exosomas son un tipo de vesiculas extracelulares liberadas por las células. Estas vesiculas
contienen muchos componentes de una célula, como por ejemplo ADN, ARN (incluidos microRNAS), Lipidos,

metabolitos y proteinas citoplasmaticas y de la superficie celular, que pueden explotarse como biomarcadores
en la diabetes y sus complicaciones. Esta figura fue creada usando Servier Medical Art (www.smart.servier.com).
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de centenares de microRNAs de una mis-
ma muestra. Pero los avances de la gené-
mica, y en concreto de la secuenciacién
de nueva generacién, ya permiten cuan-
» tificar el conjunto de moléculas de ARN
(incluidos los microRNAs y otros ARNs
no codificantes), lo que va a facilitar la
identificacién de nuevos biomarcadores
de una forma mas rapida y efectiva, asi
como su validacién en distintas cohortes.

Distintos estudios transversales han
revelado un aumento de algunos
microRNAs y una disminucién de otro
conjunto de microRNAs en pacientes con
DM2 y prediabetes (4, 5). Es importante
sefalar que el perfil de los microRNAs en
pacientes prediabéticos y con diabetes
es distinto, lo que puede ayudar a discri-
minar los pacientes en distintos estados
de la enfermedad. Ademés, estudios lon-
gitudinales han revelado también cam-
bios en los niveles de ciertos microRNAs
en un seguimiento a lo largo de un tiem-
po (permitiendo encontrar una correla-
ciéon de microRNAs con la incidencia de la
diabetes o de complicaciones derivadas),
asi como en respuesta a un tratamiento
farmacolégico (por ejemplo, la metfor-
mina) o a una intervencién sobre el estilo
de vida (por ejemplo, la implementacién
de un programa de ejercicio). Estos da-
tos muestran el potencial de los miRNAs

circulantes como biomarcadores de diag-
néstico de prediabetes y de monitoriza-
cién de un tratamiento.

LAS VESICULAS EXTRACELULARES
COMO FUENTE DE NUEVOS
BIOMARCADORES EN DIABETES

Todas las células liberan vesiculas mem-
branosas denominadas genéricamen-
te como vesiculas extracelulares (VEs)
como parte de su fisiologia normal. En
funcién de su biogénesis, las VEs se pue-
den clasificar en cuerpos apoptéticos,
microvesiculas y exosomas. Los exoso-
mas son VEs con un rango de tamafo
de ~40 a 160 nm de didmetro (prome-
dio ~100 nm) con un origen endosémi-
co. Los exosomas se forman cuando la
membrana de los endosomas primarios
se invagina, engullendo una porcién del
citoplasma y fusiondndose con otras ve-
siculas y orgdnulos intracelulares, lo que
contribuye a la diversidad en los consti-
tuyentes de los exosomas, dando lugar
a un cuerpo multivesicular (MVB). Estos
MVB se fusionan con los lisosomas para
reciclar los componentes celulares, pero
algunos de ellos se fusionan con la mem-
brana plasmadtica y liberan los exosomas
al medio extracelular. Dependiendo de
la célula de origen, las VEs, incluidos los

exosomas, pueden contener muchos
componentes de una célula, como por
ejemplo ADN, ARN, lipidos, metabolitos
y proteinas citosodlicas y de la superficie
celular. Es dificil obtener preparaciones
puras de exosomas o microvesiculas, ya
que sus tamafos se superponen y Nno
existen buenos marcadores proteicos es-
pecificos. Por este motivo, la mayoria de
los estudios que se centran en exosomas
o microvesiculas analizan poblaciones de
vesiculas mixtas, usando el término ge-
nérico de vesiculas extracelulares (VEs).

Las VEs desempefan una funcién en la
comunicacién intercelular al intercam-
biar la carga que llevan entre células ve-
cinas de un mismo tejido, pero también
entre tejidos y érganos distantes. Al ser
liberadas por las células, las VEs llegan
con mayor o menor medida al torrente
circulatorio, de manera que su presencia
en la sangre puede ser un indicador de
ciertas patologias y la carga que llevan
puede ser cuantificada mediante téc-
nicas de biologia molecular, siendo los
microRNAs seguramente las moléculas
mas estudiadas con esta finalidad. Du-
rante los Ultimos anos se ha acelerado la
investigacién de las VEs como fuente de
biomarcadores de riesgo de desarrollar
DM2. En estudios longitudinales en pa-
cientes inicialmente diagnosticados con
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» prediabetes, se han identificado microRNAs en las VEs cuyos ni-
veles son capaces de discriminar las personas a las que se diag-
nostica DM2 al cabo de unos afos de seguimiento (6). El hecho
que, en general, el perfil de los microRNAs de las VEs de los
sujetos prediabéticos que progresan a diabetes manifiesta sea
mas similar al de los pacientes con diabetes que al perfil de los
sujetos prediabéticos que no progresan a diabetes indica que
estos biomarcadores se anticipan a los marcadores bioquimicos
usados para la diagnosis de la diabetes franca. Estos biomarca-
dores podrian por tanto implementarse para identificar sujetos
con prediabetes con alto riesgo de desarrollar DM2.

El estudio de las VEs circulantes es adn muy incipiente, y segu-
ramente estamos simplificando mucho su relevancia en la san-
gre, donde se encuentran VEs liberadas por todos los érganos
del organismo. La falta de especificidad tisular, entre otras ra-
zones, dificulta su interpretacion clinica. Por tanto, uno de los
aspectos donde se tendrd que incidir en los préximos afos es la
identificacién de subgrupos de VEs en funcion de su origeny de
la condicién fisiolégica que provoca los cambios en sus niveles.
Esto serd esencial para encontrar la etiologia de la enfermedad,
los mecanismos de comunicacién entre 6rganosy para identifi-
car las células que se encuentran afectadas en un estado pato-
légico. Una estrategia que ya se estd usando es la de purificar
VEs mediante anticuerpos especificos para proteinas de mem-
brana especificas de distintos subgrupos de VEs y que en mu-
chas ocasiones viene determinado por el tejido de origen. Por
ejemplo, se han identificado microRNAs afectados en las VEs
circulantes que expresan CD31 en pacientes con DM2 y que se
han propuesto como una herramienta potencial para detectar
complicaciones cardiovasculares de la DM2 (7).

En referencia a la DM1, se ha descrito que los islotes humanos
tratados con citoquinas inflamatorias liberan VEs enriquecidas
en microRNAs que también se han encontrado aumentados en
el suero de personas con DM1 y ratones NOD (un modelo de
DM1), por lo que podrian actuar como un posible biomarcador
(8). Otros estudios han identificado microRNAs cuyos niveles se
encuentran aumentados o reducidos en los exosomas aislados
de personas con DM1 de larga duracién (9). En estos casos, ya se

ha diagnosticado la diabetesy por lo tanto ya existe muy poco o
nada de remanente de célula beta. Serd interesante seguir estu-
diando este aspecto por si podemos encontrar biomarcadores
de destruccién de célula beta cuando aln existe una carga celu-
lar suficiente y sin sintomatologia evidente.

Se espera que en los préximos afos se ird conociendo con mas
detalle la biologia de las VEs. La aplicacién de la metabolémica
para la identificacion integral de moléculas pequefas, incluidos
aminodcidos, carbohidratos, lipidos, péptidos y dcidos organi-
cos, entre otros, asi como de la protedmica para la identificacion
de proteinas serdn esenciales para encontrar biomarcadores
en las VEs. En este sentido, las cada vez mdas sensibles técnicas
de protedmica han permitido encontrar cambios en proteinas
y fosfoproteinas en las VEs a lo largo del espectro de la DM2
(10). Las diferencias encontradas entre muestras procedentes
de personas con prediabetes y DM2 pueden ser la base del de-
sarrollo de los eventos tempranos patogénicos que conducen a
la diabetes y a sus co-morbididades. D

EN CONCLUSION

El uso de biomarcadores en diabetes, debido a la elevada
prevalencia de esta enfermedad, debe ser poco invasivo,
econémicamente rentable y con la menor complejidad
técnica posible para que sea efectivo el diagndstico y el
prondstico no solo cuando aparecen los sintomas sino
en programas de cribado generales de la poblacion. Las
evidencias obtenidas hasta el momento indican que las
VEs son una fuente importante de biomarcadores para el
diagndstico y la prediccion del riesgo y de la progresion
de esta enfermedad. En los préximos afos habra que ir
perfeccionando los aspectos técnicos para su aplicacion
en la practica clinica.
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