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RESUMEN

La Diabetes Mellitus es un transtorno sistémico con alteraciones del metabolismo de
los hidratos de carbono, lipidos y proteinas. La forma clinica predominante es la
diabetes tipo 2 o no-insulino dependiente, siendo la enfermedad cardiovascular, la
principal causa de muerte en estos pacientes.

El desarrolllo de la diabetes estd precedido por un periodo de resistencia a la
insulina y de hiperinsulinemia. La incidencia de hipertension arterial y el stress
oxidativo estan aumentados en los pacientes diabéticos y asociados a alteraciones
vasculares.

Se evalu¢ la disfuncion endotelial en la diabetes tipo 2 mediante diferentes estudios
clinicos en pacientes y se realizaron estudios experimentales con células endoteliales
humanas, ratones y macr6fagos. Se propusieron como objetivos:

- Determinar la presencia de activacion plaquetaria y la expresion de
proteinas adhesivas.

- Evaluar el metabolismo del 6xido nitrico y la expresion de NOS.

- Estudiar la liberacion de citoquinas y FvW.

- Determinar los niveles plasmaticos de ET-1 en los pacientes diabéticos y
su interaccion con el NO.

- Relacidn entre los niveles plasmaticos de insulina, PAI-1 y Péptido C.

- Evaluacion de la funcion endotelial a través de la medicion de la
respucsta vasodilatadora a la isquemia hiperémica.

- Seguimiento secuencial de los parametros metabodlicos, vasoactivos y
marcadores de disfuncioén endotelial en una poblacidn de individuos hipertensos
bajo tratamiento con una droga antihipertensiva y en otra poblaciéon sin
tratamiento farmacologico.

- Estudiar la accion de los AGEs en células endoteliales obtenidas a partir
de cordon umbilical humano. Determinar la migracion de las CE en presencia de
AGEs. Realizar co-cultivos de células endoteliales con eritrocitos provenientes
de pacientes diabéticos tipo 2.

- Determinar la respuesta en un modelo experimental animal (ratones
Balb/c) expuesto a distintas concentraciones de albumina glicosilada.

- Estudio comparativo entre macréfagos murinos y la linea celular U-937,
monoblastos de origen humano, diferenciada a macrdfagos.

La accion de los AGEs observada en los experimentos in vitro e in vivo
reprodujo, en parte, los resultados obtenidos en los pacientes estudiados.

Los pacientes diabéticos expresaron marcadores de activacion plaquetaria y
presentaron alteraciones en el metabolismo del NO y su interrelacién con la ET-1.
Las proteinas reactantes de fase aguda tales como FvW, Fibrindgeno y PAI-1
cstuvieron ¢levadas y asociadas a la condicion de insulino-resistencia.

Las drogas antihipertensivas tipo IECA mejoraron significativamente la funcién
endotelial, disminuyendo el riesgo de eventos trombéticos.

Palabras clave: diabetes, hipertension arterial, disfuncién endotelial. 6xido
nitrico, activacion plaquetaria. trombosts.



SUMMARY

Diabetes Mellitus is a sistemic disorder with alterated carbohydrates, lipids and
proteins metabolisms. The most frecuent type is the non-insulin dependent diabetes
or type 2 diabetes. The cardiovascular disease is the main cause of death in these
patients.

A period of insulin-resistance or hyperinsulinaemia may preced the onset of
diabetes. Arterial hypertension incidence and oxidative stress are increased in
diabetic type 2 patients and associated to vascular alterations.

Endothelial dysfunction was evaluated through different kind of clinical studies
in patients. Experiments were also performed in human endothelial cells. mice and
macrophages. The objetives of this Thesis were:

- To ¢valuate the platelet activation and the adhesive proteins expression.

- To analyse the nitric oxide metabolism and nitric oxide synthases expression.

- To study the cytokines and von Willebrand Factor release.

- To analyse the relatioship among insulin, PAI-1 and C Peptide plasmatic levels.

- To evaluate the endothelial function by the measure of the vasodilator response
to the hyperemic ischemia.

- Time followed metabolic and vasoactive parameters and endothelial dysfunction
markers in a hypertensive patients group under anti-hypertensive drug treatment
and in another hypertensive patients group without pharmacologic treatment.

- To study AGEs action on the endothelial cells obtained from human umbilical
cord and on their migration. To evaluate the endothelial cells and red blood cells
from diabetic type 2 patients co-culture.

- To propose the response of an experimental animal model (Balb/c mice) at
different concentration of glycated albumin.

- To compare murin macrophages and human monoblastic cellular line U-937,
diferentiated to macrophage.

The results obtained from the clinical studies were reproduced at least in part. for in
vivo and in vitro experiments done under the action of AGEs.

Platelet activation markers were expressed in diabetic and they also showed NO
metabolism and an altered relationship with ET-1.

Plasmatic levels of acute reactant phase proteins such as von Willebrand Factor,
Fibrinogen and PAI-1 were increased and associated with the insulin-resistance
condition.

Anti-hypertensive drugs such as angiotensin-converting enzyme inhibitor
significantly improved the endothelial function and in consequence. may decrease
the thrombotic events risk.

Key words: type 2 diabetes, arterial hypertension, endothelial dysfunction. nitric
oxide, platelet activation, thrombosis.
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ABREVIATURAS

Ach: Acetil colina

ADP: Difosfato de adenosina

AGEs: Advanced glycation end products, productos finales de glicosilacion avanzada

AMP-.: Monofosfato de adenosina ciclico

AT: Antitrombina II1

AT II: Angiotensina II

ATP: Trifosfato de adenosina

BH,: Tetrahidrobiopterina

CD62P: P-Sclectina

CD63: Glicoproteina 53

CE: Célula/s endotclial/es

CMLYV: Célula/s muscular/es lisa/s vascular/es
DBT 2: Diabetes tipo 2

ECA: Enzima convertidora de la Angiotensina
ECE: Enzima convertidora de la Endotelina
EDHF: Factor hiperpolarizante derivado de endotelio
EDRF: Factor de relajacion derivado de endotelio
EGF: Factor de crecimiento epidermal

eNOS, NOS I11: Oxido nitrico sintetasa endotelial
ET-1: Endotelina 1

ET-2: Endotelina 2

ET-3: Endotelina 3

ETa:Receptor tipo A de Endotelina- 1

ETjs: Receptor tipo B de Endotelina-1

FAD: Dinucleétido de flavina-adenina

FAU: Sistema de filamentos de actina relacionados con la union
FGF: Factor de crecimiento fibroblastico

FMN: Mononucleétido de flavina

FvW: Factor von Willebrand

GC: Guanilato ciclasa

GMP: Monofosfato de guanidina

GMP,: Monofosfato de guanidina ciclico



Abreviaturas

GMP 140: Granule membrane protein 140, proteina de membrana de granulo a
plaquetario de 140 kDa

GP Ib-1X: Glicoproteina Ib-I1X

GP 1Ibllla: Glicoproteina IIbllla

GP 53: Glicoproteina 53

HbA1c: Hemoglobina glicosilada

Hcy: Homocisteina

HTA: Hipertension arterial

IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de la Angiotensina

IL-1: Interleuquina 1

IMC: indice de masa corporal

iNOS, NOS II: Oxido nitrico sintetasa inducible

ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1; molécula de adhesion intercelular 1
NADH: Dinucleétido de nicotinamida-adenosina

NADPH: Dinucleétido monofosfato de nicotinamida-adenosina

nNOS. NOS I: Oxido nitrico sintetasa neuronal

NO: Oxido nitrico

O12": Anién superdxido

ONOO’: Anién peroxinitrito

PADGEM: Platelet activation dependent granule external membrane protein, proteina
de membrana de granulo o plaquetario dependiente de activacion plaquetaria.
PAF: Factor activante plaquetario

PAI-1: Inhibidor del activador tisular del plasminégeno

PDGF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas

PG]I;: Prostaciclina

PKC: Protein quinasa C

P-Sel: P-Selectina

PSGL-1: P-Selectin glycoprotein ligand-1, glicoproteina ligando-1 de P-Selectina
RAGE: Receptor de los productos finales de glicosilacion avanzada

SOD: Superéxido dismutasa

sP-Sel: P-Selectina soluble

TG: Triglicéridos



Abreviaturas

TGFB:Factor de crecimiento transformador 3

VCAM-1: Vascular cellular adhesion molecule 1; molécula de adhesion celular 1
TM: Trombomodulina

TNF a: Factor de necrosis tumoral a

t-PA: Activador tisular del plasmindgeno

TXA;: Tromboxano A,

WP: Cuerpos de Weibel-Palade de célula endotelial
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Introduccion 1

1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS VASOS SANGUINEOQOS

El sistema circulatorio sanguineo estd compuesto por: la circulacion sistémica, la
circulacidn pulmonar y la circulacion portal'.

En particular, la circulacion sistémica envia sangre oxigenada desde una bomba
central, ¢l corazon, hacia todos los tejidos del organismo a través del sistema arterial.
produciéndose el intercambio de nutrientes y productos metabdlicos, regresando sangre

con un alto contenido c¢n didoxido de carbono a través del sistema venoso desde los

tejidos al corazén®.

Toda la sangre de la circulacidn sistémica sale del corazon a través de la artcria
aorta, que se va dividiendo en arterias mas pequefias y luego en arteriolas,
ramificindose hacia los diferentes Organos, adquiriendo caracteristicas propias dc
estructura y funcion. Las arteriolas se ramifican, a su vez, en vasos muy delgados, los
capilares, formando una red densa denominada microvasculatura®,

En los capilares ocurre el intercambio de gases, nutrientes y productos
metabdlicos”.

Las venas de diferentes organos y tejidos se unen para formar dos grandes vasos:

la vena cava superior (venas provenientes de cabeza y cuello) y la vena cava inferior

(venas de la porcién inferior del cuerpo)’.

En la Tabla N° 1 se comparan los diferentes tipos de vasos.



Introduccion 2

;1 aorta arterias  |arteriolafcapilar |venula \cn;i cava

Diametro 25 mm 30pum 8um 20um S mm 30 mm

Diametro
Comparativo O o 0
(no en escala)

Composicion
de la pared
vascular:
endotelio
(negro)

tejido

elastico
(verde)

células

musculares
lisas
(magenta)
tejido

conectivo

(naranja)

Flujo

330-400 50 25 5 10 35 150
mm/seg

Tabla N° 1: Diametro comparativo, Composicion de la pared, Flujo y Presion de los diferentes

tipos de vasos sanguineos, a. aorta: arteria aorta; arterias: otras arterias de gran tamario.



Introduccion 3

1.1 PARED VASCULAR

La pared vascular esta compuesta por tres capas: 1) la tunica intima, compuesta
por el endotelio, 2) la tunica media, compuesta por células musculares lisas vasculares
(CMLV) y una matriz de elastina, colageno y proteoglicanos, responsable de las
funciones vasomotoras y 3) la tunica adventicia, compuesta por fibroblastos y coldgeno®
(Figura N° 1).

Intima Media Adventicia

Figura N° 1: Estructura de la pared vascular.




Introduccion 4

Las paredes de venas y arterias tienen las mismas tres capas, pero son mas
delgadas y los componentes del musculo elastico son mucho menos prominentes en las

venas. En las arterias la capa predominante es la tinica media (Figura N° 2),

Endotelio Lamina elastica interna

Tejido Tunica intima |
fibrocolagenoso

B |

Células j Tunica media
musculares lisas

Tejido
fibrocolagenoso con
lamina elastica externa

\ Tejido
’,'/ fibrocolagenoso

y —t

’_ Tunica adventicia

Figura N° 2: Estructura de una arteria.

es menor en arteriolas (Figura N° 3) y virtualmente no existe en vasos muy pequefios
(Figura N° 4).

. Fibras elasticas Fibroblastos
Endotelio

Cél.musculares lisas

Figura N° 3: Estructura de una arteriola.
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Cél.muscular lisa Célula endotelial

Figura N° 4: Estructura de una arteriola pequena.

El sistema venoso actia como un sistema colector, la sangre de la red de
capilares regresa al corazén en forma pasiva, bajo un gradiente de presion. Algunas
venas, especialmente en los brazos y piernas tienen valvulas que permiten el flujo de
sangre en una sola direccion, hacia el corazén (Figura N° 5). La mayor parte del
volumen sanguineo, casi el 60 %, esta contenido en el sistema venoso, por esta razon las
venas son denominadas vasos de capacitancia’.

Las contracciones cardiacas bombean la sangre generando fuerzas potenciales y
cinéticas, que son transmitidas como stress a las paredes vasculares. El musculo
cardiaco se contrae generando presion (energia potencial) y flujo sanguineo (energia
cinética)®.

Las paredes vasculares detectan estas fuerzas como stretch stress (potencial) y
shear stress (cinética). La tunica media arterial, compuesta por CMLV, detecta y

responde al stretch stress, mientras que el endotelio lo hace al shear stress’.
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‘ Endotcho: Tanica intima
Valvula (abicrta) =TT

I'endo fibrocolagenoso: Tunica adventicia

Cclulas del musculo
l1so: Tanica media

['endo fibrocolagenoso

inica intima

Figura N°5: Estructura de una vena.

1.1.1 Estructura del endotelio: Célula endotelial

El endotelio es una monocapa de células, situada entre la sangre circulante y los
tejidos. Responde al estimulo mecéanico de la sangre que fluye, a la presion arterial y a
la distension de la pared de los vasos; reacciona al estimulo de sustancias quimicas
procedentes de la sangre y de los tejidos y controla el pasaje de solutos, macromoléculas
y células sanguineas'”.

La capacidad para adaptarse a los cambios hemodinamicos y a condiciones tan
adversas como la isquemia, hipoxia y exposicion a oxidantes depende de la integridad
del endotelio''. Responde a la lesion con mecanismos de reparacion especificos, que
van desde la recuperacion de zonas de denudacion de la intima a la generacion de

nuevos vasos sanguineos 2 .
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El endotelio es mucho mas que una simple barrera o transportador. Es un 6rgano
endocrino activo. En una persona normal de 70 kg de peso, 1,8 kg corresponden al
endotelio'’ y el niimero de células es del orden de 10", Las células endoteliales (CE)
producen sustancias fundamentales para la coagulacion sanguinea, el control de la
presion arterial, la funcion renal y el metabolismo de los lipidos y la glucosa'’.

La disfuncion endotelial estda asociada a diversas patologias vasculares,
aterosclerosis e inflamacién. El conocimiento de la estructura y funcion del endotelio
permite comprender de manera basica estos procesos’”.

[Las CE son células poliédricas muy especializadas, metabolicamente activas, que
forman una capa continua alineada en la superficie interna de los vasos sanguineos,
denominada tunica intima o endotelio®.

Las CE poseen componentes del aparato contractil del masculo: actina, miosina,
tropomiosina y o-actinina. Estdn organizadas en tres estructuras diferentes, la
membrana cortical, el sistema de filamentos de actina relacionados con la union (FAU)

y las fibras de tension estriadas tipo miofibrillas'’ (F igura N° 6).

Fibra de

tension )

(luminal) Membrana corticai
acting, espectnna y otras

Centro organizador

lones,
de microtubulos algunos
: Agua, solutos
macro- 0rganicos
Filamentos moléculas, Ciertas Agua ;
intermedios: vimentina .. solutos proteinas
y ocasionalmente otros Microtubulo

Microvellosidad

L.Lamina basal- -

Sistema de filamentos  Fibra de tensid n (basal): Contacto focal Paracelular Transcelular
de actina relacionados  fibrillas contractiles que  integrinas, talina,

con la unién: actina, contienen actina y vincuhng,

miosina y otros miosina alfa-acunina y otras

Figura N° 6: Estructura de la célula endotelial vascular.
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Mediante su accion conjunta, estos tres sistemas mantienen la estructura y la
remodelacion de la membrana plasmatica, la inmovilizacion de las proteinas en la
membrana endotelial y la permeabilidad del endotelio a sustancias y células.

La membrana cortical es responsable de la forma normal y de la elasticidad de
las células endoteliales. La rigidez de la membrana plasmatica endotelial y la cortical
aumenta en proporcién directa a la tension aplicada. Las CE se vuelven varias veces
mas rigidas cuando se exponen a la tension de friccion ejercida por los liquidos que
cuando no hay flujo, demostrando su capacidad de adaptacién a las fuerzas ejercidas
desde el interior de los vasos sanguineos'®.

LLa membrana cortical sirve de anclaje para diversas proteinas de membrana.
Una de ellas, la anexina, es un complejo de i6n calcio (Ca”*), lipidos y proteinas, que
controloraria la exocitosis y la endocitosis. Moléculas de adhesion como la E-Selectina
y la VE-caderina también estén relacionadas con la membrana cortical'®. Las caderinas
establecen enlaces entre células adyacentes, formando una estructura “tipo cierre” en las
regiones de membrana donde las CE hacen contacto con otras CE? y su desconexion
del FAU puede ser una causa de desorganizacion de las uniones. La trombina es una de
las causas de dicha disociacion. La fosforilacion de las caderinas por la tirosina puede
provocar también la desorganizacion de las uniones?'.

Las sustancias no solo atraviesan las células, sino que pasan entre ellas, un

proceso que depende del sistema FAU. La contraccién y la relajacién de los
componcntes del misculo en el sistema FAU altera la relajacion de las separaciones
entre las células endoteliales, controlando el paso de solutos y macromoléculas entre la
sangre y los tejidos. Un sistema FAU normal es esencial para la funcion “barrera” del
endotelio®*.
La pérdida del sistema FAU puede verse microscOpicamente, y causa aumento de
tamafio de las separaciones intercelulares y una mayor permeabilidad endotelial. Esta
pérdida puede deberse a varios estimulos: trombina, citoquinas proinflamatorias,
oxidantes, factor activante plaquetario, asi como el agotamiento de ATP.

En condiciones normales, el sistema FAU mantienc un equilibrio entre las

fuerzas de union adherentes y las fuerzas contractiles®.
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El AMP, estabiliza el sistema FAU y contrarresta la induccién de separacioncs
intercelulares y el GMP. que es generado por una via que depende tanto de Ca’” como
det 6xido nitrico (NO) también estabiliza la barrera endotelial**.

Por ¢l contrario. el sistema FAU es desmontado v la barrera endotelial es
alterada por las sustancias que activan a la protein quinasa C (PKC)>".

LLas fibras de tension son totalmente distintas de la membrana cortical y del
sistcma I"’AU; son muy abundantes en las CE expucstas a mayor fucrza de friccidn o
estiramiento de la pared cjercida por la sangre circulante. Ayudan a la CE a adaptarse a
las fuerzas mecanicas del flujo de sangre y de la distension de la pared. con lo que
cvitan la lesion, En presencia de Ca®" y ATP las fibras de tension del interior de CE
cultivadas desarrollan tensidon y cambian de forma. haciéndose mas voluminosas. en
lugar de aplanadas®.

Los eambios morfoldgicos de las CE pueden retardar, e incluso impedir, el tlujo
de los capilares, esto se debe a la activacion del FAU. Las fibras de tension no
intcrvienen de modo primordial en la creacidn de esta tension. pero pueden estabilizar el
estado de tension adquiridos durante periodos prolongados™.

[.a sangre circula por los capilares a pesar de que ¢l diametro de estos vasos es
menor que ¢l de eritrocitos y leucocitos. Esto se debe. por un lado. a que ambos tipos de
células son flexibles y pueden deformarse para reducir al minimo su didmetro
transversal en relacion con la direccion del flujo. y por el otro. a que el endotelio normal
ticne una gran carga electrostatica negativa®®,

En ¢l afo 1985, Born GV y Palinski W. encontraron concentraciones muy
elevadas de dcido sialico en la superficie del endotelio®. La eliminacion del éacido
sidlico de la membrana de las CE utilizando neuraminidasa aumenta la resistencia al
flujo sanguinco, alterando notablemente el estado normal de la microcirculaciéon®. Las
células circulantes tienen carga negativa similar al endotelio. de forma que el rechazo
electrostatico facilita el flujo de la sangre por los capilares. El daio o lesion del
endotelio. secundario a la pérdida o disminucién del acido sidlico de la superficie
celular, impide la microcirculacion y predispone a la trombosis®'.

L.os cavéolos son estructuras vesiculares caracteristicas del endotelio®. son ricos

en lipidos, receplores y proteinas como la actina y la PKC. y funcionan como
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transportadores o canales de muchas moléculas distintas. como colesterol. acidos
grasos. Ca’’. tanto a través de las células como dentro de ellas®’. Pueden ser reservorios
de receptores internalizados. de los que la CE puede disponer cuando es necesario.y
participan en muchos procesos de transduccidn de seales. incluidos los que favorecen

la vasoconstriccion, vasodilatacion y crecimiento de la pared del vaso™.

1.1.2 Funciones del endotelio

El endotelio participa en la regulacion del tono vascular. proliferacion celular.
mnflamacion v hemostasia. Las CE pueden detectar cambios hemodinamicos. como
aumento c¢n la tension de la pared. de la presion v de la concentracion de las sustancias
vasoactivas circulantes liberadas por los leucocitos y las plaquetas®. Las CL sintctizan
una gran cantidad de sustancias:

Factores vasodilatadores: Oxido Nitrico (NO). Factor hiperpolarizante derivado
de endotelio (EDHF), Prostaciclina (PGl»).

Factores vasoconstrictores: Endotelina-1 (ET-1). Angiotensina I (AT D).
Tromboxano A; (TXAj). Prostaglandina H».

Promotores del crecimicnto celular; ET-1. AT 1.

Inhibidores del crecimiento celular: NO. PG

Promotores inflamatorios: Radicales superéxido. Factor de necrosis tumoral a
(TNFa).

Factores hemostaticos protromboticos: 1nhibidor del activador tisular del
plasminogeno 1 (PAI-1). Factor von Willebrand (FvW).

Factores hemostaticos antitromboticos: Activador tisular del plasmindgeno (t-
PA), Trombomodulina (TM).

El endotelio normal libera de manera constante pequefias cantidades de NO para
mantener el tono basal de la pared de los vasos sanguineos. En respuesta a estimulos
fisiologicos como el aumento de la tension de la pared. disminucion de la tension de
oxigeno y sustancias como acetil colina (Ach). bradiquinina. histamina, trombina, ADP

y ATP se liberan cantidades extra de NO®. Los factores vasoconstrictores y
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proliferativos derivados de endotelio deben estar en equilibrio con los factores relajantes
¢ inhibidores de la proliferacion celular para que los vasos estén sanos’’.

La prostaciclina se produce en respuesta a la friccion de la pared vascular y a
otras sustancias que estimulan la produccion de NO. pero su contribucion a la
vasodilatacion es mucho menor que la de éste’®.

El EDHF causa un flujo de salida de potasio que hiperpolariza el masculo liso
vascular, provocando asi la vasodilatacion. La bradiquinina tiene un efecto
vasodilatador directo al causar hiperpolarizacién. produce vasodilatacion de las
arleriolas (vasos de resistencia) y también impide la proliferacion de las células del
musculo liso vascular y la adherencia de macrofagos a las paredes de los vasos™.

De¢sde ¢l punto de vista fisiologico la vasoconstriccion es estimulada por el
estiramicnto y la presion. y en situaciones patologicas. por la hipoxia™.

l.a vasoconstriccion dependiente de endotelio es estimulada por el acido
araquidonico, la prostaglandina H», la trombina, la nicotina v los niveles intracelulares
clevados de calcio y potasio. El TXA;> y los endoperoxidos. que son metabolitos del
acido araquidonico, son potentes vasoconstrictores derivados del endotelio?'. Varias
sustancias que inducen vasodilatacion dependiente de endotelio causan vasoconstriccion
cuando s¢ administran en forma directa en las células musculares lisas vasculares. Los
productos vasoactivos que comparten esta propicdad de relajacion endotelial y de
contraccion del musculo liso son la Ach. la vasopresina. la bradiquinina. la serotonina.
el ADP Yl K11,

Cuando cl endotelio esta sano e intacto. se establece un equilibrio entre las
fuerzas opuestas. que por lo general. favorece la vasodilatacion. pero si hay daiio o
injuria endotelial, se pierde el equilibrio predominando el efecto sobre el misculo liso.
y, por lo tanto, la vasoconstriccion®’. Este mecanismo fisiologico basico es importante
en las lesiones vasculares para reducir la pérdida de sangre.

lLas CE producen o influyen en la accidon del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), el Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). la ET-1 y la
AT 11 sustancias que estimulan la proliferacion celular de la pared de los vasos. La AT
Il aumenta su efecto directo sobre la proliferacion de las células del musculo liso

estimulando la secrecion de FGF y de PDGF*.
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El endotelio normal participa del control del delicado equilibrio entre trombosis
y fibrinolisis. La trombosis se previene mediante la sintesis de glucosaminoglicanos que
potencian a los inhibidores fisiologicos que inactivan principalmente al FX, v a la
trombina. El endotclio también sintetiza trombomodulina. un receptor de trombina al
que ésta se une para activar a la Proteina C. que a su vez inhibe a los FVIH, y FV,*.

El endotelio sintctiza t-PA (activador tisular del plasminégeno) que convierte el
plasmindgeno en plasmina. la enzima encargada de degradar la red de fibrina y también
sintetiza el inhibidor de la fibrinolisis PAI-1. Los niveles elevados de PAI-1 han sido
asociados a una mayor incidencia de eventos cardiovasculares*®,

En la respuesta inflamatoria. hay un aumento de la expresion de moléculas de
adhesion en la superficie de las CE que se unen a receptores de las células

. 47
polimorfonucleares™.

1.2 OXIDO NITRICO

Ln cl afio 1980 Furchgott ¢t ul demostraron la necesidad de la presencia del
cndotelio para que la Ach indujera la relajacion muscular ¢n preparaciones de aorta de
concjo*®; observaron también que una sustancia originada en un vaso con endotclio
intacto causaba relajacion en otro vaso sanguineo carente de endotelio. denominando a
esta sustancia fuctor relajunte derivado de endotelio (EDRF). El efecto del EDRF que
duraba apenas unos pocos segundos. era inhibido por radicales superoxido y protegido
por la cnzima superoxido dismutasa®. La vasodilatacion que producia ¢l EDRF iba
acomparfiada de una elevacion del GMP, intracelular, una propiedad compartida con los
nitrovasodilatadores exogenos™ . En 1987 Moncada S. ¢r al demostraron que el EDRF y
¢l NO eran la misma sustancia™'.

Ll NO esta presente en todos los tejidos endoteliales. desde las grandes arterias
hasta las redes de capilares mas pequefias™.

Cuando la produccion de NO se altera. como en la remocion experimental del

endotelio. o en procesos patologicos como la formacion de placas de ateroma se
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favorece la vasoconstriccion, la trombosis y la adhesion de leucocitos y plaquetas en
detrimento de la vasodilatacion y la circulacion normal®.

La casi totalidad de los estimulos que producen vasodilatacion se manifiesta por
la liberacion de NO, un gas biologicamente activo. presente en casi todas las células del
organismo, que debido a su bajo peso molecular y su naturaleza lipofilica, difunde
facilmente a través de las membranas celulares™. La molécula de NO es un radical libre
(Figura N° 7) ya que contiene un electron no apareado, es inestable y en presencia de
oxigeno y agua se oxida a nitrito y nitrato. Puede unirse al azufre y al hierro. en especial

al hierro hémico presente en las hemoproteinas™.
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Figura N° 7: Estructura de Lewis del oxido nitrico

NO es sintetizado a través de la via de la L-arginina por la accion de la enzima
Oxido Nitrico Sintetasa (NOS) sobre el aminoacido -arginina. produciendo NO y L-
citrulina. La NOS transfiere electrones de NADPH en presencia de oxigeno a la I.-
arginina, produciéndose la oxidacion del nitrégeno guanidino terminal®® 7 (Figura N°
8).

En células de mamiferos se conocen tres isoformas de la enzima NOS: la nNOS
o NOS I del tejido neuroldgico y la eNOS o NOS III de célula endotelial son
constitutivas, Ca’" y calmodulina dependientes, de baja produccion de NO y responden
a agonistas que elevan el nivel de Ca” intracelular™® (Figura N° 9).

La isoforma inducible iNOS o NOS II es Ca’"y calmodulina independiente y
se expresa en CE, megacariocitos, plaquetas, leucocitos polimorfonucleares, monocitos
periféricos y en macrofagos luego de ser activada por citoquinas proinflamatorias y

endotoxinas bacterianas y es inhibida por glucocorticoides”.
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La cxpresion de iNOS usualmente comicnza entre 2 a 6 horas a partir de la
exposicion a los agentes inductores y una vez expresada genera [0 veces mas NO que
las isoformas constitutivas. Este cfecto se mantiene durante 48 a 72 horas™.

El NO generado por iNOS tendria accién citotoxica sobre microorganismos
invasores y células tumorales. La expresion de iNOS se acompaiia de una disminucion

cn la regulacion de la actividad de la eNOS. En CE coexisten ambas isoformas eNOS e
iINOS®'.
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Figura N° 8: Biosintesis de NO a partir de la L-arginina
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" |Estado quiescente | Estado activado

Figura N*9: Ciclo de activacion de eNOS a través de calcio-calmodulina y

fosforilaciones.

La interaccion de eNOS con la proteina caveolina, por la cual tiene una alta
afinidad, mantiene a esta enzima en estado quiescente. La calmodulina + Ca’" disocia a
la eNOS de su enlace con caveolina, generando su activacion. La fosforilacion de eNOS
también activa a la enzima, ya que disocia el enlace eNOS-caveolina®. Se ha sugerido
que la activacion de eNOS por el shear stress involucraria fosforilaciones a través de la
movilizacion del Ca*", luego se produciria el desplazamiento de eNOS de su unién con
caveolina por accion del sistema Ca®'-calmodulina, y finalmente ocurriria una segunda

fosforilacion por la protein quinasa C (PKC)®.
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La isoforma endotelial posee un sitio de miristilacion. un sitio de enlace a una
cadena de acido graso. Esta union le permite a la eNOS estar asociada a la membrana de
la CE. mientras que las otras dos isoformas no tienen este sitio y estan presentes en el
citosol®.

Esta asociacion de la eNOS a la membrana facilitaria la difusion del NO
producido hacia la sangre y hacia la célula muscular lisa. En la Figura N° 10 se
observan las estructuras moleculares de las tres isoenzimas.

En 1998 sc caracterizo y purifico a partir de higado de rata, una isoforma
mitocondrial de NOS (mtNOS). Esta enzima tiene caracteristicas similares a las otras
NOS, su actividad depende de FAD. FMN, BH;. Ca’ -calmodulina, NADPH y su
sustrato es la L-arginina®®. El peso molecular y sus caracteristicas inmunologicas. y
también el hecho de ser reconocida por anticuerpos monoclonales contra iNOS. podria
sugerir que la mtNOS seria similar a la INOS. Sin embargo, la expresion constitutiva de
la mtNOS, la dependencia de Ca’* para su actividad y la localizacion en la membrana
mitocondrial sugieren que esta NOS seria una nueva isoforma o unma INOS con
modificaciones postraduccionales que determinarian su diferente localizacion

subcelular®.
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NADPH

Figura N° 10: Esquema de la estructura molecular de las isoformas de las Oxido
Nitrico Sintetasas (NOS). NOS neuronal: nNOS, NOS I; NOS inducible: iNOS, NOS I y
NOS endotelial: eNOS, NOS I11. Estan detallados los sitios de union para la L-arginina,

calmodulina, FMN ( flavin-mononucledtido), FAD (flavin-adenina dinucledtido) y

NADPH (fosfato de nicotinamida-adenina dinucleotido).
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El NO, una vez sintetizado, difunde y alcanza el tejido muscular liso de la pared
arterial y se enlaza al hierro del grupo hemo prostético de la enzima Guanilato Ciclasa
soluble (GC) en las células musculares lisas vasculares formando un nitrosil-
hemoaducto guanilil ciclasa que causa la activacion de la enzima. liberandose GMPc
(Figura N° 11) El GMP, aumenta la concentracion de Ca’" citosolico y provoca la
relajacion de la fibra muscular lisa vascular conduciendo a la vasodilatacion®’. La

actividad de la GC es inhibida por azul de metileno.

GC

GTP —— GMPc + PP

Mg”'

Figura N° 11: La enzima guanilato ciclasa soluble (GC) sintetiza monofosfato de

guanidina ciclico (GMP,) a partir de trifosfato de guanidina (GTP).

El NO se enlaza de una manera similar a la hemoglobina y la mioglobina. Ademas de
difundir hacia las células musculares lisas vasculares, el NO es liberado hacia la luz del
vaso, donde inhibe la adhesion celular al endotelio®® (Figura N° 12).

El estimulo fisico para la liberacion de NO es el shear stress (presion de
rozamiento o fuerza tangencial). que se genera por el aumento del flujo dentro de la
arteria y que conduce a una vasodilatacion cuya magnitud es directamente proporcional
a la cantidad de NO liberado por el endotelio, razéon por la cual se denomina

vasodilatacion endotelio-dependiente mediada por el flujo®”.
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Figura N° 12: Accion del NO sobre la célula endotelial v

la célula muscular lisa vascular.

Los nitritos, ya sea por via sublingual. oral. parenteral o transdérmica. son

dadores de grupos nitro que liberan NO en la circulacion. activan directamente al GMPc

en la célula muscular lisa y provocan una vasodilatacion independiente de la accion del
endotelio y sin relacion con el flujo”.
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[l NO. ademas de su efecto vasodilatador. reduce la permeabilidad vascular. la
sintesis de moléculas de adhesion leucocitaria y. en consecuencia. la adhesion de
leucocitos y plaquetas al endotelio: también inhibe la oxidacion tisular, la actividad de
los factores trombogénicos. la inflamacion tisular. el crecimiento. la proliferacion y la
migracion celulares. la expresion de citoquinas proaterogénicas y proinflamatorias y.
ademas, favorece la fibrinolisis. Estos efectos impedirian la aterogénesis y sus
complicaciones’",

El efecto del shear stress sobre las CE vy la accion de agonistas tales como Ach.
bradiquinina, vasopresina. serotonina. ADP producen un aumento del Ca’* citosolico
que activa la ¢cNOS™. LI shear stress también dirige la apertura de los canales de Ca®”
en CE. llevando asi a la activacién de la eNOS™. Esta isoforma sintetiza de manera
continua NO para mantener ¢l tono vascular. La formacion basal de NO varia
considerablemente segiin el vaso considerado y también a lo largo de diferentes
didmetros del mismo segmento vascular. Ignarro L. ef al. encontraron que la mayor
formacion basal de NO ocurre en la arteria pulmonar bovina y en las venas de menor
diametro™,

A pesar de su estructura quimica simple el NO muestra una marcada dualidad de
comportamiento: cuando es sintetizado por la enzima constitutiva rcgula el tono
vasomotor’® e inhibe la adhesion y la proliferacion celular. pero cuando es producido

por la tsotorma inducible. su efveto es potencialmente perjudicial™.
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1.3 ENDOTELINAS

Existen tres isoformas estructural y funcionalmente similares de Iindotelinas
(ET): ET-1. ET-2 y ET-3. cada una codificada en los cromosomas 6. 1 y 20.
respectivamente” .
La isoforma predominante en la vasculatura humana es ET-1. de potente y prolongado
efecto vasoconstrictor. ET-2 no es detectable en plasma humano y ET-3 es detectable en
plasma. pero su accion vasoconstrictora es menor’®. La mayor parte de la FT-1 se
secreta al espacio subendotelial, donde actia sobre las CMLYV vy alrededor del 20 % se
libera hacia la luz del vaso™®.

Las tres isoformas de ET son sintetizadas inicialmente como grandes
prepropolipéptidos de aproximadamente 200 aminoacidos. que son clivados a
propolipéptidos y en el caso de ET-1 a Big-E'T-1 y en un siguiente clivage genera el

péptido maduro de 21 aminoacidos ET-1. Este ultimo paso en la sintesis es catalizado

por la Enzima Convertidora de la Endotelina (ECE)®

L.as ECE son una familia de metaloproteasas con diferente distribucion tisular.
actividadad biologica y selectividad hacia las isoformas de E'1*'. Cierta cantidad de Big-
ET-1 junto con ET-1 es secretada al plasma. donde puede convertirse en ET-1 por
mecanismos extracelulares®’. Aproximadamente el 90 % de la ET-1 es depurada del
plasma durante el primer pasaje a través de los pulmones. La secrecion de ET-1 ocurre
cn pocos minutos a partir de la cxposicion de los estimulos inductores. La vida media
plasmatica de ET-1 es de 4 a 7 minutos. mientras que la de su mRNA es de 15 a 20
minutos, asi las células vasculares pueden ajustar rapidamente la producciéon de E'1-1
para la regulacion del tono vascular®.

El endotelio vascular libera AT Il a partir de la Angiotensina I por la accion de
la Enzima Convertidora de la Angiotensina (ECA). La AT Il provoca vasoconstriccion
y tiene acciones protrombogénicas. oxidantes. antifibrinoliticas. favorece la expresion
de moléculas de adhesion. estimula factores de crecimiento v proliferacion celular.
facilitando la instalacion de la ateroesclerosis y sus complicaciones. Ademas. la AT 11
estimula la accion de la ECE, liberandose ET-1, promoviendo. por otra via, la

vasoconstriccion™.
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l.os rcceptores de las ET (ETA y ETs) pertenccen a la superfamilia de
rodopsinas. Estan caracterizados por la presencia de sietc scgmentos transmembrana
hidrof6bicos. l.a accion de estos receptores es mediada por la proteina G. Estos
receptores son glicoproteinas y estdn distribuidos en varios tejidos®. EIl mRNA de ET,
esta expresado en corazon, aorta y vasos sanguincos del cerebro en las CMLV., pero no
en las CE. EI mRNA de ETj; estd mayormente cxpresado c¢n las CE. en las cuales su
activacion lleva a la produccion de sustancias vasodilatadoras como NO y PGl; .
micntras que en las CMLV produce vasoconstriccion®®.

ET A tiene mayor afinidad por E'T-1 y se encuentra en CMLV. E'T tiene idéntica
afinidad por las tres isoformas de E'T*” (Tabla N° 2).

El enlace de E'1-1 a su receptor es fuerte. tiene una baja constante de

disociacion. por lo tanto. la accién de ET-1 tiene un efecto prolongado®®.

Tipo de receptor ETa ETy

Alinidad ET-1>ET-2>>ET-3 ET-1=ET-2=ELCT-3
l.ocalizacion CMLV CE v CMLV
Accion Vasoconstrictor Vasodilatador/Vasoconstric
Regulacion positiva Hipoxia. AMP¢ Angiotenstna [l
Regulacion negativa Endotelina. Angiotensina [1 AMPc¢

Tubla N° 2: Distribucion y propiedades de los receptores de las Endotelinas

El cfecto hemodinamico de la ET-1 depende de la localizacion y de la
abundancia relativa del receptor estimulado®.

[.as concentraciones circulantes de ET-1 son del orden picomolar. insuficientes
para producir contraccion vascular. E'T-1 es el vasoconstrictor mas potente conocido a
la fecha, es diez veces mas potente que la AT 1. Los niveles de ET-1 tienden a
aumentar con la edad, y sc han encontrado niveles aumentados cn aterosclerosis y
diabctes. ET-1 e¢stimula la proliferacion y la migracion de las CMLV. La Insulina

’ . . ., 9}
aumenta la sintesis de ET-1 y su accién mitdgena sobre las CMLV ™.



Introduccion 24

Actualmente estan en desarrollo sustancias antagonistas de los receptores de LT-
1, otras interfieren con la liberacion de [T-1 ¢ alteran su metabolismo. como los

inhibidores de la ECE®.

1.4 FACTOR von WILLEBRAND

El Factor von Willebrand (FvW) es una glicoproteina multimérica adhesiva que
tiene un rol fundamental en la adhesion inicial de las plaquetas al subendotelio vascular
y es la proteina transportadora det FVIII coagulante. su peso molecular es 0.5 a 20x 10°
y su vida media plasmatica es de 18 horas™.

El FvW es sintetizado por las CE y por megacariocitos y se lo encuentra en los
cuerpos de Weibel-Palade (WP) de las CE. en la matriz subendotelial. v en los granulos
( de las plaguetas™. 1.a sintesis del FvW es un proceso complejo que requicre de varios
pasos, luego de los cuales son formados multimeros de diferente peso molecular: los de
alto peso molecular s¢ encuentran en CE y plaquetas™. A elevado shear stress. como
ocurre ¢n la microvasculatura. el I'vW es esencial para el enlace de las plaquetas.
Micntras que en solucion el FvW es incapaz de unirse al receptor plaquetario GPI,-IX o
al coldgeno inmovilizado. la exposicion al shear stress promucve csta interaccion, lal
vez. debido a cambios conformacionales dentro de la molécula de Fyw?.

A través de multiples dominios funcionales. cada subunidad del FvW tiene sitios
de enlace para coldgeno, heparina. GPly-1X, GPI[ulH, v Fvin®,

Las isoformas de mayor peso molecular s¢ almacenan en los WP, organelas
secretorias de la CE de 0.1 um de ancho y 4 um de longitud. que liberan FvW luego de
estimulos como ¢l ¢jercicio. adrenalina. vasopresina. 1-deamino-8-D-arginina-
vasopresina (DDAVP), citoquinas. etc. Las deficiencias cuantitativas ¢ cualitativas del
FvW son la causa de la Enfermedad de von Willebrand y de sus diferentes subtipos que
presentan variados cuadros de diatesis hemorragica®.

Por ¢l contrario. niveles plasmaticos elevados de FvW han sido asociados a

eventos tromboticos, pero su relacion causal no ha sido demostrada. El FvW puede
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comportarse como un reactante de fase aguda. y estar aumentado en procesos
infecciosos, inflamatorios y enfermedades malignas”.

Varios autores apoyan la hipotesis de que altas concentraciones de FvW serian
indicc dc aterosclerosis o estarian asociadas a un riesgo aumentado de eventos
tromboticos' % '

Cn un estudio prospectivo y multicéntrico realizado con 3043 pacientes con
anging pectoris se encontré que la concentracion plasmatica de FvW fue un predictor
independiente de sindromes agudos coronarios subsequentes'*”.

Otros autores asociaron los niveles clevados de FvW y I'VIHI coagulante con
enfermedad isquémica cardiaca severa'®’. También se han reportado niveles plasmaticos
elevados de FvW en pacientes con factores de riesgo para aterosclerosis. incluyendo
Diabetes Mellitus. Hipertension e Hipercolesterolemia'®,

Como la liberacion de FvW esta aumentada cuando el endotelio esta dafado. el

nivel plasmatico del 'vW ha sido propuesto como marcador o indicador de disfuncion

endotelial'’?®.

1.S P-SELECTINA

[.as Selectinas son moléculas de adhesion celular ¢ importantes receptores en la
interaccién célula-célula que involucra neutrofilos. monocitos y su adhesion al endotelio
y plaquetas. l.a familia de las Selectinas esta constituida por tres isoformas: P-Selectina
(P-Sel), I.-Selectina y E-Selectina'®® (Tabla N° 3).

l.a 1.-Selectina se encuentra en leucocitos y media el reclutamiento de los
linfocitos a los noédulos linfaticos. La E-Selectina se expresa en CE activada por
citoquinas proinflamatorias. La P-Sel (CD62P. GMP-140. PADGEM). c¢s una
glicoproteina de 140 kDa que se encuentra en la membrana de los granulos a de las
plaquetas y de los cuerpos de WP de las CE'”.

La exposicton de las plaquetas o de las células endoteliales a agonistas tales
como trombina o histamina. produce la traslocacién de la P-Sel a la superficie de las

membranas plasmaticas, donde media la adhesion de las plaquetas activadas a los
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monocitos y neutréfilos y también la adhesion entre células endoteliales y neutrofilos.
|.a sintesis de P-Sel inducida por las citoquinas [L-1 y TNFa ocurre dentro de los pocos
minutos a fas 2 horas'®®.

La P-Scl es una proteina altamente glicosilada de 789 aminoacidos. En su
extremo N-terminal contiene un dominio lectina que jucga un rol critico e¢n el
reconocimiento del ligando; un dominio EGF (factor de crecimicnto epidermal) que

confiere cierta especificidad de enlace al dominio lectina adyacente; una serie de 9
dominios de repeticion (proteinas reguladoras de complemento C3b-C4b); un dominio
transmembrana y oiro ciloplasmatico'™.
Las tres selectinas presentan homologia estructural, variando el numero de dominios de
repeticion en cada una''’ (Figura N° 13),

Debido a un splicing alternativo existen tres formas diferentes de P-Sel. dos de
las cuales difieren en el nimero de regiones de proteinas regulatorias del complemento.
mientras que una tercera carece del dominio transmembrana. lo que genera una
isoforma soluble. sP-Selectina (sP-Sel). que puede provenir de plaquetas y de CE''".

Varios estudios concluyen que la principal fuente de sP-Sel circulante en individuos

sanos son las plaquctas. La activacion de las CE estd asociada con un incremento en la

concentracién de sP-Sel por plaqueta''?.
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Selectina ~ Nomenclatura  Nomenclatura  Expresion en Célula blanco
CDh previa
1.-Selectina CD62L LAM-1] PMNs. CEs activadas
LECAM-I1 monocitos.
linfocitos
E-Selectina CD62E ELAM-1 CEs activadas PMNs.monocitos.linfocitos.
por citoquinas  algunas células tumorales
P-Selectina CD62P GMP-140 CEs vy PMNs. monocitos.
PADGEM plaquetas eosinofilos. linfocitos.
activadas por células tumorales

trombina. CEs
activadas por

citoquinas

Tabla N° 3: Selectinas. células en las que se expresan y con las que interactian:
denominaciones anteriores v C'D. ECs: Células endoteliales: PMNs: células polimorfo
nucleares: LAM-1: lymphocyte adhesion molecule: LECAM-1: leukocyte-endothelial
cell adhesion molecule; ELAM-1: endotelial leukocyte adhesion molecule: GMP-140;
granule membrane protein: PADGEM: platelet activation dependent granule external

membrane protein.
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Figura N° 13: Estructura molecular de L-, E- y P-Selectinas

El principal ligando de la P-Sel es PSGL-1 (P-Selectin glycoprotein ligand-1)
que se encuentra constitutivamente en todos los leucocitos: esta glicoproteina contiene
el tetrasacarido sialil-Lewis* (sialil-CD15). que esta presente en todas las células
mieloides circulantes y esta compuesto de acido sidlico. galactosa, fructosa y N-acetil-
galactosamina'"® (Figura N° 14).

Otro ligando para P-Sel es CD24, el cual parece ser importante para el enlace de
células tumorales. La interaccion entre P-Sel y PSGL-1 permite el “rolling” de los
leucocitos sobre las CE a lo largo del endotelio vascular'". La P-Sel mediaria asi las
primeras etapas en el proceso de adhesion, rolling y migracion de los leucocitos en la
respuesta inflamatoria' .

La expresion en membrana plaquetaria de P-Sel y los niveles elevados de la
forma soluble son considerados marcadores de activacion plaquetaria''®. Se ha descrito
aumento de la expresion de P-Sel en diabetes, aterosclerosis, enfermedad isquémica

, PRl s A , 28 117
cardiaca, enfermedad vascular periférica, microangiopatias tromboticas’ .
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Figura N [4: En el endotelio la P-Selectina media la adhesion de los
leucocitos a las plaquetas, CE y otros leucocitos a través de su ligando

PSGL-1 en los sitios de injuria vascular.
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1.6 GPS3

La GP53 (CD63) es una glicoproteina de membranas lisosomales y cuerpos
densos plaquetarios. que al igual que la P-Sel. luego de la activacion se trasloca a la
superficic de la membrana plasmatica. El aumento de la expresiéon en membrana

plaquetaria de la GP 53 es considerado marcador de activacién plaquetaria''®.

1.7 INHIBIDOR DEL ACTIVADOR TISULAR DEL PLASMINOGENO (PAI-1)

El PAI-1 es una glicoproteina de simple cadena de 52 kD de peso molecular
compuesta de 379 aminoacidos. Pertenece a la familia de los inhibidores de serino
proteasas (scerpmas). En el plasma el PAl-1 existe en cuatro formas diferentes: activa.
latente, oxidada y formando complejos equimolares con el activador tisular del
plasminogeno (1-PA)'"”. L.a forma activa de PAI-1 esta estabilizado por una asociacion
no covalente con vitronectina. El coagulo de fibrina provee la superficie en la cual
ocurren las reacciones. El plasmindgeno es activado por el t-PA 6 por el activador del
plasminégeno tipo uroquinasa (u-PA). El plasminégeno. el t-PA v la fibrina forman un
complejo ternario que promueve la formacion de plasmina y la subsequente lisis de la
fibrina entrecruzada en fragmentos de bajo peso molecular (productos de degradacion
de la fibrina). L1 PAIl-1 también se enlaza a la fibrina. reteniendo su efecto inhibitorio
sobre la actividad del t-PA (Figura N° 15). El inhibidor de plasmina. a2-antiplasmina.

es entrecruzado en la red de fibrina por accion del FXHI,'?.
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Figura N° 15: Activacion e Inhibicion del Sistema Fibrinolitico

En la CE la regulacién de la expresion del gen de PAI-1 (Figura N° 16) es
estimulada por lipopolisacéridos (L.PS). IL-1. TNFo. TGFf, trombina, VLDL,
Lipoproteina (a) (Lp(a)) y AT II. El polimorfismo 4G/5G en la posicion 675 en la zona
del promotor aumenta la transcripcion del gen y, en consecuencia, la concentracion

plasmatica de PAI-1"" "2,
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Figura N° 16: Estructura del gen de PAI-1 y el polimorfismo 4G/5G en posicion —6735

en la region del promotor.

lLa concentracion plasmatica de PAI-1 varia ampliamente. es una proteina
reactante de fase aguda y sus niveles pueden elevarse considerablemente en un proceso
inflamatorio o infeccioso'>. Varios estudios han concluido que los niveles plasmaticos
elevados de PAI-1 estarian relacionados con una actividad fibrinolitica disminuida,

enfermedad coronaria, desarrollo de aterosclerosis y a un mayor riesgo de eventos

. 25
tromboticos'** 1%,
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1.7.1 Accion de la insulina sobre la sintesis de PAI-1

La insulino-resistencia es un desorden metabolico que predispone a la diabetes y
a la enfermedad isquémica cardiaca. La principal caracteristica de la insulino-resistencia
es hiperinsulinemia, anormalidades en el metabolismo de la glucosa,
hipertrigliceridemia con bajos niveles de HDL colesterol, hipertension y obesidad

central (abdominal)'*®. L

a insulina. moléculas tipo proinsulina, la glucosa y VLDL
directamente estimulan la transcripcion y secrecion de PAI-1 en las células endoteliales
(Figura N° 17). El tejido adiposo, que esta aumentado en insulino-resistencia, sintetiza
PAI-1. Este sindrome corresponde a un estado prediabético con un riesgo aumentado de

desarrollar aterosclerosis'?’.

HDL celesterel
sérico disminuide

[Hipertension] | 1 glueasa

Figura N° 17: Relacion entre la sintesis de PAI-1y el sindrome de insulino-
resistencia
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2 DIABETES MELLITUS

La Diabetes Mellitus es un transtorno sistémico con alteraciones del
metabolismo de los hidratos de carbono. lipidos v proteinas. El defecto bdsico en la
diabetes es la disminucidn de la secrecion o de la actividad de la insulina que produce
hiperglucemia y esta asociada frecuentemente con lesiones microvasculares sobre todo
en rifion y retina, predisposicion a las lesiones macrovasculares y a las alteraciones ¢n el
sistema nervioso (neuropatia diabética)m' 129,

l.a Diabetes Mellitus es una de las enfermedades cronicas mas comunes en el
mundo. con una prevalencia entre 4-8 % en EE.UU. y LCuropa. La forma clinica
predominante de la diabetes es la tipo 2 o no-insulino dependiente. constituyendo
aproximadamente el 90 % de los casos. Los individuos diabéticos tipo 2 tienen sintomas
clinicos dc¢ enfermedad vascular mas frecuentemente que los no diabéticos. sufren
mayor incidencia de infarto de miocardio. angina pectoris. arritmias cardiacas,
claudicacion. gangrena y srroke. La principal causa de muerte entre sujetos diabéticos es

. 130.131
la enfermedad cardiovascular'?® 1?1

Los pacientes diabéticos 2 estan expuestos a los efectos aterogénicos de la
insulino-resistencia durante ¢l largo periodo preclinico que precede al establecimiento
de la diabetes. que puede ser entre 15 a 25 afios. La insulino-resistencia esta asociada a
otros factores de riesgo aterogénicos como hipertrigliceridemia. niveles reducidos de
HDL colesterol, hipertension e hiperfibrinogenemia. entre otros'>”.

En el afio 1979 el comité de expertos, National Diabetes Data Group (DNG)
publico una guia para la clasificacion, nomenclatura y diagnostico de la diabetes y en
1997 se actualizé. desaconsejando el uso de los términos diabetes insulino-dependiente
y no insulino-dependiente (IDDM y NIDDM respectivamente). Sc propusicron los
términos Diabetes Mellitus tipo 1 (DBT 1) y Diabetes Mellitus tipo 2 (DBT 2)'33,
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La nueva clasificacion segun los expertos seria:

a- DBT I: incluye los casos de destruccion de las células B pancreaticas . con
deficiencia completa de insulina. y se presenta en individuos jovenes ¢n la mayoria
de los casos
b- DBT 2: se presenta en adultos e incluye aquellos pacientes que presentan
msulino-resistencia.
c- Otros tipos especificos :
Disfuncion genética de la célula B pancreatica
Defecto genético en la accion de la insulina
Enfermedad exdgena del pancreas
Endocrinopatia inducida por drogas
Infecciones

Diabetes mellitus gestacional

Los criterios diagnosticos para Diabetes mellitus son:
i) Sintomas clasicos : poliuria. polidipsia y glucemia “casual”™ > 200 mg/dl
(11 mM) determinada en cualquier momento del dia. sin importar la Gltima ingesta
de comida.
i) Glucemia en ayuno no menor a 8 horas > 126 mg/dl (7.0 mM).

ili) Glucemia determinada a las 2 horas posteriores a una administracion oral

de glucosa de 75 gr en agua > 200 mg/dl (11 mM).

Con e¢stos nucevos criterios se disminuira la necesidad de realizar excesivas

curvas de tolerancia a la glucosa y se incrementara el numero de pacientes

diagnosticados mas precozmente'**.
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2.1 INSULINO-RESISTENCIA EN DIABETES TIPO 2

En el estado de ayuno, la mayoria de la glucosa producida por el higado es usada
por los tejidos sin la necesidad de la insulina para su internalizacion y metabolismo.
Después de la ingesta, la glucosa que proviene del intestino genera un complejo proceso
metabolico hormonal, respuesta que incluye la secrecion de insulina. El 50 6 60% dcl
total de la glucosa absorbida después de una comida es metabolizada en los musculos
periféricos. el principal 6rgano sensible a la insulina'’®. El masculo estriado es el tejido
principalmente responsable de la insulino-resistencia en los pacientes con DB 2'*.

Varios estudios realizados con pacientes DBT 2 han documentado una relacion
entre la prevalencia de enfermedad coronaria y niveles elevados de insulina. proinsulina
y Péptido C, un producto liberado en la sintesis de la insulina'*’,

[La insulina puede ejercer sus efectos proaterogénicos a través de varios
mecanismos: estimula la progresion ¢ inhibe la regresion de la placa ateroescleratica:
estimula la sintesis de lipidos. la formacion de tejido conectivo. la proliferacion de las
CMLYV: aumenta la sintesis celular de colesterol: aumenta la cantidad de receptores de
las LDL y disminuye los de HDL'.

La hiperinsulinemia generalmente implica insulino-resistensia. LEste sindrome
csta caracterizado por la alteracion en el metabolismo de la glucosa (tolerancia a la
glucosa reducida). obesidad abdominal. dislipemia (triglicéridos aumentados y HDL
disminuido, presencia circulante de particulas de LDL pequefias y densas, hipertension
arterial, microalbuminuria y desérdenes de la hemostasia (aumento de las
concentraciones plasmaticas de fibrindgeno y PAl-1). La insulino-resistencia puede
persistir a pesar de la correccion de la hiperglucemia'”’.

I:stos desordenes metabolicos. hemodinamicos y hemostaticos predisponen a los
pacientes a un mayor riesgo de eventos tromboticos' .

Los individuos DBT 2 tienen sintomas clinicos de enfermedad vascular mas
frecuentemente que los no diabéticos. sufren mayor incidencia de infarto de miocardio,
angina pecloris, arritmias cardiacas, claudicacion. gangrena y stroke. La principal causa

. . .. . 4
de muerte entre sujetos diabéticos es la enfermedad cardiovascular'®'.
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L.os pacientes DBT 2 estan cxpuestos a los efectos aterogénicos de la insulino-
resistencia durante cl periodo preclinico que precede al establecimicnto de la diabetes.

que puede ser entre 15 a 25 afios'*”.

2.2 HIPERGLUCEMIA

l.a hiperglucemia ejerce un efecto directo toxico en CE. l.a glucosa estimula la
proliferacién de las CMLV. lo cual favorece el desarrollo de la placa aterosclerotica'*”.
Como consecuencia de la hiperglucemia, hay un aumento e¢n la glicosilacion de varias
molc¢culas (proteinas, lipidos, DNA, RNA) que involucra reacciones como la formacion
dc una basc de Schifl. reordenacion de Amadori y luego de una seric de complcjas
rcacciones de deshidratacion. condensacion. fragmentacion. oxidacion y ciclacion que
llevan al paso irreversible de la formacion de los productos de glicosilacion finales
(AGEs) (Figura N° 18). L.os AGEs se acumulan en los tcjidos y en proteinas de vida
media larga en funcion de la concentracion del glicido y del tiempo. La glicosilacion
avanzada es un proceso no-enzimatico que resulta del enlace covalente de la glucosa

circulante con los aminoacidos de las proteinas'**.

Glucosa + proteina 4m) Base de Schiff =) Reordenamiento de Amadori

v

AGEs

Figura N° I8: Produccion de los productos de glicosilacion finales (AGEs)

Los compuestos AGEs mejor caracterizados son pentosidina y carboximetil
lisina. 1.a degradacién del DNA vy del RNA produce ribosa libre. la cual forma parte de

la molécula de pentosidina'*® (Figura N° 19).
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Figura N° 19: Estructura quimica de la pentosidina

Sc han caracterizado receptores especificos para los AGEs. LI receptor RAGE
(receptor-AGE) pertencce a la familia de las Inmunoglobulinas y esta presente en CE.
monocitos-macrofagos. CMLV. plaquetas. fibrobastos y células neuronales. El otro
receptor caracterizado para AGEs es LFI y presenta una alta homologia con la

lactoferrina'*®.

Fa expresion de RAGE cs potenciada por la hiperglucemia o por TNFa. La
unidon de la carboximetil lisina a RAGE produce la expresion de VCAM-1 (Vascular
Cell Adhesion Molecule-1). El complejo RAGE-LFI en la superficie celular media la
cxtravasacion de AGE-albumina (albumina glicosilada)'”.

LLuego de la interaccion con los AGEs las células se vuelven proaterogénicas: ¢l
cndotclio aumenta su permeabilidad y pierde su actividad anticoagulante. los
fibroblastos y las CMLV aumentan su actividad mitética. los monocitos-macrofagos
producen citoquinas proinflamatorias (TNFa. 11.-1) y factores de crecimiento y las
plaquetas s¢ vuclven mas sensibles a los cstimulos de activacion y agregacion'*®.

l.a accion de los AGEs no mediada por sus receptores en moléculas como

albumina hace quc ésta penetre mas ficilmente la matriz subendotelial. que la fibrina se
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vuelva mais resistente a la degradacion. que el colageno “atrape™ proteinas plasmadticas
en el subendotelio. que las LDL sean mas facilmente oxidadas y que ¢l NO sca
inactivado luego de su interaccion con los AGEs'.

En animales diabéticos la disminucion en la respuesta vasodilatadora al NO
correlaciona con el nivel de AGEs acumulados. Los AGEs bloquean el efecto
antiprolifcrativo del NO sobre las CMLV. lo que causaria una aterosclerosis

acelerada'™’.

La glicosilacion de la hemoglobina (HbAy) produce las HbA, . que se
subdividen en HbA,.,;, HbA ..., HbA|, y HbA,. de acuerdo al glicido fijado a la
proteina. l.a HbA,, contiene restos glucosilo. La formacion de HbA,. in vivo es un
proccso lento que sc realiza en forma continua a lo largo de la vida del eritrocito. En
controles no diabéticos el valor de HbA,, oscila entre 6-8 %. Cuando la glucemia se
eleva por encima del rango normal. la HbA;. aumenta y en ésto reside su importancia
vomo indicador del grado de control metabolico retrospectivo del paciente diabético.
pero no evalua las variaciones instantaneas de la glucemia. sino que informa acerca de
[0 acontecido con ella en un periodo aproximado de 6 a 8 semanas previas a su
determinacion'™'|

La HbA|. aumenta su afinidad por el oxigeno. y esto hara que lo ceda a los

tejidos periféricos con menor facilidad. produciendo hipoxia regional principalmente en
152

los extremos venosos de los capilares periféricos

La glicosilacion de la albumina también aumenta con el incremento de la
glucemia. Debido a la vida media de esta proteina. su valor se relaciona con los valores
glucémicos correspondientes al periodo de 1 a 3 semanas previas a su determinacion. La
glicosilacion de la albumina induce cambios en su estructura v propiedades. disminuye
cn un 50 % su capacidad de ligar hipoglucemiantes orales y aumenta su transporte a
través del endotelio. Las globulinas son también glicosiladas y esto alteraria sus
funciones especificas en la inmunidad humoral'>.

De la glicosilacion de las lipoproteinas LDL. VLDL v HDL. los cambios mas
importantes se han detectado en la fraccion LDL. La remocion del plasma de las LDL

depende en un 75 % de la union con su receptor celular especifico. La glicosilacion de
p p

las LDL disminuye su afinidad por el receptor. determinando una disminucion cn su
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depuracion plasmatica y un aumento en los niveles circulantes'™. Este aumento. junto
con ¢l incremento de su captacion por parte de los macrofagos. favoreceria la formacién
de depositos en la pared vascular. Estos depositos son sustrato para la lipoperoxidacion.
con formaciéon de radicales libres altamente reactivos que contribuirian al dafo
celular'™,

La fibrina glicosilada es menos sensible a la accion proteolitica de la plasmina.
que cjerce su accion proteolitica a nivel de los residuos lisina. los que al glicosilarse
dejan de ser accesibles a la enzima. Esto alteraria la remocion de la fibrina depositada
en las paredes de los vasos. La glicosilacion de la Antitrombina [11 (AT) disminuye su
accion inhibitoria de la trombina. favoreciendo la formacion de la red de fibrina'>®.

El colageno también puede ser glicosilado: su ubicacién y su vida media
prolongada hacen que esté expuesto con facilidad v por periodos prolongados a la

glucosa presente en cl medio extracclular. El coldgeno glicosilado es menos sensible a

la degradacion enzimatica'”’.

I.a glicosilacion también afecta a los grupos amino del DNA. con la consiguiente
formacion de AGEs. Los monocitos/macréfagos poseen receptores especificos de alta
afinidad que les permiten reconocer proteinas glicosiladas. L:stos receplores reaccionan
con los AGEs que aparecen en las proteinas tanto intra como extracelulares e incluso
con aquellas localizadas en la membrana celular. La insulina inhibe el proceso de
fagocitosis de las moléculas portadoras de AGEs por lo que éstas permanecen mayor
tiempo en circulacion. Por lo tanto. la combinacion de hiperglucemia ¢
hiperinsulinemia, caracteristica de los estados de insulino-resistencia. aumentaria

. ’ ~ ./ . - ., s
simultaneamente la formacion de AGEs v su permanencia en circulacion'*®.
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2.3 HIPERTENSION ARTERIAL EN DIABETES

La hipertension arterial (HTA) es uno de los principales factores de riesgo
asociados con la diabetes. En los pacientes diabéticos la HTA acelera la aterosclerosis.

En los pacientes con Diabetes Mellitus. la HTA es dos veces mas frecuente que
en sujetos no diabéticos. La HTA en la DBT | v LA DBT 2 es notablemente diferente
en sus caracteristicas de presentaciéon'®’.

En el tipo 1. la presion sanguinea esta generalmente normal al momento del
diagndstico de la DBT y permanece normal durante aproximadamente 10 aios, pero
pueden advertirse modificaciones histologicas en el parénquima renal. En cambio. en la
DBT 2, la HTA esta frecuentemente presente en ¢l momento del diagndstico inicial. La
presion sanguinea va aumentando con la edad y el nivel de obesidad del paciente'®”.

En la DBT 2 la HTA gencralmente estd asociada a dislipemia. obesidad.

microalbuminuria, conformando el denominado sindrome de insulino-resistencia'®’

2.4 OBESIDAD

La obesidad esta frecueniemente asociada con DBT. HTA. sedentarismo.
hipertrigliceridemia. bajos niveles de HDL colesterol y alteraciones en la coagulacion
sanguinea. Lstos factores representan para el paciente un marcado riesgo trombotico'®*,

El parametro indice de masa corporal (IMC) se calcula dividiendo el peso del
paciente por su altura elevada al cuadrado:

PESO x (ALTURA)? = IMC

S¢ considera dentro de rango normal IMC < 25 kg/m® y que el riesgo de
enfermedad cardiovascular esta aumentado tres veces si el IMC > 30.

La obesidad . especialmente la de tipo abdominal. denominada obesidad central
se determina con otro parametro: la relacion CINTURA / CADERA.

: . 163
Este cociente no debe ser mayor a 0.9 en mujeres y a 1.0 en hombres .

LLa obesidad central promueve la insulino-resistencia. El tejido adiposo secreta

citoquinas inflamatorias (TNFa) e inhibidores de la fibrinolisis (PAI-1). Estas
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sustancias tienen efectos locales. pero también actian sobre otros tejidos como la
vasculatura. contribuyendo a las alteraciones metabolicas v cardiovasculares. En los

pacientes DBT 2 la pérdida de peso mejora el control glucémico'®.

2.5 MICROALBUMINURIA

La microalbuminuria es la excrecion urinaria aumentada de albimina que
predice el desarrollo de nefropatia. Los pacientes DBT 2 desarrollan insuficiencia renal
cronica entre un 5 % a un 10 %. A partir del quinto afio del diagnostico de la diabetes
algunos pacientes presentan nefropatia incipiente. Esta etapa es silente, pero puede ser
detectada con la determinacion de microalbuminuria y filtrado g]omerular"’5 :

Esta deteccion precoz v su consecuente tratamiento. evita la progresion hacia la
nefropatia clinica. en la que se detecta proteinuria los pacientes diabéticos con
protcinuria ticnen niveles mas clevados de presion sanguinea. LDL y colesterol total,
triglicéridos y fibrinogeno plasmatico. ademas del aumento en la adhesion y agregacion

plaquetaria'®®.

2.6 DISLIPEMIA

La dislipemia esta presente en el 50% de los pacientes diabéticos. Esta alteracion
incluye: bajos niveles plasmaticos de HDL. altos niveles de colesterol total. LDL y
triglicéridos, alteraciones en la composicion de las lipoproteinas. aumento en los niveles
de 1.p(a). de apolipoproteinas B y E y en la razon apo-C III / apo-C II. Las alteraciones
lipidicas son mas frecuentes en la DBT 2 que en la DBT | que pueden persistir atin bajo
un buen control metabolico. La actividad de la Lipoprotein lipasa esta reducida en DBT
2, como resultado de esta alteracion estos pacientes presentan altos niveles de
triglicéridos  post-prandiales. Estas alteraciones lipidicas estdn relacionadas a la
insulino-resistencia y son mas comunes en sujetos obesos. La liberacion de NO inducida

por el shear stress esta disminuida por LDL oxidada (LDLox)'?’.
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2.7 ALTERACIONES EN LA COAGULACION Y LA FIBRINOLISIS

Las alteraciones en el Sistema de Coagulacion y Fibrinolitico presentes en la
diabetes predisponen a estos pacientes a una mavor incidencia de eventos tromboticos.
Iistas alteraciones incluyen aumento en la activacion, adhesion y agregacion

plaquetaria. aumento de los niveles plasmaticos de algunos factores de coagulacién y
168

una fibrinolisis disminuida

2.7.1 Factor VII

Sc han descripto niveles clevados de FVH en pacientes DBT relacionados con

eventos cardiacos. En estos pacientes el nivel de FVIH se normaliza con un buen control

glucémico'®’.

2.7.2 Factor von Willebrand
El FvW es considerado marcador de dafio endotelial v los niveles plasmaticos
elevados en Diabetes Mellitus estan asociados con el aumento del riesgo de padecer

170

eventos tromboticos' ™ (ver también 1.4).

2.7.3 Fibrindégeno

Los niveles plasmaticos clevados de fibrindgeno (Fg) estan fucrtemente
asociados con un aumento dcl ricsgo de enfermedad coronaria y en los pacientes
diabéticos, ademas, es un predictor de otras complicaciones vasculares'’'. El Fg
plasmatico csta frecuentemente elevado en los pacientes diabéticos. y este aumento

P . 172
estaria asociado a un pobre control glucémico’ .

2.7.4 Inhibidores fisiolégicos de la coagulacion

La AT es un inhibidor de la trombina. con la que forma un complejo
cquimolecular Trombina-Antitrombina (TAT) y ademas inactiva otros factores de
coagulacion como el FIX, el FX, v el FXI,.

En los pacientes diabéticos la actividad funcional de AT y de TAT esta

disminuida. La glicosilacion de AT causa la reduccion de su actividad y esta
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relacionada al control glucémico de estos pacientes'’>. También se ha descripto la
disminucion de la actividad de otros inhibidores como el Cofactor Il de la Heparina. la
Protcina C y la Proteina S. Esta disminucion de las actividades de los inhibidores de la
coagulacion favorece el estado protrombético en estos pacientes'

2.7.5 Plaquectas

El paciente diabético presenta alteraciones en la funcion plaquetaria:
disminucion de la vida media, aumento en la activacion. en la adhesion y en la
agregacion, e incremento en la liberacion de Factor Plaquetario 3 v 4 (FP-3 y FP-4

respectivamente) y B-tromboglobulina'”®. En pacientes DBT 2. se ha descripto un
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aumento de la expresion de P-Sel en membrana plaquetaria

2.7.6 FKibrinolisis

I.a disminucién de la actividad fibrinolitica debido al aumento de la actividad de
PAI-1 y la disminucién de t-PA, ha sido asociada al incremento en el riesgo de infarto
de miocardio en pacientes con enfermedad coronaria'’’. Los niveles plasmaticos de
insulina y proinsulina, ambos aumentados en pacientes DBT 2. la obesidad abdominal y
la hipertension arterial aumentan la actividad de PAI-1'7%,.

La actividad fibrinolitica disminuida predispone al individuo no sélo a eventos
tromboticos, sino también a la formacion y progresion de placas aterosclerdticas. La
hipofibrinolisis estaria involucrada en el desarrollo de enfermedad vascular periférica en

pacientes DBT 2 ain con buen control glucémico y lipidico'”

2.8 HOMOCISTEINA

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido derivado de la demetilacion de la
metionina. El metabolismo de la metionina puede seguir la via de la remetilacion a
metionina o la via de transulfuracion a cisteina. La concentracion de Hcey esta regulada

” - 180
por factores genéticos y nutrictonales '™ .
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Las causas de hiperhomocisteinemia incluyen deficiencia de cistatiotina f
intetasa, presencia de la variante termolabil de metilentetrahidrofolato reductasa
MTHEFR), (ambas son cnzimas del metabolismo de la Hcy): deficiencias de las
itaminas B2 y Be (cofactores en el metabolismo de la Hey): deficiencia de acido folico
que aporta el compuesto dador de metilos ¢n la via de la remetilacion) e insuficiencia
enal. Los niveles plasmaticos de Hcy tienden a aumentar con la edad'®'.

Los niveles plasmaticos elevados de Hcy. ya sea en ayunas 6 posterior a una
obregacarga con metionina. han sido asociados con aterotrombosis y enfermedades
:ardiovasculares. En modclos animales la hiperhomocisteinemia causa dafio endotelial
rascular predisponiendo a la aterosclerosis'®.

Se han reportado niveles elevados de Hey en pacientes diabéticos. especialmente
'n asociacion con microalbuminuria. Como los productos del metabolismo de la Hey
son excretados por rifidn, la microalbuminuria. que es un indice precoz de insuficiencia

‘enal, podria estar relacionada con los niveles plasmaticos elevados de Hey'®.

2.9 CITOQUINAS

La IL-1 y ¢l TNFa inducen la produccion de prostaciclina en la célula
:ndotelial. Aumentan también la permeabilidad celular para las macromoléculas. La
induccion de la produccion de NO por H.-1 puede ser interpretada como respuesta local
o sistémica vasodilatadora a estas citoquinas inflamatorias. Por otro lado pucden inducir

1 . .. - 184
la produccion de Endotelina-1 de accion vasoconstrictora ™.
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3. DISFUNCION ENDOTELIAL
3.1 DISFUNCION ENDOTELIAL EN DIABETES

.as complicaciones vasculares son la causa mas importante de mortalidad entre
los pacientes diabéticos. La disfuncion endotelial esta caracterizada por un desbalance
entre los factores vasodilatadores y vasoconstrictores: entre los factores procoaculantes
y anticoagulantes y entre los factores que inhiben la proliferacion celular v los que la
cstimulan. La disfuncion endotelial presenta una respuesta disminuida a la
vasodilatacion endotelio-dependiente. siendo éste el primer signo que precede a los
cambios morfoldgicos de la pared vascular'®’.

Los posibles mecanismos que explicarian la disfuncion endotelial en diabetes
scrian: 1) Sintesis o liberacion reducida de NO: 2) Inactivacion acclerada de NO
causada por los elevados niveles de especies reactivas de oxigeno y AGEs: 3)
Generacion y liberacion de prostanoides vasoconstrictores que contrarrestan la accion
de NO y 4) Alteraciones en las senales de transduccion causadas por la disminucion de
la cxpresion de las proteinas-G inhibitorias. ¢l metabolismo reducido de fostoinositol v
el aumento de la activaciéon de PKC'3¢,

Hay una sustancial evidencia de que la vasodilatacion mediada por ¢l NO
derivado del endotelio esta disminuida en modelos animales y en pacientes DBT | y
DBT 2. CI NO es un factor fundamental involucrado en las propiedades
antiateroscleroticas del endotelio. interfiere con eventos clave en el desarrollo de la
aterosclerosis tales como la regulacion del tono vascular. la adhesion de leucocitos  al
endotclio. la interaccién plaqueta-pared vascular v la proliferacion de las CMLV'Y. La
patogénesis de la enfermedad vascular diabética podria involucrar una biodisponibilidad
reducida del NO derivado de endotelio'**.

La distuncion endotelial inducida por la hiperglucemia podria resultar de una
produccion disminuida de NO. una inactivacion de NO por los radicales libres y/o por la
produccion aumentada de factores contractiles cuya accion se opone a la del NO. Los
mecanismos principales de la disfuncion endotelial mediada por la hiperglucemia

serian: el aumento en la glicosilacion no enzimatica de proteinas. el incremento del
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stress oxidativo, la hiperactividad de isoformas de la PKC y la actividad aumentada de
la via sorbitol-aldosa reductasa'®’

El endotelio intacto ticne propiedades antiaterogénicas. su alteracion, y la
posterior formacion de la placa ateroesclerdtica indica que la disfuncion del endotelio
seria el evento inicial'® (Figura N° 20).

La disfuncidn endotelial detectada como una respuesta vasodilatadora
disminuida al flujo hiperhémico. aumento en la adhesividad. permeabilidad y
proliferacion celular ha sido demostrada en presencia de conocidos factores de riesgo
para ateroesclerosis como hipertension, hipercolesterolemia. diabetes y en fumadores
activos y pasivos'(’I (Figura N° 21).

El stress oxidativo representa un mecanismo fisiopatologico que resulta de un
desequilibrio entr¢ la produccion de radicales libres y las defensas naturales
antioxidantes'*.

La fisiopatologia del stress oxidativo en DBT 2 ¢s compleja e involucraria a los
disturbios ¢n ¢l metabolismo de la glucosa y de los lipidos. La hiperglucemia puede
aumentar el stress oxidativo por varios mecanismos. En la autooxidacion de la glucosa
se generan sustancias altamente reactivas como O, HO™ y H,O, que daiian las proteinas
y los lipidos. Los radicales libres aceleran la formacion de los AGEs que a su vez
aportan mas radicales libres y mayor glicooxidacion'®*.

El aumento celular de la glucosa estimula la actividad de la PKC, la que cntre
otros cfcctos, activa peroxidasas y la via de la ciclooxigenasa (COX) que conducen a la

sobreproduccion de moléculas oxidativas'”™.
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Figura N° 20: Ll endotelio sano presenta una superficie antiadherente, regula la
permeabilidad a través de las células endoteliales y el tono vascular a través de la
secrecion de sustancias vasoactivas como NO y ET-1. Ll endotelio contribuye a

mantener la homeostasis de la pared vascular.



Introduccion 49

Figura N° 21 Los factores de riesgo como la hipertension, diabetes e hiperlipemia
danan las células endoteliales ¢ incrementan la permeabilidad celular y la
adhesividad. La biodisponibilidad del éxido nitrico se altera y conduce al aumento
de la expresion de factores vasoconstrictores y de proliferacion celular como la

Endotelina-1.

La hiperglucemia eleva la concentracién de Ca’" de la CE estimulando la
sintesis y liberacion de NO. Sin embargo, en presencia de aniones O, el NO es
convertido a la potente molécula oxidante peroxinitrito (ONOO’) que disminuye su
biodisponibilidad para la vasodilatacion'®”.

LLa DBT 2 también esta asociada a una disminucion de antioxidantes a nivel
tisular. Las enzimas tales como catalasa, superoxido dismutasa (SOD) y glutation
peroxidasa estan disminuidas en DBT %,

Los disturbios en el metabolismo lipidico en la DBT 2 también contribuyen al
stress oxidativo. La dislipemia diabética caracterizada por triglicéridos (TG) elevados y

HDL colesterol disminuido, también resulta en una variacion en la composicion de las
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lipoproteinas, resultando en la produccion de particulas mas pequeiias v densas con
funcion fisiologica alterada'®’.

Las HDL tienen varios efectos que preservan la funcion endotelial: inhiben la
sintesis de VCAM-1 en CE vy participan ¢n ¢l transporte reverso de colesterol: en los
seres humanos aproximadamente ¢l 80 % de la sintesis de colesterol ocurre en tejido
extrahepatico y debe ser transportado al higado para su excrecion'*®.

l.as LDL oxidadas pueden promover el aumento del stress oxidativo.
directamente o bien por estimulacion de la formacion de radicales libres provenientes de
la pared vascular, ¢ indirectamente inhibiendo, la sintesis de NO. reduciendo asi ¢l
potencial antioxidante. La LDLox y la LDL nativa pueden disminuir la actividad de

v

¢NOS por regulacion de la expresion de caveolina. La hipertrigliceridemia puede per se¢
199

promover un ambiente oxidativo aumentado
La injuria endotelial y la biodisponibilidad de NO reducida. inicia el proceso de
ateroesterosclerosis. La extension de la disfuncion endotelial puede reflejar el grado de

. . 3,
stresy oxidativo®®.

3.2 DISFUNCION ENDOTELIAL EN HIPERTENSION

El endotclio puede influenciar profundamente el tono v la estructura vascular.
En la hipertension arterial (HTA) la disfuncion endotelial ha sido documentada en
periférica y coronaria micro y macrocirculacion y en circulacion renal. El fendmeno
responsable de la alteracion endotelial en HTA esencial parece ser la activacion de una
via alternativa que involucraria la ciclooxigenasa y la reduccion de la biodisponibilidad
de NO a través del stress oxidativo™'.

L.a vasodilatacion mediada por el NO derivado del endotelio esta disminuida en
modelos experimentales animales y en pacientes hipertensos y diabéticos™®.

LLa HTA esencial también estd asociada con la disfuncién endotelial.
principalmente por la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) que

reaccionan con NO y disminuyen sus efectos protectores v reguladores sobre la pared
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arterial. En varios estudios prospectivos la disfuncion endotelial fue asociada con un
. . . . 203
aumento en la incidencia de eventos cardiovasculares™ .
El mantenimiento del tono vasomotor depende en forma decisiva del equilibrio
entre las acciones relajantes del musculo liso vascular mediadas por el NO. PGl; v las

o

. . P 2
acciones vasoconstrictoras de la ET-1 y TXA,*"

[.a respuesta vasodilatadora a la Ach esta disminuida en los pacientes con HTA
esencial respecto de individuos normotensos. sugieriendo una respuesta deficiente de las
CE a los agentes liberadores de NO. Sin embargo. la respuesta vasodilatadora a
compucstos cxogenos dadores de NO como ¢l nitroprusiato ¢s similar cn ¢stos pacicntes
y en los sujetos normotensos™”. Esto indica que la respuesta al mediador celular del NO
en ¢l masculo liso a través del cual induce su relajacion. el GMP ciclico. no estaria

. - 2
alterada en los hipertensos esenciales™®.

Diversos estudios han sugerido que en pacientes hipertensos la menor
biodisponibilidad del NO no parece ser debida a una deficiencia de su sustrato, la -
arginina. ya que la administracion de cantidades crecientes de ¢sta no mcjoro la
respucsta a la Ach en la arteria braquial manteniéndose las diferencias entre pacientes y
controles®’.

Una menor disponibilidad de tetrahidrobiopterina (BH,). que ha sido asociada a
HTA y a otros factores de riesgo cardiovascular como la DBT. puede ser otro
mecanismo que subyace a una menor concentracion de NO disponible, En ausencia de
niveles adccuados de BHi. un cofactor necesario para el acoplamiento entre la
reduccion del oxigeno y la oxidacion de la L-arginina, se produce un desacoplamiento
del mismo dando lugar a la produccion de especies reactivas de oxigeno en lugar de
NO™,

En pacientes hipercolesterolémicos se ha observado un aumento de caveolina,
protcina presente en los cavéolos de las CE y a la que estd unida la eNOS. Para pasar a
la forma activa, la eNOS debe desacoplarse de la caveolina y unirse al complejo calcio-
calmodulina, por lo tanto. en presencia de niveles elevados de caveolina se formaria

menor cantidad de NO>*.
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En varios estudios se ha observado la existencia de polimorfismo genético en la
¢NOS. Uno de ellos se ha correlacionado con HTA. el polimorfismo GIlu298Asp, que
implica el cambio del acido glutamico en la posicion 298 por acido aspartico'”.

Aunque todavia no se ha determinado con exactitud el cambio fenotipico que
lleva asociado esta variante. se observa una mayor prevalencia del genotipo Glu298Asp
en pacientes hipertensos que en los sujetos normotensos. y esto implicaria que esta
alteracién podria estar asociada al desarrollo y mantenimiento de la HTA esencial®''.

El endotelio es capaz de producir especies reactivas de oxigeno como O, . OH’
o 11,0, a través del metabolismo oxidativo en las mitocondrias ¢ de enzimas oxidasas
como la NADPH oxidasa, la ciclooxigenasa, la citocromo P,so reductasa. la xantino
oxidasa y la lipooxigenasa®'? (Figura N° 22). Desde el punto de vista de la disfuncion
vascular hipertensiva el anidn mas importante seria el Q.. capaz de formar
peroxinitritos que participan en procesos de peroxidacion lipidica. nitrostlacion de
proteinas y de los acidos nucleicos®".

Niveles elevados de O, no solo pueden ser consecuencia de un aumento de su
produccion, sino también de una disminucion de su degradacion. Los aniones O, se
degradan por la accion de la enzima superoxido dismutasa (SOD) que da lugar a la
formacion de H,0,, que es descompuesta por la enzima catalasa v la glutation
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peroxidasa®'*,

Se ha demostrado que la relajacion dependiente de endotelio ¢n anillos de aorta
de conejos sanos baja cuando se inhibe la actividad de SOD. lo que implicaria la
disminucion de la relajacion dependiente de NO?'~.

Se ha sugerido que la disfuncion endotelial podria estar implicada en la
patogenia de la aterosclerosis en los pacientes con hipertension esencial a través de
varios mecanismos: alteracion de la via L-arginina-NO, el stress oxidativo y aumento de

moléculas de adhesion circulantes (ICAM-1. VCAM-1. P-Sel)*'®.
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Figura N° 22: Oxidacion del NO por aniones superoxido (Oy). Los radicales
Q7 reaccionan con NO para formar peroxinitritos (ONOQ) y radicales
hidroxilo (HO"), por otro lado los radicales Oy son degradados por la enzima
superoxido dismutasa (SOD) generando H>O», que a su vez, es degradado por

la accion de la enzima catalasa.
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4 EVALUACION DE LA FUNCION ENDOTELIAL

El funcionamiento normal del endotelio es esencial para la prevencion de las
lesiones vasculares. Esto ha impulsado el interés clinico por la valoracion de la funcion
del endotelio como indicador de riesgo de enfermedad vascular v las consecuentes
complicaciones trombdticas.

La funcion endotelial puede determinarse como un parametro clinico. pero
dichas medidas se utilizan. por el momento. principalmente como instrumentos de

investigacion. mas que como parte de la evaluacion clinica diaria.
4.1 METODOS INVASIVOS

LCn un comienzo. la funcion del endotelio se determind en las arterias coronarias
epicardicas, a raiz del descubrimiento de que experimentaban una concentracion
paradojica con Ach en los pacientes con aterosclerosis. Se hizo evidente que era
necesaria la existencia de un endotelio sano para que se produjera la respuesta normal
de dilatacion. y que la lesion del endotelio causada por la aterosclerosis tenia un efecto
vasoconstrictor directo sobre el misculo liso de la pared del vaso®'”,

En la actualidad, la angiografia cuantitativa se utiliza para valorar la
vasodilatacion mediada por Ach cn la circulacién coronaria. El didmetro arterial v el
flujo sanguineo coronario se miden después de una serie de infusiones locales de
concentraciones crecientes de Ach. v se compara el efecto con el de infusiones de
vasodilatadores coronarios que no dependen de un endotelio intacto para sus acciones.
tales como la adenosina., la nitroglicerina o la papaverinaz's.

La sangre circulante no contiene Ach (que es un neurotransmisor). por lo que la
técnica anterior no es una prueba fisiolégica. sin embargo. tiene una correlacion
adecuada, ¢n la mayoria dc los casos. con los sintomas de la enfermedad coronaria’'’.

Estos estudios de imagen coronarios han demostrado también que los farmacos

. Y 01220
pueden mejorar la funciéon endotelial .
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La funcidn endotelial coronaria se mide durante la angiografia, pero esta técnica
¢s demasiado invasiva. y sc realiza si forma parte de la valoracion clinica para una
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angioplastia o una cirugia de revascularizacion™ .
Una alternativa es utilizar métodos no invasivos y realizar la prueba de la Ach en
la circulacion del antebrazo. donde se observa una menor vasodilatacion en caso de

disfuncion endotelial. (Figura N° 23).
4.2 METODOS NO INVASIVOS

La utilizacion de la arteria braquial procede de estudios que demuestran que la
disfuncion endotelial es generalizada: si hay disfuncion en las arterias coronarias,
también debe poder detectarse en otras arterias, aunque sea en menor grado®22.

La prueba del flujo en la arteria braquial tiene dos fases. En primer lugar. s¢ infla
cl manguito de un esfingomanometro en ¢l antebrazo hasta superar la presion sistolica
del paciente durante 5 minutos y después se desinfla. Esto produce hiperemia reactiva.
quc aumenta el diametro de las arterias normales hasta en un 20%. Un cambio de esta
magnitud puede ser medido con facilidad y precision mediante ultrasonido de alta
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resolucion

En los pacientes con factores de riesgo para enfermedad arterial o con
aterosclerosis evidente. la hiperemia es nula o esta intensamente alterada. La respuesta
hiperhémica de la arteria braquial esta muy relacionada con la respuesta de la arteria

coronaria a la Ach, y experimenta un deterioro paralelo al de la funcién endotelial

coronaria®?.

En la segunda fase de la prueba. se permite que la arteria braquial recupere ¢l
diametro y el flujo basales. Se le administra al paciente nitroglicerina. un vasodilatador
no endotelio-dependiente. por via sublingual y se mide el didmetro de la arteria braquial
durante tres 6 cuatro minutos para calcular la maxima variacion™”.

En la primera parte de la prueba se mide la respuesta mediada por el flujo. que
depende de la funcion endotelial. La segunda parte mide la vasodilatacion
indcpendicnte del endotelio. La difcrencia indica el grado de lesion endotelial. Estos

. - , . . 1226
tipos de rest miden solo el aspecto vasomotor de la funcion endotelial™.
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Figura N° 23: Evaluacion no-invasiva de la funcion endotelial. La arteria target es
habitualimente {a braguial o la arteria femoral superficial. El diametro de la arteria es
medido por un transductor de ultrasonido vascular de alta resolucion. La hiperemia
reactiva es inducida por una oclusion distal a la posicion del transductor. Algunos

investigadores han usado la arteria radial v un sistema especial de ultrasonido.

El rest no invasivo para valorar la funcion endotelial debe poseer alta
sensibilidad. es decir debe poder detectar pequeiias variaciones en el didmetro arterial.
scr reproducible y endotclio dependicnte: debe ser capaz de diferenciar sujetos con o sin
disfuncion endotelial y debe correlacionar con la funcion endotelial coronaria. La
imagen dc la arteria debe ser dptima y ¢l personal que realiza la prucba debe estar bien
entrenado®?’.

Si cstos criterios se cumplen estrictamente. ¢l resf no invasivo scria una prueba
clinica util para el estudio de la disfuncién endotelial y su posible tratamiento en

determinados grupos de pacientes. La restriccion obvia de este rest es que se limita a
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arterias superficiales y de tamafio grande a mediano. tales como las arterias femoral.
braguial y radial. Sin embargo. la respuesta vasodilatadora al estimulo es inversamente
proporcional al tamaiio de la arteria ain en sujetos normales y las arterias de diametro
mayor de 6 mm dilatan s6lo minimamente en respuesta a la hiperhemia reactiva®.

En pacientes adultos se utiliza la arteria braquial v en nifios la femoral.

El test mide cambios submilimétricos en el diametro arterial y hace posible
repetirlo durante el seguimiento de los pacientes. ya que no implica riesgo significativo.

La variacion del 2 % entre dos test consecutivos indicaria que el tratamiento que
estaria recibiendo el paciente seria heneficioso. porque significaria que esta aumentando
su respuesta vasodilatadora. es decir estaria mejorando la funcion endoteliat?®.

Los inhibidores de la eNOS. analogos de la L-arginina como la L-N-monometil
arginina (L-NMMA) disminuyen la respuesta vasodilatadora en estos fest en un 70 %.
Por el contrario. la aspirina. es decir. la inhibicion de la ciclooxigenasa. no atecta la

dilatacion mediada por el flujo®*’.
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Con el fin de evaluar. en parte. la disfuncion endotelial vascular se propusieron

los siguientes objetivos:

Estudios Clinicos. Pacientes diabéticos tipo 2:

Determinacion de la activacion plaquetaria v expresion de proteinas

-

adhesivas.

Evaluacion del metabolismo del oxido nitrico (NO) v expresion de oxido
nitrico sintetasas (NOS). Liberacién de citoquinas y Factor von
Willebrand.

Estudio de Endotelina-1 v su interaccion con el NO.

Relacion entre Insulinemia. PAI-1 vy nivel plasmatico del Péptido C.
Evaluacién de la funcion endotelial a través de la medicion del didmetro
arterial pre y post isquemia mecanica del brazo. mediante ¢l uso dc
ecografia Doppler de alta resolucion.

Seguimiento secuencial de los parametros metabolicos. vasoactivos v
marcadores de la funcion endotelial en una poblacion de individuos
hipertensos bajo tratamiento con drogas antihipertensivas y en pacicentes
hipertensos  bajo  régimen  higiénico-dietético  sin  tratamiento

farmacologico.

Estudios Experimentales:

Accion de productos de glicosilacion avanzados (AGEs) en células
endoteliales (CE) obtenidas a partir de cordén umbilical humano
(HUVEC).

Co-cultivo de HUVEC con eritrocitos provenientes de pacientes diabéticos
tipo 2.

Determinacion de la migracion de células endoteliales en presencia de
AGEs.

Estudios experimentales realizados con ratones Balb/c tratados con BSA-
AGEs o BSA (albumina sérica bovina glicosilada y sin glicosilar).

Estudio comparativo entre macrofagos murinos vy la linea celular U-937.

monoblastos leucémicos de origen humano. diferenciados a macrotagos.



Facientes, Maleriales
g Jéfodos



Materiales y Métodos 59

MUESTRAS

Para el desarrollo de la presente tesis se utilizaron diferentes muestras
obtenidas a partir de sangre venosa. En todos los casos se extrajo sangre a
voluntarios humanos con 8 o 12 horas de ayuno. scgun correspondiera. Para la
evaluacion dc los parametros fibrinoliticos las cxtraccioncs de sangre se realizaron,
estrictamente. a individuos en reposo. entre las 8 y 9 hs. de la madana. con ¢l menor

¢stasis venoso posible.

A continuacion se describe la obtencion de las muestras sanguincas utilizadas:

o Plasma en EDTA: Salvo aclaracion. se recolectaron 2.5 ml de sangre en
tubos plasticos contenicndo como anticoagulante 61 ul de una solucion 7.5
% de K;EDTA (sal tripotasica del acido ctilendiaminotetraacético). Las
muestras sc¢ centrifugaron a 2.000 g durante 10 minutos. Las muestras de

sangre s¢ mantuvieron cn bafo de hielo por un lapso menor a 4 horas.

o Plasma en citrato de sodio: Se recolecté la sangre en tubos plasticos
conteniendo citrato trisodico 3.8 % cn una rclacion dc nucve partes de
sangre y una parte de anticoagulante.

Para la determinacion de prucbas de coagulacion vy fibrinolisis las

muestras se sometieron a doble centrifugacion (2.500 x g, 10 minutos).

s Sucro: Se colocaron 5 ml de sangre en tubos de vidrio y se incubaron en
bafio termostatizado a 37 °C. hasta completar ¢l proceso de coagulacion
(aproximadamente 4 horas). Se centrifugo durante 10 minutos a 1.500 x g.

Sc separaron los sueros correspondientcs.
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POBLACION

Dada la diversidad de grupos poblacionales evaluados. los mismos se
describen en cada estudio. En todos los casos se contd con ¢l consentimiento por

escrito de los participantcs.

ESTUDIOS CLINICOS

1. l)E'[:ERMINACl(')N DE ACTIVACION PLAQUETARIA EN PACIENTES
DIABETICOS TIPO 2

1.1 POBLACION ESTUDIADA

Sc cstudiaron 40 pacicntes diabéticos tipo 2 (DBT 2). con mas dec 5 anos de
cvolucion de la enfermedad. con el objetivo de evaluar la activacion plaquetaria cn
esta patologia. [.os pacientes y controles dieron su consentimiento para la realizacion
de cste estudio.

Sc dividi6 a los pacientes en dos grupos: hospitalizados v ambulatorios.

Grupo 1: 20 pacientes DBT 2. hospitalizados de 68.7 £ 5.5 aiios de edad. . con
vasculopatia periférica. tratados con heparina sodica 7.500 U/dia y 100 mg/dia de
aspirina. El 70 % de estos pacientes (14/20) presentaba macro y microangiopatia
(coronariopatia o accidente cercbro vascular) v pie diabético y ¢l 30 % dc los
pacientes restantes (6/20) presentaba microangiopatia diabética con retinopatia
asociada. pero sin pie diabético.

Grupo 2: 20 pacientes DBT 2. ambulatorios de 57.0 + 10.8 afios. coronarios
crénicos, tratados con 325 mg/dia dc aspirina.

Todos los pacientes estaban medicados con un tnico hipoglucemiante oral. la
glibenclamida

Grupo Control: 20 individuos sanos de 59.2 + 8.9 afios. libres de medicacion

durantc los 10 dias previos a los estudios.
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L.as muestras de sangre de los pacientes y controles con 12 horas de ayuno sc¢
obtuvieron por puncién venosa y minimo torniquete v se determinaron los niveles de
Glucemia. Hemoglobina glicosilada. Triglicéridos. colesterol total (tCol). HDL (high
density lipoprotein)y LDL (low density lipoprotein) colesterol. Hemograma. Tiempo
de Protrombina (TP) y Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado (TTPA) y la

expresion en membrana plaquetaria de P-Selectina y de GP 53 segtn los métodos

descriptos a continuacion.

1.2 DETERMINACION DE ACTIVACION PLAQUETARIA

1.2.1 Determinacion de la cxpresion de P-Sclectina y GP 53 en membrana

plaquctaria por inmunofluorcscencia indirccta (IFI) mediante microscopia UV

y citometria dc flujo.

1.2.1.1 P-Selectina:

Método modificado de Mitchelson AD.?'

Se utilizaron los siguientes reactivos:
Butler fosfato salino PBS. BSA 0.2 %. EDTA 10 mM pH = 7.4
Anticuerpo  monoclonal anti-CD61 conjugado con fluoresceina (FITC)
(Inmunotech. Francia) (anti CD61: anti-GPllla. se utiliza como marcador de
la poblacion plaquetaria).
Anticuerpo  monoclonal anti-CD62P conjugado con ficoeritrina  (PE)
(Inmunotech. Francia) (anti CD62: anti-P-Selectina).
Combinacion de isotipos 1gGI1-FITC / 1gG1-PE.  (Inmunotech, Francia)
(controles negativos. antisueros isotipos no especificos).
Solucién de paratormaldehido 1 % (v/v) en PBS.

Trombina bovina 0.1 U/ml concentracion final. (Ortho Diagnostic Systems.

Inc, New Jersey. EE.UU).

i)Determinacion en plasma rico en plaquetas (PRP): Se utilizé plasma con EDTA.
ii)Obtencion del PRP: Se centrifugaron la muestras obtenidas a 250 x g durante 5

minutos a 25 °C. Se efectuo el recuento plaquetario y se ajustod a un valor entre 5-8 x
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107 plaquetas/m! con el buffer de trabajo (BT): PBS. EDTA 5 mM. albimina bovina
(BSA) 2 %, pH 7.4.

Se trabajaron simultaneamente las muestras de pacientes y las de los individuos
controles. Sc realizaron un contro! positivo v otro negativo del dia. Las muestras no
procesadas inmediatamente se fijaron con solucion de paraformaldehido 1 % en PBS.
mantcniéndolas entre 3 a 5 °C un mdximo de 72 horas. Como control positivo sc
activaron las plaquetas con trombina humana 0.1 U/ml (concentracion final) durante
5 minutos a temperatura ambiente (TA).

Se procedio segun indica la Tabla N° 4.

Pacientes e

Control negativo Individuos Control positivo
controles

Buffer PBS 100 pi 100 pl 95 ul
PRP 10 ul 10 ul 10 pl
[gGI-FITC/1gG1- 5+5ul -- --
PC
CD6I1-FITC 5 ul S5ul
Incubar 15" a TA en
oscuridad
CDo2-PE 5ul Sul
Trombina 0.1 U/ml -- 5ul
Incubar S'a TA en
oscuridad
paraformaldehido 120 ui 120 ul 120 ul

Tabla N° 4: Técnica de marcacion de plaquetas en PRP para la determinacion

de P-Selectina en membrana plaquetaria.

Posteriormente se incub6 30 minutos a TA en oscuridad. se anadieron 240 ul de
PBS pH 7.4 y sc agitd suavemente. Sc centrifugd 10 minutos 2 900 x g a TA y s¢
descart6 ¢l sobrenadante con pipeta plastica.

Sc resuspendio el peller en 500 pl de PBS. se observo en ¢l microscopio de

fluorescencia y se analizo en el citometro de fluyjo FACScan® Becton-Dickinson
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(Becton-Dickinson, EE.UU). En el grupo control se determiné un valor de 5.0 + 0.5
% dec expresion de P-Sclectina en membrana plaquetaria v se tomoé como valor basal
para esta metodologia.

iii)Determinacion en sungre enlera:

Se realizd en 10 pacientes y en 10 controles la determinacion de P-Selectina en
sangre cntera y se evaluo si habia difcerencia con la realizada en PRP.

La técnica de extraccion y recoleccion de todas las muestras fue idéntica a la de

PRP.

Kl esquema de trabajo en sangre entera estd detallado en la Tabla N° 5.

Pacientes e

Control negativo Individuos controles Control positivo

Buffer PBS 100 pl 100 pul 95 ul
Sangre entera 25 ul 25 ul 25 ul
1gG1-FITC/1gG1- 5+5qpl - -
PL

CDOIL-FITC Sul S5l
Incubar 15" a TA en

oscuridad

CD62-PE 5 ul 5l
Trombina 0.1 U/mi -- 5l
Incubar 5'a TA en

oscuridad

paraformaldehido 135 ul 135 ul 135 ul

Tubla N° 5: Técnica de marcacion de plaquetas en sangre entera para la
determinacion de P-selectina en membrana plaquetaria.
Postecriormente se incub6é 30 minutos ¢n oscuridad. se afiadieron 250 pl de PBS
pll 7.4 y sc agité suavemente. Sc centrifugd 10 minutos a 300 x g a TA v se descartd
el sobrenadante con pipeta plastica. Se resuspendio el precipitado en 500 - 1000 pl
de PBS. sc observo al microscopio de fluorescencia y se analizé en el citometro de
flujo FACScan® Becton-Dickinson. La expresion de P-Selectina del grupo control
dio un valor dc 4.8 + 1.0 %. No se¢ encontrd diferencia significativa entre ambas
técnicas, por lo que concluimos que la técnica en PRP no produce falsos positivos.

Tanto en los pacientes como c¢n los controles. la diferencia obtenida entre los valores
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de activacion plaquetaria determinada en sangre entera y en PRP no fue significativa

por este motivo se utilizo PRP.

1.2.1.2 GP 55:

La obtencion de las muestras de pacientes v controles. la preparacion del PRP y
el esquema de trabajo se realizo en las mismas condiciones que para la determinacion
de P-Selectina en PRP, excepto cn el uso del anticuerpo monoclonal contra la
glicoproteina ¢n estudio; en este caso se utilizo el anticuerpo monoclonal anti-CD65
conjugado con PE (Inmunotech. Francia) (anti CD63: anti-GP 53). las cantidades son
las mismas que las referidas en la Tabla N° 4 para CD62P y se analizo en el
citometro de tlujo FACScan® Becton-Dickinson. Para los controles se obtuvo un

valor basal d¢ 5,2 + 1.4 %.

1.2.2 Hemoglobina glicosilada (HbA, )

Se determind en plasma anticoagulado con EDTA en ¢l autoanalizador IMX.
(ABBOTT, EE.UU).

1.2.3 Glucosa (Gl)

Se determiné en los sueros de los pacientes v controles con un ayuno de 10

horas mediante el autoanalizador Beckman (Beckman, EE.UU).

1.2.4 Hemogramas

Los hemogramas de los pacientes y controles se determinaron mediante el

contador hematoldégico Cell Dyn 3500. (ABBOTT. EE.UU).

1.2.5 TPy TTPA.
Se utilizaron plasmas citratados y se analizaron en el coaguldometro automatico

BCT (Dade Behring, Marburg, Alemania).



Muteridles y Métodos 65

2. DETERMINACION DE _ACTIVACION PLAQUETARIA Y DE OXIDO
NITRICO PLASMATICO EN UNA POBLACION DE PACIENTES
HIPERTENSOS DIABETICOS TIPO 2

Se determinaron los niveles de Glucemia, Hemoglobina glicosilada. Insulinemia.
TNFa, NO. FvW, P-Selectina soluble (sP-Sel)y expresion en membrana plaquetaria
de P-Sclectina (P-Sel) en dos grupos de pacientes y un grupo control con el objetivo
de correlacionar parametros metabdlicos con parametros relacionados a la funcion
plaquetaria y endotelial.

Grupoe A: 32 pacientes hipertensos diabéticos tipo 2 de 64.9 + 1,7 afios. 93 %
hombres. en tratamiento con sulfanilureas.

Grupo B: 37 pacientes hipertensos. estadios I v 11 segin el Joint National
Committee (JNC Vl)”2 de 61.3 £ 1.7 afios. 92 % hombres en tratamiento con calcio
antagonistas o diuréticos.

Grupo C: 35 sujetos controles normales de 59.1 + 2.0 afos. 91 % hombres
comparables en IMC. y habitos alimentarios v d¢ fumar. Fucron criterios de
exclusion: velocidad de eritrosedimentacion > 20 mm en la primera hora. evidencia
serologica de hepatitis o infeccion por VIH. enfermedad hepdtica o renal aguda o
cronica. neoplasias y cualquier otro tipo de enfermedad inflamatoria o infecciosa.

L.as técnicas utilizadas fueron las siguientes (ver también estudiol):

2.1 DETERMINACION DE P-SELECTINA SOLUBLE
Sc determinaron los niveles de sP-Sel en los plasmas citratados de pacientes y

controles mediante ELISA.

2.1.1 Preparacion del ELISA
. Una placa de 96 pocillos se recubrié durante toda la noche a 4° C con un
anticuerpo monoclonal anti-CD62P 0.2 png/mi en PBS.
2. Se lavo tres veces con PBS. 0.1 % de Tween 20 (PBS-T) v 0.5 % de BSA.

3. Se bloquearon sitios inespecificos con PBS-T-BSA 1 % durante 30 minutos a
TA.
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4. Las muestras de plasma, obtenidas a partir de sangre recogida con 10 % de
buffer acido acético 38 mM. citrato de sodio 75 mM y dextrosa 100 mM y
centrifugadas a 1.200 x g durante 10 minutos. se diluyeron 1/20 en PBS-T.
0.5 % BSA y 0.3 % de gelatina. Se incubaron 100 ul en los pocillos durante
dos horas a 37°C.

5. Paralelamente. se realiz6 una curva de calibracion con testigos de P-
Selectina, concentraciones desde 0 a 50 ng/ml.

6. Se realizaron tres lavados con PBS-T.

7. Sc agregd anti-P-Selectina de conejo conjugado con biotina y sc incubd
durante 2 horas.

8.  Se agregaron 100 ul de fosfatasa alcalina conjugada con streptavidina.

9. Se realizaron tres lavados con PBS-T.

10. Se reveld la actividad de la fosfatasa alcalina con 100 pl de sustrato p-nitro
feniltosfato.

11. Inmediatamente se registré la densidad déptica a 405 nm con un lector de
ELISA.

Los controles normalcs dieron un rango de referencia para sP-Sel de 18 a 40 ng/ml.

2.2 DETERMINACION DE OXIDO NiTRICO
Se midio la concentracion de NO mediante la determinacion de nitritos en
plasmas heparinizados de pacientes y controles con un ayuno de 10 horas, segin la

técnica descripta por Moshage et al**.

2.2.3 Desproteinizacion de los plasmas

Los plasmas de pacientes y controles se desproteinizaron con ZnSOy 30 %.(500
ul de plasma + 150 pl de ZnSO,). Se agitaron, se dejaron en reposo por el lapso de
15 minutos y se centrifugaron a 900 x g durante 20 minutos. Los sobrenadantes

correspondientes se centrifugaron. obteniéndose los plasmas desproteinizados.
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2.2.4 Reduccion a nitrito
En los plasmas desproteinizados se realizé una reduccién a nitritos por accion

de la enzima nitrato reductasa (Aspergillus Niger. SIGMA).

2.2.5 Determinacion de la concentracion de nitritos

En tubos de vidrio se colocaron partes iguales de los plasmas y el reactivo de
Griess (sulfanilamida 2 % en PO4H; 5 % vy nattiletilendiamina 0.2 %). Con cada
muestra se obtuvieron las mezclas correspondientes y se colocaron 200 ul de éstas en
pocillos de policubetas de poliestireno. Paralelamente sc realizo una curva de
calibracion a partir de una solucién patrén de nitrito de sodio. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado. Se registraron las densidades opticas de las muestras y de la

curva de calibracion con un lector de ELISA a 540 nm.

2.3 DETERMINACION DEL FACTOR von WILLEBRAND

Se utilizaron plasmas citratados v se determinaron las concentraciones del
FvW con un ELISA comercial (Asserachrom vWF. Stago, Asniéres. Francia)
siguiendo las instrucciones de! fabricante.

El rango de referencia para este método fue de 50 a 150 %.

2.4 FACTOR DE NECROSIS TUMORAL «a
Sc¢ determinaron las concentraciones de TNFa en plasmas citratados con un

ELISA comercial Human TNFa Immunoassay (R & D Systems. Reino Unido).

siguiendo las instrucciones del fabricante. Rango de referencia: < 15.6 pg/ml.

2.5 DETERMINACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE INSULINA Y
HEMOGLOBINA GLICOSILADA

Se determinaron en plasmas anticoagulados con EDTA mediante el

autoanalizador IMX. (ABBOTT. EE.UU).
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2.6 DETERMINACION DEL NIVEL PLASMATICO DE GLUCOSA
Se determind en los sueros de los pacientes y controles con un ayuno de 10

horas en el autoanalizador Beckman. (Beckman, EE.UU).

2.7 DETERMINACION DEL NIVEL PLASMATICO DE FIBRINOGENO
Se determino en plasma citratado utilizando el método de von Clauss A.** en

el coagulometro automidtico ACL 200 (Werfen Medicals. EE.UU).



Muteriales y Métodos 69

3. ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LOS NIVELES PLASMATICOS DE
ENDOTELINA-1, OXIDO NITRICO Y FyW EN UNA POBLACION DE
PACIENTES HIPERTENSOS DIABETICOS TIPO 2.

Se evaluaron 30 pacientes hipertensos (estadios 1 y 11. INC V17*?) diabéticos tipo
2 dc 64,9 £ 1,7 aiios de edad. 53 % hombres. en tratamiento con sulfonilureas y
calcio-antagonistas y un grupo control de 30 individuos sanos de 59.1 + 2.0 afios. S|
% hombres. comparables en IMC v habitos alimentarios v de fumar. Fueron criterios
de exclusion: velocidad de eritrosedimentacion > 20 mm en la 1 hora. evidencia
seroldgica de hepatitis o 111V, enfermedad hepatica ¢ renal aguda o crénica. otras
enfermedades de tipo infeccioso o inflamatorio. cancer o enfermedades del icjido
conectivo. Se extrajo sangre a los pacientes v controles. con 10 horas de ayuno.
puncidn venosa limpia y minimo torniquete. Se determinaron los niveles de Glucosa.
HbA . Insulina, FvW, Triglicéridos. tCol. LDL. HDL. Fibrindgeno. NO, ET-1 y las
presiones arteriales sistolica y diastolica. con ¢l objetivo de estudiar la relacion entre
estas variables en diabetes ¢ hipertension respecto del grupo control.,

Técnicas utilizadas (ver también estudios 1 y 2):

3.2 DETERMINACION DE ENDOTELINA-]

Se utilizo sangre con EDTA. La centrifugacion se realizd dentro de los 30
minutos de obtenida la muestra. Se determind la concentraciéon de ET-1 en plasma
con un cquipo d¢ ELISA comercial (Human Endothelin-1 Immunoassay, R & D
Systems, Minneapolis. EE.UU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Previo a la
realizacion del ELISA se hizo una extraccion con acetona. HCI IN. agua (40:1:5). se
mezclo por inversion las muestras y se centrifugaron 20 minutos a 2.000 x g a 2-8° C.
Los sobrenadantes se desecaron en un evaporador centrifugo a 37° C y se procedio al
cnsayo por ELISA. Este procedimiento previo fue realizado debido a que los lipidos
interfieren en esta determinacion.

Los controles normales estuvieron en un rango de 0,3 a 0,9 pg/ml.
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3.3 COLESTEROL TOTAL, HDL COLESTEROL, UREA Y CREATININA
Se¢ determinaron en los sucros de los pacientes y controles con un ayuno de 10
horas en el autoanalizador Beckman (Beckman. EE.UU) los niveles de Colesterol

total (1Col), HHDL colesterol (HDL). Urea y Creatinina (Creat)

3.4 LDL COLESTEROL

Se determinaron las concentraciones de LLDL colesterol (LDL) segin la formula
de Friedewald W.T.?**.

3.5 PROTEINA C REACTIVA (PCR)

Sc determind PCR cn ¢l suero de pacientes y controles con un ayuno de 10
horas por el método de inmunodifusion radial (IDR) en las placas comerciales 1.C-
Partigen (Behringwerke AG. Marburg. Alemania). Sce realizo la curva de calibracion
con el suero estandar PCR humano comercial. La concentracion de referencia para

cste método fue < 5 my/l.

3.6 HOMOCISTEINA (tHey) y PEPTIDO C (Pépt C)
Sc¢ determinaron en plasma con EDTA en ¢l autoanalizador IMX. (ABBOTT.
EE.UU). En el caso de la homocisteina, las muestras fueron centrifugadas dentro de

la hora de extraccion ¢ inmediatamente llevadas a —20° C. hasta su procesamicento.
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4. RELACION ENTRE LOS NIVELES PLASMATICOS DE PAI-1, OXIDO
NITRICO, INSULINA Y PEPTIDO C

En un grupo de 20 pacientes hipertensos (estadios | v 11. INC VI**?) diabéticos tipo 2
de 59.1 £ 4.7 anos de edad. 11 hombres y 9 mujeres. con mas de 5 afios de evolucion
de la enfermedad y funcion renal conservada evaluada a través de los niveles séricos
de urca y creatinina, sc estudié la relacion entre los niveles plasmdticos de PAI-1.
NO. [ y Péptido C (Pépt C) y se los comparé con los de un grupo control de 17

individuos sanos comparables ¢n edad. sexo. IMC v habitos alimentarios y de fumar.
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. EVALUACION DE LA FUNCION ENDOTELIAL POR ECO-

S
DOPPLER PRE Y POST_TRATAMIENTO CON UNA DROGA
ANTIHIPERTENSIVA

Se evaluaron 14 pacientes hipertensos (estadios I v H. JNC VI**?) diabéticos tipo
2. con mas dc 5 afnos de evolucion de su enfermedad. tratados con sulfanilurca como
hipoglucemiante oral, con funcién renal conservada (niveles séricos de urea y
creatinina dentro de rangos normales) y 11 individuos sanos comparables ¢n cdad.
sexo, indice de masa corporal (IMC) y habitos alimentarios y de fumar. En la Tabla
N° 6 sc¢ detallan los datos de pacientes v controles. En el momento del estudio tanto
los pacientes como los controles presentaban un ayuno de 12 horas. no habian
fumado ni ingerido cafeina durante ese tiempo v ninguno recibia medicacion alguna
que pudiera haber alterado la frecuencia cardiaca o la respuesta vasodilatadora
arterial. ni sedantes. Los pacientes fueron informados detalladamente de las

caracteristicas dc cste protocolo dec estudio y dicron su conscntimicnto cscrito para la

realizacion del mismo.

Pacientes Controles P

N 14 11 NS

Edad (afios) 60.6 + 6.2 582 £ 5.7 NS
Hombre/Mujer 8/6 6/5 NS
IMC 26.7 £ 3.8 259 + 4.0 NS
Tabaquismo (%) 28.6 27.3 NS
Sedentarismo (%) 43.9 45.4 NS

Tubla N° 6: Datos v caracteristicas de los pacientes y los controles. IMC: indice de
masa corporal.



Muteriules y Métodos 73

5.1 EVALUACION PRE-TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES Y DE LOS
CONTROLES

Previo a la realizacion de la prueba los pacientes y controles permanecieron 30
minutos en reposo. En posicion decubito dorsal se les colocd una derivacion
electrocardiografica de referencia y un manguito de presion desuflado en el
antebrazo a estudiar y se les extrajo sangre para la determinacion de NO y FvW
plasmaiticos. Se procedié a visualizar la arteria humeral a pocos centimetros del
pliegue del codo. con un equipo de ultrasonografia Toshiba 140 (Tokio. Japon).
utilizando un transductor de 7.5 Mhz. teniendo la precaucion de dejarlo fijo. Se
realizaron las mediciones de! didmetro arterial (DA) y se tomo el valor medio de tres
mediciones como DA basal pre-tratamiento (D!). Posteriormente se insufldé el
manguito a no menos de 200 mm Hg durante 5 minutos. teniendo en cuenta superar
la presion sistolica del paciente en 30 mm Hg, para producir isquemia del antebrazo
durante ¢se tiempo. Una vez finalizado ese periodo. v con el transductor ubicado en
el mismo lugar. se liberé la presion del manguito y se procedido a visualizar
nuevamente la arteria humeral y a fos 30. 60 y 90 segundos se realizo la medicion del
DA y entre los 60 y 90 segundos se les extrajo sangre nuevamente. Se tomo ¢l
maximo valor del didmetro obtenido como DA post-isquemia pre-tratamiento (D2).

Todas las mediciones fueron realizadas por el mismo profesional médico.

5.2 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO ANTIHIPERTENSIVQO
Luego de [linalizada fa prueba de isquemia hiperémica. se administré a los
pacientes la droga antihipertensiva quinapril durante 8 semanas. A los controles se

les administro un placebo durante el mismo periodo.

5.3 EVALUACION POST-TRATAMIENTO
A las 72 horas de finalizado el tratamiento se repitio la prueba en las mismas
condiciones. Se obtuvieron nuevamente valores para el DA basal y post-isquemia:

DA basal post-tratamiento (D3) y DA post-isquemia post-tratamiento (D4).
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5.3.1 Calculo del porcentaje de variacion del DA pre y post-tratamiento.
Se realiz6 segin la formula:

Pre-Tratamiento

D2 - DI
%, de variacién del DA = x 100
Dl
Post-Tratamiento D4 - D3
% de variacion del DA = x 100
D3

IZ] porcentaje de vasodilatacion > 10 % se tomdé como valor de referencia. Se
considerd mejoria en la funcion cndotelial una variacion en el DA post tratamiento

en relacion al DA pre-tratamiento > 2 %Y.
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6. EFECTO DE DOS DROGAS ANTIHIPERTENSIVAS CON DIFERENTE
MECANISMO DE ACCION.

Se estudiaron 30 pacientes hipertensos (estadios I y 1. INC VI1**?) diabéticos tipo
2. con las mismas caracteristicas de la experiencia realizada en 5. y un grupo de 12
controles normales Grupo C. comparables e¢n edad. sexo, IMC y habitos
alimentarios y de fumar. Sc¢ dividio a los pacientes en dos grupos de 15 individuos
cada uno. El Grupe A fue tratado con 20 mg/dia de quinapril. el Grupo B con 5
mg/dia d¢ nebivolol y al Grupo C se le administré un placebo.

El mecanismo de accion de quinapril es a través de la inhibicion de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA)*™®. El mecanismo de accion de nebivolol es
producir un efecto antagonista de los f;-adrenoreceptores altamente cardio-
sclectivos (B-bloqueante). produciendo vasodilatacion mediada por NO**°. Tanto el
[ECA como el B-bloqueante son drogas antihipertensivas. pero actuan a través de
mecanismos diferentes.

Los datos y caracteristicas de cada grupo se detallan en la Tabla N° 7,

Grupo A Grupo B Grupo C PAc PR
N 15 15 12 NS NS
Edad (afios) 59.1 £5.7 58.6+59 56.9+6.0 NS NS
Hombre/Mujer 8/7 8/7 6/6 NS NS
IMC (kg/m?) 27325 269+2.8 26.7 £ 3.1 NS NS
Tabaquismo (%) 26 26 25 NS NS
Sedentarismo(%) 40 33 42 NS NS

Tabla N° 7: Datos y caracteristicas de los pacientes y los controles. Los valores de p
entre el Grupo A y el Grupo B fueron no significativos en todos los casos.
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6.1 EVALUACION PRE-TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES Y
CONTROLES
6.1.1 MEDICION DEL DA POR ECO-DOPPLER

Se procedio como en el estudio 5.

En las muestras de sangre extraidas se determinaron los niveles plasmaticos dc
PAI-1 y FvW.

6.1.2 DETERMINACION DE PAI-1

Para eslta determinacion se extrajo sangre a los pacientes v controles con un
ayuno de 10 horas a la misma hora en las mananas (9.00 horas) y posterior a un
reposo de 1 hora aplicando minimo éstasis venoso. La sangre se recolectd con citrato
de sodio. Las muestras obtenidas se centrifugaron 15 minutos a 3500 rpm e
inmediatamente se congelaron a ~70°C para su posterior estudio.

l.a medicion de la actividad plasmatica de PAI-1 se realizd en un coagulémetro
automdtico (BCT. Dade Behring, Marburg, Alemania) con ¢l mélodo comercial
Berichrom PAI (Dade Behring, Marburg, Alemania). l.a curva de calibracion se
realizo con los estdndares provistos por el fabricante.

El PAI-1 inactiva la uroquinasa que fue agregada a la muestra. La actividad
residual de la uroquinasa se determina a través de la transformacion del
plasminogeno a plasmina. La plasmina resultante se mide a 405 nm por ¢l
desdoblamiento del sustrato cromogénico S-2251. La w,-antiplasmina que interfiere

¢n la reaccion., s inactivada mediante su oxidacion con cloramina T.

PAI-1 + uroquinasa —— [ PAl-uroquinasa ] + uroquinasa (residual)

Uroquinasa (residual)
Plasminogeno _» Plasmina

Plasmina
[ID-Nva-CIIA-LYS-pNA p  HD-Nva-CHA-L.YS-OH ! pNitroanilina
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Evaluacion del rango de referencia
Para evaluar el rango de referencia de PAI-1 para este método. se analizaron 20
plasmas de sujetos normales donantes de sangre. cuya edad se encontraba entre 20 y
40 afios. Se calculo la media + 2 DE v los resultados se expresaron en U/ml.

Rango de referencia obtenido = 0.5 a 3.4 U/ml.

6.2 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO ANTIHIPERTENSIVO

Durante 8 semanas a los pacientes del Grupo A se les administrd 20 mg/dia de
quinapril. a los del Grupo B sc les administré 5 mg/dia de nebivolol y al Grupo C un
placebo.

6.3 REPETICION DE LA PRUEBA DE ISQUEMIA HIPEREMICA POST-
TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Se procedio como en S.

6.3.1 Calculo dcl porcentaje de variacién del DA pre y post-tratamiento.
Se realizaron los calculos de los porcentajes de variacion de los DA y se tomaron

los mismos valores de referencia que en 5.
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7. SEGUIMIENTO DE UN GRUPO DE PACIENTES HIPERTENSOS EN
TRATAMIENTO CON NEBIVOLOL.

Se evaluaron 48 pacientes hipertensos (estadios | v 1I. INC VI**?) durante 5
meses. n la fecha de inicio del seguimiento de cada paciente se registraron sus
datos, se les realizd un cxamen clinico. se registrd su tension arterial sistolica y
diastolica, su peso y talla y se les extrajo sangre. Se indico a todos los pacientes un
tratamiento con 5mg por dia de nebivolol y fucron citados nuevamente para su
control. tres veces mds durante los 5 meses. Durante el seguimiento se registraron 4
tomas de tension arterial y en la 4* visita s¢ les extrajo sangre nucvamente. Sc
determinaron los parametros plasmaticos Glucosa. Insulina. perfil lipidico. NO. PAI-
1y FvW pre y post 5 meses de tratamiento con nebivolol. con ¢l objetivo de evaluar
la respuesta a dicha droga. su relacién con los valores de tensidn arterial y. a través

de los pardmetros medidos, el efecto sobre la funcion endotelial
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8. SEGUIMIENTO DE UN GRUPO DE PACIENTES HIPERTENSOS BAJO
UN REGIMEN HIGIENICO-DIETETICO

Se evaluaron durante S meses 30 pacientes hipertensos (JNC 1) de 57.4 £ 9.9
anos de edad. 56.7 % mujeres. bajo tratamiento higiénico dietético. sin ninguna
medicacion antihipertensiva. En la fecha del inicio del seguimiento de cada paciente
se registraron sus datos. se les realizo un examen clinico. se registrd su tension
artenial sistolica y diastolica, su peso y talla v se les extrajo sangre. Se les administro
una dieta baja en sodio y grasas saturadas y se les indico un ejercicio de 30 cuadras
dc caminata por dia, rcalizada sicmpre a la misma hora. También se les indico no
supcrar la cantidad de un vaso de vino y no mas de 2 tazas de café por dia. Durante el
seguimiento se registraron 4 tomas de tension arterial v en la 4 visita se les extrajo
sangre nuevamente. Se determinaron los parametros plasmiticos glucosa, insulina,
perfil lipidico. NO. PAI-1 y FvW pre y post 5 meses de régimen. con ¢l fin de
cvaluar el efecto de la dieta sobre los pardmetros plasmdticos antes citados. la

funcion endotelial y sobre la presion sanguinea.
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ESTUDIOS EXPERIMENTALES

1. CULTIVO DE CELULAS ENDOTELIALES HUMANAS OBTENIDAS A
PARTIR DE CORDON UMBILICAL (HUVEQ).

1.1 REACTIVOS:

-Colagenasa  obtenida de  Clostridium  histolyticum  (Boehringer  Mannheim,
Alemania). actividad especifica 1.36 U/mg. Se¢ prepard una solucion de 0.25 U/ml
(0,05 %) en un medio salino con calcio y magnesio pH 7.4.

-Tripsina (Gibco. EE:UU) apta para cultivos celulares. 0.05 %.

-Gelatina bovina tipo B (Sigma Chemical. EE:UU) 0.5 %.

-Medio de cultivo: M199. con bicarbonato de sodio y L-glutamina 2 mM v 20 % de
suero letal bovino (SFB)(Gibeo. EE.UU) adicionado de antibiotico.

-Medio salino: Hanks o PBS con v sin calcio y magnesio (Gibeo. EI3.UU).
-Antibiotico: ampicilina (Sigma): 10.000 U penicilina. 10 mg streptomicina y 25 pg
amphotericina B por litro de medio de cultivo.

-Heparina sddica (Sigma Chemical. CE.UU).

-Factor de crecimicnto de ¢élulas endoteliales: se prepara a partir de cerebro bovino.
homogeneizando un cerebro de ternera limpio en NaCl 0.1 M a 4 °C a pH 7.0, lucgo

se centrifuga. se recoge el sobrenadante y se liofiliza.

1.2 CULTIVO DE CELULAS ENDOTELIALES HUMANAS (HUVEC).
Todo c¢l procedimiento se realizd bajo flujo laminar y todo el material de trabajo

se encontraba en condiciones estériles.

1.2.1 Recoleccion y preparacion de cordones umbilicales:

S¢ utihizaron cordones umbilicales recolectados v conservados en solucion salina
con antibiotico a 4 °C' durante un periodo de hasta 7 dias posteriores al parto. Se
limpiaron con gasas para eliminar toda traza de sangre y se observaron atentamente
de modo de eliminar las zonas lastimadas o perforadas. se seleccionaron los que

presentaban un tamaio minimo de 20 em adecuado para un mejor aprovechamiento.
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Se realizaron 6 experiencias utilizando 4 a 6 cordones cada vez.
Se colocaron los cordones en una bandeja bajo flujo laminar. Se preparo la
solucion de colagenasa colocandola, para su activacion, a 37 °C durante 20 minutos

antes de filtrar. Se utilizaron 1-2 ml por cada centimetro de cordon.

1.2.2 Encanulado de los cordones:

Ayudandose con una pinza flameada. se colocéd una jeringa de 1 ml en una llave
de una via, cerrada, unida a su vez a una aguja gruesa con la cual se encanulo el
cordon.

Se cortaron 2 cm de una extremidad del cordon, por medio de tijeras flameadas.
sosteniendo el cordon con una pinza, se visualizaron las dos arterias umbilicales y un
orificio mas grande. normalmente con restos de sangre y con una pared mas laxa que
correspondia a la vena umbilical (Figura N°® 24). En esta vena se coloco la aguja v se

1170 con una pinza de Mohr (Figura N° 25).

Vena umbilical

Arterias umbilicales

Figura N° 24: Corte transversal de un cordon umbilical,
se observan la vena v las dos arterias umbilicales.
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( ~ ] ]
ordon ~—
cordo ac
| aguja
I
extremo recolector pinza de llave jeringa

(pinza) Mohr

Figura N° 25 Esquema del procedimiento de encanulado del cordon.

Se procedid de esta forma con todos los cordones umbilicales disponibles. Se
trabajaron de 3 a 4 cordones juntos cada vez.

Sc¢ lavo la vena con 20-25 ml de Hanks sustituvendo la jeringa de 1 ml por una de
50 ml. Sc inyectaron 20-25 ml de fa solucion de colagenasa hasta tensar ¢l cordon y
sc cerrd ¢l otro extremo con una pinza. Se cerro la llave y se colocé la jeringa de 1
ml a la salida. Posteriormente se colocaron los cordones a 37 °C durante 20-30

. . 240
minutos. para dejar actuar a la colagenasa™™".

1.2.3 Rccuperacion de células endotcliales primarias:

Sc¢ masajed suavemente cada corddn tratando de despegar por completo las
células del vaso. Luego se cortd el corddn en el otro estremo se lavo con 20 ml de
Hanks y se recogio el contenido de la vena en un tubo de 50 ml.

Las células se centrifugaron a 600 x g durante 10 minutos. Se descarto el
sobrenadante 'y se resuspendid el pellet celular obtenido en medio MI199
suplementado con 20 % de SFB y adicionado con antibidtico.

Se sembraron 5 ml en botellas de 25 cm” v se colocaron en estufa de cultivo a 37
°Cy 5%de CO,.

A las 24 horas se elimind el sobrenadante CLE primarias para descartar los

eritrocitos v restos celulares v se agregd medio de cultivo fresco. Se cambio ¢l medio
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cada 48 horas hasta que las CE formaron una capa cerrada (confluencia). que sc
logré aproximadamente 7 dias despucs de la sicmbra.

Para un crectmento optimo se mezclaron las CE provenientes de varios cordones.
Sc obtuvieron entre 40 y 70 x 10° células por cm de cordon.

Una vez llegadas a confluencia (10° células/botella de 25 ¢m?). s¢ descartod el
medio. se¢ lavaron las células con medio de Hanks, se agregoé | ml de tripsina y se
dej6 actuar durante 30 a 40 segundos obscrvando al microscopio la liberacion de
células de la base de la botella de cultivo. Se detuvo la accion de la tripsina por el
agregado dc 5 ml de medio de cultivo fresco adicionado de SFB. se centrifugd
durantc 10 minutos a 600 x g a TA. 1.uego. sc resuspendicron las células en medio de
cultivo fresco (primer pasaje).

Previamente se trato entre 2 horas v una noche una nueva botella de cultivo con
gelatina. luego se descarté. se lavo con medio de Hanks y se distribuveron las CE del
primer pasajc.

En esta etapa se agregaron 100 pg/ml de heparina y 50 pg/ml de factor de
crecimiento de CE. El medio de cultivo se renovo cada 48 horas hasta nueva
confluencia y 2° pasaje de tripsina.

Se expandicron los cultivos en cada pasaje utilizando botcllas de 75 ¢cm2. Una
botclla de 25 ¢m? en confluencia contiene 1-1.2 x 10° células.

Las CE. 0.5 x 10° células/ml. sc congelaron en el 2° 0 3 pasaje en 90 % de SFB
y 10 % de dimetil-sultoxido (DMSO). Se conservaron 5 dias a =70 °C y luego se
colocaron en un termo conteniendo nitrogeno liquido. La mortalidad cclular al

descongelar fue menor al 10 %.

1.3 ACCION DE AGES Y TNFa SOBRE LAS HUVEC
1.3.1 Preparacion de AGEs-BSA

Se incubd albimina sérica bovina (BSA 50 mg/ml) con glucosa 50 mM en PBS
durante 6 secmanas a 37° C en presencia de fluoruro de p-metilsulfato (PMSEFE. 1.5
nM), EDTA (1 mM) y antibidticos (penicilina 100 pg/ml y gentamicina 40 pg/ml).
¢n forma cstéril y en la oscuridad. Sc realizo ¢l mismo procedimicnto con BSA sin

glucosa como control. Se conservaron las fraccionces de albumina glicosilada con una
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lectura de densidad optica > 85 unidades arbitrarias de fluorescencia (UFA) medida
cn un espectrofluorometro. Los controles de albiamina sin glicosilar dieron 5 UFA. A
posteriori se dializaron contra solucion salina tamponada (PBS. pll 7.4) durante dos

horas a temperatura ambiente v sc¢ conservaron a ~70 © C hasta su uso.

1.3.2 Control
En una placa d¢ policstireno de 24 pocillos s¢ colocaron por cuadruplicado
50.000 células/pocillo y se cultivaron en presencia de BSA (300 ug/ml). Se dejaron a

37°Cy 5 7 COp durante 48 horas. Luego se retiraron los sobrenadantes de cultivo v

s¢ conscrvaron a —-70° C para su posterior analisis.

1.3.3 HUVEC + Agonistas
Se procedio de la misma manera que en 1.3.1 agregando diferentes agonistas.
[.3.2.1 HUVEC + BSA-AGEs 300 pg/ml
1.3.2.2 NTUVEC + BSA- AGEs 300 pg/ml + TNFa (17 ng/L.)
1.3.2.3 IHUVEC + I'NFa (17 ng/L)

Luego se determino la liberacion del FvW por ELISA y NO por ¢l método de Griess.

1.4 ENSAYOS DE MIGRACION DE CE.

Se utiliz6 una placa de 24 pocillos v sc tratd con gelatina a 37 °C durante 2 horas.
Se colocaron 50.000 CE/ml/pocillo obtenidas luego del tratamiento con tripsina de
un cultivo ¢n confluencia.

A 12 pocillos se agregd anticuerpo anticaderina VE. (Sobrenadante de cultivo de
hibridoma. 1BS5 donado por la Dra. Elisabetta Dcjana. Istituto di Ricerche
Farmacologiche Mario Negri. Milan. ltalia.)?*'. Las células se cultivaron durante 5
dias hasta confluencia. El medio de cultivo lucgo se aspird y la capa celular sc dafid
utilizando una punta de plastico gruesa (fip) removiéndose 4 didmetros regularmente
distribuidos a 45°. Las células remancntes s¢ lavaron 2 veces con medio de Hanks

para remover ¢l debris celular ¢ se incubaron a 37 °C en medio de cultivo.



Muateriales v Métodos 85

A las 8 y 16 horas. las células sc fijaron con metanol durante 20 minutos a 4 °C v
s¢ tificron con cristal violeta 0.5 % en metanol-agua (20:80) durante 5 minutos. Se
lavaron con agua corriente cuidadosamente v se dejaron secar.

I:l [rente de migracion celular se distinguid porque presentd un tefiido mas tenue
respecto del de las células del frente original. La distancia de migracion sc midio con
la ayuda de una escala graduada adaptada al ocular del microscopio invertido bajo
contrastc de fasc (100x).

El mismo experimento sc llevo a cabo colocando AGEs 300 pg/ml en el medio

dc cultivo.

1.5 CARACTERIZACION INMUNOLOGICA DE CE:
ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA.

En presencia de AGEs. 300 pg/ml v controles con BSA (por cuadruplicado).

Se utilizaron placas de 24 pocillos. Se colocaron vidrios de 1 ¢m de diametro
rcdondos. esterilicados en la base de cada pocillo. previamente recubicrtos con
libronectina humana 7 pg/mt (Sigma) durante dos horas a 37 °C. Lucgo se colocaron
50.000 CE/pocillo. Se dejaron crecer hasta confluencia. luego se aspiro el medio de
cultivo y se recuperaron los vidrios con ¢l crecimiento celular. Se fijaron las células
con una solucion de paralormaldehido 2 % en PBS durante 20 minutos a T.
ambicnte. En el caso de investigar un antigeno citoplasmatico s¢ permeabilizaron las
membranas celulares con Triton X-100 0.5 % durante 3 minutos. Se lavaron las
células con cuidado de no despegarlas del vidrio v se incubaron con el anticuerpo
primario (10 pl/vidrio) y luego con el segundo anticuerpo: anti-raton-TRITC (anti-
raton conjugado con isémero R de isotiocianato de tetrametilrodamina. Dako.) Se
incubd cada anticuerpo durante 1.5 horas a 37 °C.

Lucgo sc lavaron y escurricron los vidrios v se fijaron con una gota de balsamo
de Canada (10 pl). se dejaron secar en la oscuridad durante 2 horas y se observo la
fluorescencia  emitida al microscopio (UV). Como anticuerpos primarios  sc¢
utilizaron: anti-vWF (monoclonal antibody factor VIII-W Inmunotech) v anti-INOS

(policlonal, Santa Cruz).
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2. ESTUDIOS EXPERIMENTALES EN ANIMALES

2.1 RATONES

Sc utilizaron ratones machos de la cepa Balb/c de entre 8 v 12 semanas de vida.
l.os animales fucron separados ¢n dos grupos (A. n = 10 v B. n = 10) para someterlos
a distintos tralamicntos. Los ratones del grupe A fucron inycctados
intraperitonealmente con 120 pl de una solucion de albiamina sérica bovina
glicosilada (5 mg/ml; 600 pg) dos veces por semana durante un periodo de cuatro
semanas. Se siguid ¢l mismo esquema con los ratones del grupo B (controles). a los
cuales se inyectaron 120 pl de una solucion de albimina sérica bovina sin glicosilar
(5 mg/ml; 600 pg). Posleriormente todos los animales [ueron inyectados por via
intra-peritoneal con 1 ml de una solucion estéril de tioglicolato frio (3 % en agua
destilada). A las 48 horas los animales fueron anestesiados ¢n una cidmara ecrrada
saturada con éter. Se realizo una cxtraccion de sangre mediante puncion cardiaca con
jeringa v aguja heparinizadas. [Luego fucron sacrificados por dislocacion cervical.
Con posterioridad a la muerte de los animales se procedid a la extraccion de
macrofagos peritoneales. Se inyectaron 5 a 10 ml de PBS (rio vy luego se aspird el
liguido de la cavidad peritoneal y se recogieron los exudados en tubos conicos de 15
ml de volumen. Se realizd la visualizacion anatémica de los animales v la extraccion

de los organos (grandes vasos sanguincos y rifiones) para el estudio histologico.

2.1. ANALISIS HISTOLOGICO
Fijacion de organos

Los drganos extraidos fueron colocados inmediatamente en una solucion lijadora
de acido picrico (solucion saturada). formol 40 %. acido acético glacial (70:25:5).

Las piezas se conservaron cn la solucion durante 18 horas. Pasado ese tiempo sc
colocaron en una solucidon de etanol 70 %. Posteriormente se¢ rcalizdo la

deshidratacion v la inclusion cn parafina.
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2.1.1 Cortes histolégicos

L.os tejidos paralinados fueron cortados en secciones de 5 pm de ¢espesor ¥
montados sobre portaobjetos. 1.uego sc realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno
con xilol. A continuacion sc¢ realizo la hidratacion de los mismos mediante lavados
sucesivos con alcohol absoluto. 96 % y luego 70 % durante 5 minutos. El altimo

lavado se hizo con PBS durante 5 minutos.

2.1.2 Coloracion con hematoxilina-eosina
Sc¢ agregd hematoxilina 5 minutos v se lavo con agua corriente. agregandose
entonces la eosina por 3 minutos v lavando el excedente con agua. Finalmente se

deshidrataron las muestras pasandolas por alcohol 70°. 96° y absoluto sucesivamente.

2.1.3 Tincién de polisacaridos (PAS)

En algunos cortes se empled la reaccion citoquimica de PAS para determinar
la presencia de macromoléculas ricas en hidratos de carbono (como los AGEs). Esta
téenica se basa en la oxidacion. por accion del acido periodico. de los grupos
alcoholicos vecinales de los hidratos de carbono a aldehidos. Estos se complejan con
¢l rcactivo de Schiff (fucsina basica 1 %. meta-bisulfito de potasio 2 % v HCI 1 N 20
%) y dan un color rojo-violaceo. Se cubricron los portaobjetos con ¢l reactivo fijador
(metanol) durante 3 minutos. luego sc lavo con agua corriente. A continuacion sc
cubrio con el reactivo oxidante (acido periddico. 2 H2O. 10 g/l) durante 10 minutos y
se lavo con agua corriente.

Seguidamente se cubrio con el reactivo reductor (metabisulfito de sodio 5 g/1:
acido clorhidrico | N) durante | minuto. Sin lavar s¢ cubrio con ¢l reactivo de SchifTl
durante 1 hora. Se lavo tres veces consecutivas con el reactivo reductor. luego una
vez con agua corriente. Finalmente se cubrio con ¢l reactivo de¢ contraste
(hematoxilina) durante 3 minutos. se lavo con agua corriente y se dejo secar al aire.

[.os preparados fucron observados por microscopia optica y fotografiados a

distintos aumentos previo montaje con balsamo de Canada.
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2.2 MEDICION DE PARAMETROS PLASMATICOS
2.2.1 Glucemia
La concentracion de glucosa en los sucros sc¢ determind por el método de glucosa

oxidasa (gliccmia enzimatica Wiener Lab) segun instrucciones del fabricante.

2.2.2 Insulinemia
Para determinar el nivel de insulina en sangre de los animales se utilizé el

equipo IMX (ABBO'T. L:L:.UU) scgun instrucciones del fabricante.

2.2.3 Hemoglobina glicosilada
l.a determinacion del porcentaje de 1IbA;. en sangre sc realizo mediante cl

método de captura de hemoglobina glicosilada: Glycated hemoglobin-capture

Reagent Pack IMX System. (ABBO'T'T. EE.UU). segin instrucciones del tabricante.

2.2.4 Oxido Nitrico
Sc determind la concentracion de nitritos en los sucros. como s¢ describio

previamente.

2.2.5 Determinacion de FyW,

En los ratoncs Balb/c ¢l nivel de FvW s¢ determind utilizando un anticuerpo
policlonal obtcnido en congjo. capaz. de reaccionar con el FvW murino. Para cllo sc
disciio un método de ELISA tipo sandwich: colocando ¢l anticucrpo cn las

policubetas, lucgo el suero murino y finalmente un segundo anticuerpo anti-IgG

murino conjugado con fosfatasa alcalina,

2.3 MACROFAGOS PERITONEALES

l.as suspensioncs dc liquidos peritoneales conteniendo macrofagos lueron
centrifugadas a 600 x g durantc 10 minutos. Se tomaron alicuotas para ¢l recuento de
células en camara de Ncubauer. [.a viabilidad se estimé por exclusion del colorante

Trypan Bluc (1:4; NaCl 4.25 %).
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Otras alicuotas sc utilizaron para evaluar la morfologia cclular mediante la
fijacion ¢n portaobjetos y tincion con ¢l colorante de May Griimwald-Giemsa. l.os
preparados fueron observados por microscopia optica v fotogratiados a distintos

aumentos.

2.3.1 Cultivo de macréofagos peritoneales

LLos macrofagos de los ratones del grupo A fucron colocados en una botella de
cultivo de 25 cm? de superficie. Se procedié de manera similar con las células del
grupo B. Sc incubaron ¢n medio MEM (PAA. Linz. Austria). sucro fetal bovino 10
% y antibidticos (penicilina. estreptomicina y anfotericina B) durante 24 horas a 37
°C cn una atmosfera con 5 % de CO,. Lucgo se descartaron los sobrenadantes con las
c¢¢lulas no adherentes y se agregaron 10 mi de medio MEM. suero [etal bovino 10 %.
antibioticos (penicilina. cstreptomicina y anfotericina B) v lipopolisacarido (LPS.
Sigma) 1 pg/ml.

L.as células fucron cultivadas durante 24 horas a 37 °C cn una atmdsfera con 5
% de CO;. Lucgo de la incubacion los sobrenadantes [ueron separados de las células

para rcalizar las dcterminaciones pertinentes.

2.3.2 Medicién de la produccién de Oxido Nitrico
Sc determind la concentracion de nitritos en los sobrenadantes de cultivo de

macrofagos de la misma forma que en suero pero sin desproteinizar.

2.3.3 Expresion de la enzima iNOS

Sc analiz6 la expresion de la enzima INOS c¢n los macréfagos por
inmunoblot: dot blot. western blot ¢ inmunocitoquimica indirecta. En experimentos
de inmunotluorescencia s¢ observo que las diferencias en la expresion de iINOS cran
apreciables al microscopio de fluorescencia por lo que consideramos innecesaria la

cuantificacion por citometria de flujo.
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2.3.4 Dosaje de proteinas totales

Se realizo por el método de Lowry O.1L. ¢r al.**2. Sc cosecharon los pellets
de¢ los cultivos y se guardaron en tubos separados. |.uego {ueron solubilizados con
Triton X-100 0.5 % en PBS. Sc¢ mezclaron utilizando un voriex y se centrifugaron
para eliminar los restos celulares. Se procedio con el mélodo de Lowry. Antes de la
lectura c¢n el espectrofotometro fueron centrifugados durante 20 minutos a 1200 x ¢
para climinar los restos de detergente v se midio la absorbancia de las soluciones a
660 nm. Sc calculd la concentracion de proteinas totales por extrapolacion en una

curva de calibracion rcalizada cn paralclo con albumina sérica bovina.

2.3.5 Dot blot

Sobrc un soporte de papel de nitrocelulosa humedecido con agua destilada y
luego secado el exceso. fueron sembradas distintas cantidades de proteinas obtenidas
por solubilizacion de los macrofagos cultivados. Se realizoé un control positivo para
cvidenciar ¢l reconocimiento por el scgundo anticuerpo (anti FvW humano
policlonal: rabbit anti-human von Willcbrand Factor Code A 0082-DAKO. EE:UU)
y un control negativo sin primer anticucrpo.

Sc bloqucaron sitios inespecificos con leche descremada 5 % en PBS (durante
30 minutos con agitacion). Se lavd con solucion fisiolégica. En camara humeda se
incubo durante | hora con un anticucrpo especifico anti-iINOS (primer anticucrpo.
policlonal realizado en conejo contra la region amino terminal de la INOS de raton.
rata y humano (rabbit polyclonal antibody against NOS2. N20. sc-651. Santa Cruz
Biotechnology. Inc. no presenta reactividad cruzada con eNOS o nNOS). Se lavo con
PBS (5 veces). Luego sc incubd con ¢l scgundo anticucrpo (anti-inmunoglobulinas
d¢ concjo: rcalizado en cabra) conjugado con peroxidasa. (Peroxidase-conmugated
goat anti-rabbit immunoglobulins DAKO P 0448) durantc 1 hora cn camara humeda.
Se lavo con PBS conteniendo 0.05 % de Tween 20.

Sc reveld con una solucion de 4 Cl-a-naftol 0.5 mg/ml. 15 % McOll y 0.4 %
H,0; 30 volumenes en bufter Tris-HCL. 50 mM (pH 7.6). Finalmente se lavd con
agua corricntc para detener la reaccion de la peroxidasa. Los resultados obtenidos

fucron digitalizados con scanner.
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2.3.6 Western blot

Se realizo la corrida clectroforética cn gel de poliacrilamida 7.5 % con SDS
(PAGE-SDS) en bufler Tris-glicina-SDS. pH: 8.3. l.as muestras fucron pretratadas
con SDS 20 %. azul de bromofenol. B-mercaploctanol v sacarosa y calentadas
durantc un minuto cn agua hirvicndo. Se sembraron 100 pg de proteinas por calle.
IYinalizada la corrida sc realizé la transferencia clctroforética a una membrana de
nitrocclulosa (previamente humedecida con agua destilada) en bufler I'ris-glicina-
metanol. pll: 8.3. Lucgo se tiiid ¢l gel con azul brillante de Coomasie para verificar
que ¢sla se realizo correctamente. Sc lavd brevemente la membrana con agua para
climinar ¢l metanol y se colocd en solucion salina tamponada rapidamente. Sce realizé
un bloquco de sitios inespecificos (procedimicnto similar al utilizado utilizado en el
dot blot). Sc lavo tres veces con buffer borato pll 7.2 v una vez mas con solucion
salina. Sc incubd 18 horas a 4 °C en una solucion del primer anticuerpo (1/10 en
PBS).

Lucgo se agitd durante 2 horas a temperatura ambiente en la misma solucion
y s¢ lavd con PBS. Se revelo eon un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa
(procedimicnto similar al utilizado en el dot blot). Se utilizaron los mismos

anticucrpos mencionados cn ¢l dot blot.

.2.3.7 Inmunofluorescencia Indirecta en macrofagos murinos.

Sc prepararon ¢xtendidos de macrofagos cn portaobjetos. sc dejaron secar y
se fijaron en acctona durante 10 minutos. Luego se dejaron secar hasta evaporar la
acctona (1 hora minimo). S¢ hizo un bloqueco de sitios inespecificos (leche
descremada 5 % cn PBS durante 30 minutos con agitacion). Se marcaron los bordes
del extendido con lapiz de cera v sc agregd ¢l primer anticucrpo (ver dot blot.
dilucion 1/5) sobre el portaobjetos dentro de los limites de la cera.

Se incubé 1 hora en camara hiumeda a tecmperatura ambiente. Luego se
rcalizaron tres lavados con PBS. Se incubaron con el segundo anticuerpo
{luorescente (anti- inmunoglobulinas de concjo. recalizado en cabra. goat anti-rabbit
IpG Fluorescein conjugate sc-2012. Santa Cruz Botechnology dilucion 1/100 en

PBS) durante 1 hora en camara hiimeda a temperatura ambicnte vy cen la oscuridad. Sc
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rcalizaron 3 lavados con PBS y s¢ observaron los preparados al microscopio de

fluorescencia.

3 LINEA CELULAR U-937

3.1 CULTIVO DE LAS CELULAS

Se cultivaron 2.10° c¢élulas/m! en medio MEM. suero fetal bovino 10 % v
antibidticos (penicilina. estreptomicina y anfotericina B) durante 48 horas a 37 °C en
una atmoésfera con 5 % de CO,. Se agregd AGL-BSA (tratadas) o solo BSA
(controles) al medio de cultivo en concentraciones crecientes (50-250 pug/ml) v se
incub6 por 24 horas. Lucgo se incubd con LPS (1 pg/ml) ¢ IFN-y (50 U/ml) durante
24 horas.

3.2 DIFERENCIACION DE CELULAS U-937.

2 x 10° células U-937/ml suspendidas en ¢l medio RPMI. SFB 10 %. antibidticos.
DMSO 1 % se colocaron en una placa de 24 pocillos de 1 ml de volumen final cada
uno. Sc¢ dejaron durantc 48-72 horas a 37 °C vy 5 % CO, hasta difcrenciacion a
macroflagos. Se observaron alicuotas de células tefiidas con May-Griimwald-Giemsa.
Se recalizaron recuentos cclulares cada 24 horas. durante la diferenciacion celular el
recucnto cclular no debe aumentar. Luego se ¢liminaron el medio sobrenadante. se
cefectuaron dos lavados con PBS y se colocd ¢l medio MEM. SFB 1 % v antibidticos
durante 2 horas. Se realiz6 cl resr de viabilidad con Frypan Bluc. A continuacion sc
agregd BSA-AGL o BSA. scgun correspondio. al cultivo y s¢ incubd durante 24
horas a 37 °C y 5 % CO,. Luego. se efectud la induccion con TNFa. PMA o 1.PS. de
acuerdo al caso. durante 4-24 horas a 37 °C y 5 % CO, (Figura N° 26).Sc
determinaron nitritos cn ¢l sobrenadante v expresion de iINOS cn las células.

Se realizaron controles cclulares v de induccion de acuerdo al caso.
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]

Figura N° 26: Diferenciacion de la linea celular U 937 a macrofagos. a:U937
original; b,c y d: distintas etapas de diferenciacion.

3.3 MEDICION DE LA PRODUCCION DE OXIDO NITRICO

Se midieron los niveles de nitritos en los sobrenadantes de cultivo con el

reactivo de Griess.

3.4 EXPRESION DE LA ENZIMA iNOS

Se analizo mediante las técnicas de dot blot y western blot.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron tres series de experimentos independientes por triplicado para
ambos tipos celulares (macrofagos peritoneales murinos y U-937). Los valores se
expresaron como la media + 2DE. Se utilizo el rest t de Student para datos pareados.

Valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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METODOS ESTADISTICOS

Para el analisis estadistico v la presentacion de los datos sc utilizo el
programa SSPS.

A continuacion se enumeran los parametros v prucbas realizadas®*.

Analisis de datos cuantitativos

Para cvaluar la distribucion de las variables analizadas sc¢ realizaron
histogramas y gréficos de tipo Box & Wisker plot. Sc probé normalidad con el rest de
Shapiro-Wilk.

Se calcularon medidas de posicion y dispersion. Los resultados fucron
expresados como media = DE. o S.E.M. (distribuciones simétricas) o mediana y
rango (distribucioncs asimétricas.

Medidas de posicion

Media: promedio aritmético de las observaciones. s una medida
muy sensible a la presencia de datos andémalos (outliers).

Mediana: dato central. divide a la muestra ordenada cn dos partes
de igual tamano. Es una medida resistente a la presencia de datos
atipicos.

Medidas de dispersion

- Desvio estandar (DE): dispersion de los datos airededor de su

media.

Error estandar de la media (S.E.M. ¢n inglés): ¢s el desvio estandar
de las medias en una distribucion muestral.

Rango: dilerencia entre ¢l dato mayor v ¢l menor. También se
expreso mostrando ¢l valor maximo v el minimo de los datos.
Coeficiente de Variacion (CV): desvio cstandar dividido por la
media. multiplicado por 100 (%). Es el modo de expresion del DE
como porcentaje de la media.

- Percentiles (a %): dato de la muestra ordenada que deja @ de

valores debajo de si mismo. Los percentiles 2.5 % y 97.5 % se

utilizaron para dcterminar los limites del rango de fibrindgeno.
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Cuando los datos mostraron una distribucion normal. esos limites
coinciden con los valores de la media + 1.96 DE. conteniendo el 95

% central de los resultados.

Comparacion de poblaciones

Scgun las caracteristicas dc los datos a evaluar. s¢ utilizaron prucbas
paramétricas y no paramétricas: fest de Student. fest de 7. rest del signo vy rest
de Mann-Whitney-Wilcoxon. En todos los casos se considerd significacion

c¢stadistica cuando ¢l valor de p resulté menor a 0.05.

Pruebas de asociacion

Para evaluar la asociacion cntre dos variables numdricas sc  utilizaron
diagramas de dispersion (Scairer plot). Se realizaron analisis de regresion
lincar y para describir el grado dc asociacion entre las variables se calcularon
los coelicientes de correlacion de Pearson (cuando los datos prescentaron

distribucién normal) o de Spearman (cuando la distribucion no fue normal).

Comparacion de métodos analiticos
Para comparar las técnicas de dcterminacion de PRP y sangre entera cn la
determinacion de activacion plaquelaria y eslablecer la equivalencia de ambos

métodos se realizé la prucba de Bland J.M.-Altman D.G.***.
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ESTUDIOS CLINICOS

- EVALUACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE FIBRINOGENO EN
UNA POBLACION DE INDIVIDUOS SANOS Y SU RELACION CON EL
PESO, PERFIL LIPiDICO, GLUCEMIA Y HABITO DE FUMAR.

- ESTUDIOS CLINICOS EN PACIENTES DIABETICOS E HIPERTENSOS.
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ESTUDIO DE LOS NIVELES PLASMATICOS DEL FIBRINOGENO EN UNA
POBLACION DE INDIVIDUOS SANOS Y SU RELACION CON EL PESO,
PERFIL LIPIDICO Y HABITO DE FUMAR.

Sc¢ determing el rango de referencia del nivel plasmatico de Fibrindgeno (Fg) ¢n
una poblacion de 2059 individuos sanos. 57 % del sexo masculino. de 39.9 + 9.0 afos
de edad y su relacion con los niveles plasmaticos de colesterol total (Ct). HDL
colesterol (HDL), LDL colesterol (LDL). Triglicéridos (TG) y Glucosa (G!). también
con el peso corporal (P). las Tensiones arteriales sistolica (TAS) y diastolica (TAD) vy el
habito de fumar. Se tomaron cn cuenta las normativas del Comité de expertos en
estandarizacion de la Sociedad Internacional de Hemostasia v Trombosis®*?.

La concentracion plasmatica de Fg se determind por el método de Clauss en el
coagulometro automdtico ACL 200 (Werfen Medicals. EE.UU) en plasmas obtenidos
por centrifugacion de las muestras de sangre anticoaguladas con citrato de sodio a 1.500
X g durante 15 minutos. L.os niveles plasmaticos de Ct. TG. HDL y Gl se determinaron
¢n ¢l autoanalizador Beckman (Beckman., EE.UU). Los resultados se expresaron como
media + desvio estandar (DE)

Tabla de resultados:

Fg (mg/dl) 31527 £62.0 |
P (kg) 84.4 £ 13.0
tCol (mg/dl) 203.7 £43.0
TG (mg/dl) 144.5 + 108.0
HDIL. (mg/dl) 44.0 + 10.0
LDL (mg/dl) 131.0 £ 38.0

Gl (g/) 1.07 £ 0.20
TAS (mm Hg) 132.8+12.0
TAD (mm Hg) 81.3+90

% de fumadores 43.5
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Se dividio a la poblacion en tercilos segtn el valor de Fg:

Tercilo inferior: < 285 mg/dl

Tercilo medio: 285-332 mg/dl

fumadores tercilo
superior
° . Z 11
Smndoresicreii Tercilo superior: > 332 mg/dl
medio

fumadores tercilo
inferior

El Fg correlacion6 con el P (p < 0,05). tCol (p < 0.03), LDL (p < 0,05). TAS (p
<0.01)y TAD (p <0.05).

El nimero de cigarrillos promedio que consumian los individuos fumadores fue
de 14.1 £ 10.0 cigarrillos por dia. El nivel de Fg fue significativamente mas elevado en

los individuos fumadores que en los no fumadores:

Fg (mg/dl) Fumadores 324,44 £ 65,6 ',

Fg (mg/dl) No fumadores |308.2 + 58.0 p < 0.001

No fumadores
1264

Fumadores 895 324

300 305 310 315 320 325 330
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En los individuos fumadores s¢ encontré una correlacion directa entre los niveles

plasmaticos de Fg con:

el nimero de cigarrillos/dia (p < 0.05). P (p < 0.03). tCol (p < 0.01). LDL (p < 0.05). Gl
(p <0.001), TAS (p <0.05) y TAD (p < 0.05) ¥ una correlacion inversa con HDL. (p <
0.05).

En los individuos no fumadores no se encontraron diferencias significativas de
los resultados obtenidos para la poblacion general.

La mayoria de los individuos fumadores s¢ ubicaron en el tercilo medio v
superior: 72% (p < 0.001) con respecto a los no fumadores que se ubicaron en el tercilo
inferior: 48 % (p < 0.03). La probabilidad de¢ un fumador de tener un nivel de Fg < 285
mg/dl fuec OR: 1,12 (IC = 95 %. 0.89-1.48). La probabilidad de un tumador de tener un
nivel de Fg > 285 mg/dl fuc OR: 1.56 (IC = 95 %. 1.13-1.98) y cn el tercilo superior
OR: 1.46 (1C 95% = 0.9-2.1).

Conclusion ¢l habito de fumar se relacioné con las concentraciones mas
elevadas de Fg plasmatico. por lo tanto los estudios que incluyan la determinacion de Fg
deberian indicar el porcentaje de fumadores presente en la poblacion estudiada. ¢n
particular. en la cvaluacion de la angiopatia presente en los pacientes diabéticos e
hipertensos.

Los datos oblenidos presentaron una distribucion normal luego el rango de
refercncia se expresé como Media + 1.96 DE.

El rango de referencia del nivel plasmatico de kg utilizado para los estudios
clinicos posteriores fue:

193.27 — 437.27 mg/di.
Media £ 2 DS = 315. 27 £ 124.00 mg/dl.
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1_ACTIVACION PLAQUETARIA EN ANGIOPATIA DIABETICA TIPO 2

1.1 RESULTADOS

No se encontraron diferencias significativas entre los niveles séricos de lipidos
(TG. LDL. HDL y tCol) entre los pacientes del Grupo 1 y los del Grupo 2. El recuento
de plaquetas en sangre periférica en promedio fue de (Media + DE): 278.3 £49.9 x 10°/]
(rango de referencia = 150 — 450 x 10° /).

EI TP y APTT y los hemogramas de todos los individuos estudiados se hallaron
dentro de los rangos normales. La Tabla N° 8 muestra los valores obtenidos para
Glucemia (Gl), Hemoglobina glicosilada (HbA ). expresion de P-Selectina (CD62P) y

GP 53 (CD63) en las muestras de los pacientes v los valores normales.

Grupo 1 Grupo 2 Valores normales
Gl (g/l) 1.89 £ 0.75 1.60 £ 0.70 0.70 - 1.10
HbA ) (%) 105+£34 8.5+ 3.1 6.5+ 0.8
CD62P (%) 39 + 31 4.0+0.7 50£0.5
CDO3 (%) 27 £23 42+09 5214

Tabla N° 8. Resultados de la evaluacion de Gl HbA, v de expresion en membrana
plaquetaria de P-Selectina (CD62P) y de GP 33 (CD63) determinadas por citometria
de flujo. Gl: Glucemia: HhAlc: Hemoglobina glicosilada. Los valores obtenidos estan
expresados como Media = DE. Se encontraron diferencias significativas entre el Grupo

Iy el Grupo 2 en los parametros de activacion plaquetaria CD62P y (D63 (p < 0,03).

El Grupo 1 se separd en dos subgrupos segtn el grado de vasculopatia periférica

presentado por los pacientes. Los resultados se detallan en la Tabla N° 9.
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Pacientes con vasculopatia Pacientes con vasculopatia
periférica severa o moderada periférica leve
Gl (/b 2.18 £0.59 1.34 £ 0.23
HbA |, (%) 11.8+2.9 835+ 1.6
CD62P (%) 53+23 15£5
CDO3 (%) 37 £ 25 153

Tablu N° 9. Evaluacion de Gl. HbA .. CD62P y CD63 ¢n los pacientes del Grupo |
separados segun el grado de la vasculopatia presentada. Los resultados estan
expresados como Media + DE. Se encontraron diferencias significativas (p < 0.03)

enire los dos grupos de pacientes en los parametros medidos

1.2 CORRELACIONES

En el Grupo 1 se hallo una correlacion positiva entre Gl v CD63 (p < 0.0003) y
entre Gl y CD62P (p < 0.01). HbA,. y CD62P (p < 0.05) v CD62P y CD63 (p <
0,0005). La Figura N° 27 muestra las curvas correspondientes al analisis de regresion
(coeficientes de correlacion de Pearson) en este grupo de pacientes. Los histogramas de
citometria de flujo para la determinacion de CD62P y CD63 sc detallan en las Figuras

N° 28. 29 y 30.
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Figura N° 29: Andlisis de las plaquetas de un paciente del Grupo 1 marcadas con
anticuerpo anti-CD63. Programa WinMDI 2,8. Histograma de 10.000 eventos. Se
observa positividad débil:20 % de las plaquetas.
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Figura N° 30: Analisis de plaquetas de un paciente del Grupo 1 marcadas con
anticuerpo antiCD62P. Programa WinMDI 2.8. Histograma de 10.000 eventos. Se
observa positividad de 45 % de las plaquetas.
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1.3 DISCUSION

Dentro de las complicaciones que  presentan los pacientes  diabéticos. la
microangiopatia reflcja. a largo plazo. junto al dafio renal. las alteraciones metabolicas
propias dc esta enfermedad. La activacion plaquetaria correlaciona con ¢l dafio
endotelial producido y la liberacion de factores estimulantes.

I.a expresion de CD62P y CD63 en la membrana plaquetaria es consecuencia de
la accion de agonistas tales como trombina. ADP. colageno. etc. Los pacientes DB'T
tipo 2 estudiados se dividicron en dos grupos. Dentro del Grupo 1. el 70 % (14/20
pacicntes) expresaron los mayores niveles de CD62P y CD 63. que correspondieron a
los niveles mas clevados de Gly 11bA . (Tablas N° 8 y N° 9).

En cl Grupe 2 de pacientes. con caracteristicas clinicas diferentes al Grupo 1.
s¢ hallaron niveles similares de Gl y HbA,.. (Tabla N° 8) sin embargo. ninguno de los
casos presento vasculopatia periférica evidenciable ni expresion CD62P v/o C1D63 en la
membrana plaquetaria. En estos pacientes. con menor dafio endotehal. la dosis de
aspirina administrada (325 mg). seria adecuada para inhibir la activacion plaquectaria.

En el Grupo 1 de pacientes. cn presencia de vasculopatia periférica. se produjo
activacion plaquetaria y consccuentemente. s¢ expresaron P-Sel v GP 53 en |a
membrana plaquetaria. aun en los casos con daiio c¢ndotelial menor (30 % de la
poblacién).

La HbA,. se ha utilizado como indice de disfuncion de protcinas involucradas cn
las sefiales de transduccién. 1.a formacion de productos de glicosilacion finales (AGLs).
debida a la persistente hiperglucemia y la consecuente glicosilacion de proteinas
estructurales y plasmaticas. atectarian la funcion endotelial en los pacicntes diabéticos y

favorecerian la activacion plaquetaria.
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2. _DISFUNCION ENDOTELIAL, OXIDO NITRICO Y ACTIVACION
PLAQUETARIA EN HIPERTENSION Y DIABETES TIPO 2.

2.1 RESULTADOS

En la Tabla N° 10 se detallan los resultados de los dos grupos de pacientes y del
grupo de controles. Se encontro una diferencia significativa en los niveles plasmaticos
de NO cntre los tres grupos (Figura N° 31). en la expresion de CD62P en membrana

plaquetaria (Figura N° 32) y ¢n los niveles de Insulina.

GRUPOS Comparaciones entre Grupos (p)
A B C

N 32 37 35 AvsB AvsC BvsC
HbA,. (%) 9.58=0).33 0..6=0.09 3.90=0.07 <1001 - 0.001 - 0.01
Gl (/) 1134007 0.98:0.02 0.86=0.01 “0.001 -0.003 <0.001
I (Ul/'ml) 14417 10.3+0.6 8.2=0.3 “0L03 ~0.001 <0.01
CD62P (%) 3R.2:3.5 8.1:09 5.6:0.2 -0.001 ~0.001 <0.003
TNl (pe/ml) 21.3£255 16.3£0.3 15.1£0.2 <(.05 <0.001 NS
NO (uM) 68.3£3.7 36.1:3.010 39.3:222 <0101 ~0.001 <0.001
VW (Liimby 1.430.05 1.21:0.04 1.13:0.04 ~0.05 “(LOS NS
sPP-Sel (ng/ml) 48.9:3.8 40.4:2.9 37.5:0.8 NS ~0.03 0.05
AN (mmllg) 149,021 143,021 128.0+:1.7 NS <0001 <0.001
TAI (mmlig) 90.0£1.6 86.0:1.3 81.0:1.4 NS -().001 ~0.001

Tubla N 10: Parametros clinicos v de laboratorio de pacienies v controles.
Los resultados estan expresados como Media £ S.EM.
HbA .. Hemoglobina glicosilada: Gl: glucemia: I: Insulinemia: sP-Sel : P-Selectina

soluble: TAS : Tension arterial sistolica: TAD : Tension arterial diastolica.
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Se hallaron diferencias significativas en los niveles del FvW entre los Grupos A
y B (p < 0.05) y entre los Grupos A y C (p < 0.05). sin embargo. entre B y C no se

detectaron diferencias (Figura N° 33).

NO (uM)

H

[

10 1

Figura N° 31: Niveles plasmdticos de NO. Determinados como nitritos + nitratos en
plasmas heparinizados por el método de Griess. Grupo A vs B p < 0,01 Grupo A vs C,

p < 0,001 Grupo Bvs C, p < 0.001

Los niveles plasméticos de TNFa se encontraron elevados en el Grupo A

respecto del By del C (p < 0,05y p < 0.001 respectivamente), pero no entre el Grupo

B y el Grupo C.
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Figura N° 32: Expresion plaquetaria de CD62P (%) determinada por citometria de

flujo. Grupo A vs B p < 0,001 Grupo A vs C p < 0,001; Grupo B vs C p < 0005

El' nivel plasmatico de sP-Sel. considerado un marcador de activacion
plaquetaria, se encontré aumentado en el Grupo A respecto del Grupo B (p < 0.05) y
respecto de C (p < 0,001). Como se detalla en la Tabla N° 10, los valores de I. Gl. y
HbAlc en los Grupos A y B resultaron significativamente mas elevados que los del
grupo control, a pesar de que para el Grupo B estos valores se encontraron dentro de
rangos normales.

Las pruebas de coagulacion TP y TTPA y los hemogramas de todos los sujetos

estudiados estuvieron dentro de los rangos de referencia.
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Figura N° 33: Niveles plasmaticos de FvW determinados por el método ELISA. Grupo
Avs Bp < 0.05; Grupo A vs C p < 0,05; Grupo B vs C' p NS.

2.2 CORRELACIONES

En el Grupo A se observo una correlacion positiva entre CD62P y HbAlc, Gl e
[ (p <0.001). En la Figura N° 30 se muestra la correlacion entre CD62P e I. En el
mismo grupo de pacientes se hallé correlacion entre I con sP-Sel y NO (p < 0.006 y p <
0.01 respectivamente). En la Figura N° 34 se observa la correlacion entre NO e I. En el
Grupo B sélo se encontrd una correlacion positiva entre NO e [ ( p < 0,001) que se

detalla en la Figura N° 35.
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Figura N° 34: Correlacion entre
CDO62P ¢ [ en el Grupo A. s
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2.3 ANALISIS ESTADISTICO

l.os resultados se expresaron como media + DE. Se considero significativo un

nivel de p < 0.05. Las comparaciones entre grupos sc realizaron con ¢l f rest y ¢l analisis

de correlaciones de Pearson.
2.4 DISCUSION

Los AGLs se acumulan en los tejidos en funcion del tiempo y de la
concentracion de glucosa ¢ inducen alteraciones permanentes cn los componentes de la
matriz. extracelular. estimulan la liberacion de citoquinas y la produccién de cspecies
rcactivas dc oxigeno a través dc receptores cespecificos v modifican las proteinas
intracelulares. En el Grupo B. de pacientes hipertensos. los niveles de I se encontraron
significativamente elevados respecto del Grupoe C: algunos autores han reportado que
la hipertension arterial podria considerarsc un estado de insulino-resistencia con nivcles
clevados de dicha hormona para mantener ¢l nivel de glucemia relativamente normal™®.

A pesar de los altos niveles de NO encontrados en los pacientes estudiados. el
cstado hipertensivo persistio: ¢n estas situaciones la biodisponibilidad de NO podria
estar reducida por mecanismos que involucrarian al anion superdxido. Los niveles
aumcntados de NO podrian ser citotoxicos v estar relacionados con la fisiopatologia del
infarto de miocardio. cardiomiopatia y shock séptico™”.

Tanto en el Grupo A como en ¢l Grupo B correlacionaron los niveles de NO ¢
I. Esta correlacion se explicaria debido a que la 1 induce la expresion del mRNA de la
INOS y también la dec eNOS. produciendo. por lo tanto. un aumento cn la sintesis de
NO. i aumento de la liberacion de TNFa esta asociado a una mayor cantidad de NO.
debido a que esta citoquina proinflamatoria induce la expresion de la iNOS. Los niveles
elevados de HbA . y Gl correlacionaron con el aumento de expresion de CD62P. c¢s
decir, con el aumento de activacion plaquetaria ¢n los pacicntes diabéticos.

No sc observo correlacion entre los niveles plasmaticos de FvW y de sP-Sel.
sugiricndo que esta ultima tendria un mecanismo de liberacion que no dependcria de los
mismos parametros que ¢l FvW. lo que indicaria que sP-Sel podria ser un producto de
libcracion endotclial y mayoritariamente plaquctaria ¢n cstos pacientes. En ¢l Grupo A

se encontrd también una correlacion positiva de la 1 con P-Scl y con CD62P. indicando
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que la insulinema estaria directamente relacionada a la activaciéon plaquetaria cn los

pacientes hipertensos diabéticos tipo 2.
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3 ENDOTELINA Y OXIDO NITRICO EN PACIENTES HIPERTENSOS Y
DIABETICOS TIPO 2.

3.1 RESULTADOS

L.os resultados obtenidos en los pacientes estudiados vy los controles se detallan
en la Tabla N° 1 1. Los niveles plasmaticos de ET-1 v NO de los pacientes sc
cncontraron significativamente elevados respecto de los controles (p < 0.01 y p < 0.05).
Se encontr6 una corrclacidn positiva entre NO ¢ [ (p < 0.05) (Figura N° 37) y NO v
FvW (p < 0.05) (Figura N° 38) en el grupo de pacientes.

En este estudio se determind también la homocisteinemia. como factor de ricsgo
vascular asociado a la E'T-1.

En la poblacion de pacientes diabéticos estudiada ¢l nivel plasmatico de
homocisteina resulté: 16.35 £ 4.48 uM. No hubo diferencias significativas con el valor

hallado en los controles (15.0 £ 7.4 uM).
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PACIENTES CONTROLES
n=230 n=25 P

EDAD (anos) 64.9+1.7 59.1£2.0 NS

SEXO (F/M) 14/16 12/13 NS

ET-1(pg/ml) 4.10+£0.04 1.10+£0.03 <0.001
NO (uM) 62.6+0.6 35.7+0.6 <0.05
FvW (U/ml) 1.65+0.05 1.09+0.04 <0.05
HbA, (%) 9.8+0.3 5.5£0.1 <0.05
Gl (mg/dl) 153.2+0.7 96.1+0.6 <0.05
1 (U/ml) 16.9+0.3 8.4+0.2 <0.001
TG (mg/dl) 148.6+1.7 77.91.0 <0.05
TCol (mg/dl) 225.6+1.5 177.3£1.0 <0.001
HDL (mg/dl) 41.8+0.5 54.9+0.6 <0,05
LDL (mg/dl) 159.0£1.3 114.6x1.2 <0.05
PCR (mg/dl) 0.77+0.56 0.50+0.05 <0.05
Fg (mg/dl) 368.8+£2.9 315.3£62.0 <0.05
TAS (mmHg) 155.3+0.5 128.0+£0.9 <0.05
TAD (mmHg) 05.2+0.3 81.0+0.1 <0.05

Tubla N° 11: Pardmetros plasmdticos de los pacientes y controles. ET-1: Endotelina-1.
NO: Oxido Nitrico; FvW: Factor von Willebrand: HbA 1e: Hemoglobina glicosiladu: Gl:
Glucemia; I: Insulinemia; TG: Triglicéridos; tCol: Colesterol total: PCR: Proteina C
reactiva; Fg: Fibrinogeno: TAS: Tension Arterial Sistolica y TAD: Tension Arterial

Diastolica. Los resultados se expresan como Media + DE.
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Figura N° 39: Regresion lineal Fuctor von Willebrand vs Proteina C reactiva.

r = 0.8668: p < 0.001.
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3.2 DISCUSION

Sc encontrd una correlacion positiva y significativa cntre NO ¢ |1 y entre NO y
FvW (p<0.05) y PCR vs FvW (p < 0.001) en cl grupo dc pacicntes. Todos los
parametros estudiados se hallaron aumentados en los pacientes respecto de los controles
(Tabla 11).

l.as proteinas reactantes de fase aguda como FvW. Fg y PCR estuvicron
significativamentc clcvadas en estos pacicntes (p < 0.05). como reficjo del estado
inflamatorio y el dafio cndotcelial presente. agravado por ¢l perfil lipidico alterado.

A pesar del nivel elevado de NO. ¢l estado hipertensivo persistid. como ya sc¢
menciond anteriormente. debido a la baja biodisponibilidad de NO como resultado del

aumento dcl stress oxidativo. y ademas por la clevacion cn los niveles plasmaticos de
ET-1.
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4. RELACION ENTRE LOS NIVELES PLASMATICOS DE PAI-1, OXIDO
NITRICO, INSULINA Y PEPTIDO C.

4.1 RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion del rango de referencia de la actividad plasmatica de PAI-1 en 20
sufetos normales para el método y equipo utilizados (ver materiales vy métodos)

Rango de referencia obtenido: mediana (rango) =1.20 (0.7-3.4) U/ml.

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla N° 12.

Pacientes Controles
(n =20) (n=17) p
Ldad (arios) 59.1 £4.7 60.3+39 NS
Scxo (/M) 11/9 9/8 NS
IMC (kg/m’) 27.8+3.7 26,9 +4.8 NS
Fumadores 8 6 NS
Gl (gr/) 1,707 9.6+ 1,3 0.001
[ (U/ml) 21,3 (7,8-45.4) 7.3 (5.1-16,5) 0.003
Pept C (ng/ml) 28+13 1.7+£0,7 0.03
HbA,. (%) 10,0 2,4 55% 1,7 0.001
Fg (mg/dl) 3153+62,0 2546+ 359 0.01
FvWw (Ul/ml) 25204 1,1 £0.6 0.001
PAI-1 (U/ml) 4.0 (2.8-0,9) 1.2 (0,7-3,4) 0.001
NO (uM) 70,2+£225 36,0+ 122 0.001
TAS (mmHg) 153 £ 23 128 + 21 0,02
TAD (mmHg) 106 + 15 91+ 10 0.03

Tabla N° [2: Resultados de pacientes v controles. Gl: Glucemia: IMC: Indice de masa
corporal: I: Insulinemia: Pépt. C: Péptido C: HbA,.. Hemoglobina glicosilada: Fg:

Fibrinogeno; FyW: Fuactor von Willebrand: PAI-1: Inhibidor del activador tisular del
plasminogeno: NO: Oxido nitrico: TAS: Tension arterial sistélica v TAD: Tension

arterial diastolica.

El nimero de fumadores fue similar en ambos grupos. En el grupo de pacientes se

hallaron las siguientes correlaciones entre:
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1 conNO (p=0.01)
FvW (p = 0.05)
HbA,.(p = 0.03)
PAI-1 (p < 0.05)

Adcmas:
NO corrclacioné con HbA,. y FvW (p = 0.04 y p < 0.05)
FvW correlaciono con Fg (p = 0.02)

HbA,. corrclaciono con Gl (p = 0.04).

En estos pacientes se ha relacionado a la hiperinsulinemia con una actividad
fibrinolitica disminuida debido a los clevados niveles plasmaticos de PAL-1. La relacion
entre PAL-1 y la I no ha sido bien establecida. Si bicn hay controversia. algunos autores
han concluido que en los pacientes diabéticos los niveles de PAL-1 corrclacionan con ¢l
nivel de insulino-resistencia®™*. En este estudio se hallo también csta asociacién.

Sc estudio, ademads. la relacion entre todas las variables y ¢l Péptido C (Pépt. C)
Este péptido es clivado de la proinsulina. liberandosc ademas la insulina. No s¢ halld
relacion cntre ¢l Pépt C y los otros parametros estudiados. El Pépt C cs una hormona
activa con efecto fisiologicos potencialmente importantes. Aunque ¢s co-secretado con
la insulina. sc deberia considerar que el Pépt. C es una cntidad scparada con
caracleristicas bioquimicas y fisiologicas diferentes de las de la insulina. Hay evidencias
de interacciones entre el Pépt. C y diferentes membranas celulares a través de un
receptor distinto al de la insulina y al de otras hormonas relacionadas®*’. Esto explicaria

la falta de correlacion encontrada entre los niveles de Pépt. C v de PAI-1.
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5 EVALUACION DE LA FUNCION ENDOTELIAL POR ECO-DOPPLER
Sc obtuvieron los siguientes resultados:
DIAMETRO *o DI FvW % DI NO % DE
GRUPO (cm) AUMENTO U1 dh AUMENTO (u\) VARIACION
Grupo DB 04093 1507 % 88.75-3.53 1549% 10521 13.3%
Control p- 001 p~ 0001 p<0.03
S
DPI 04710 102.50=7.07 119-23
HTA-DBT DB 04235 72 % 100.33:12.10 0.71 % 13,1 £ 3.0 6.9 %
Basal p\S pNS p<0.03
DI 0.4542 101.07-12 80 122 1.1
ITTA-DBT Dl 0.4281 11.24° 108.2126.90 10.89 %0 13.0+2.1 7.2%
Postrat. p<0.05 p~ 001 p <0.03
DPl 04814 120,0-8 5 14.0 = 4.1

braquial presenta una marcada alteracion en los pacientes diabéticos y en hipertension.

Tabla N° 13: Resultados de los % de Variacion del didmetro arterial
(DA). nitritos y FYW pre y post-isquemia, pre v post-tratamiento con
quinapril. DB: DA basal. DPI: DA post-isquemia. HTA-DBT basal:

pacientes hipertensos diabéticos pre-tratamiento. HTA-DBT Postrat:

5.1 DISCUSION

pacientes hipertensos diabéticos post-tratamiento con quinapril.

La funcion endotelial evaluada por la vasodilatacion post-isquemia de la arteria

La evaluacion del DA por cco Doppler es una técnica incruenta. que puede repetirse en

el mismo paciente y que permite estratificar el riesgo de eventos cardiacos en sujetos sin

manifestaciones clinicas de enfermedad cardiovascular. Esta prueba. refleja la

importancia de los distintos factores de riesgo que afectan la funcion endotelial en

cuanto a su actividad vasoreguladora.

Alterada la biologia del endotelio, la respuesta a la Ach es paradojal: en vez de

producir vasodilatacion, produce vasoconstriccion. El estudio de la respuesta coronaria

sc realiza mediante una coronariografia. pero éste es un método invasivo. que conlleva

riesgos para el paciente y que no puede repetirse en el mismo individuo. por esta razon

se estudia la respuesta arterial en vasos superficiales. por ejemplo la arteria braquial,

que es considerada subrogante de las coronarias. Por este motivo en este estudio se

evalio la respuesta vasodilatadora en la arteria braquial midiendo por eco Doppler su
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diametro pre y post-isquemia de 5 minutos de duracion. aplicando una presion de 200
mm Hg. La vasodilatacion producida por la isquemia es una accién dependiente del
endotelio.

En los pacientes la respuesta vasodilatadora post-isquemia estuvo por debajo del
limite considerado normal. ¢s decir. fue menor de 10 % v en el grupo control fue mayor
del 10 %. Esta prueba evalta el aspecto vasomotor del endotelio. que se encuentra
altcrado c¢n diabetes, hipertension. dislipemias. tabaquismo. etc. La posibilidad de
mejorar la funcion endotelial disminuiria en estos pacientes el riesgo asociado de
padecer eventos tromboticos. por esta razén se los reevalio luego de 8 semanas de
tratamicnto con una droga antihipertensiva del grupo de los IECA que tiene efectos no
sO6lo sobre la disminucion de la tension sanguinea. sino también sobre la funcion
cndotelial, hallindose que ésta mejord en estos pacientes (Figura N° 40). [.a respuesta
vasodilatadora a la isquemia fue significativamente mayor (p < 0.05) dcspués del
tratamiento. La diferencia entre las respuestas pre v post-tratamiento fue mayor del 2 %.
siendo este valor indicativo de mejoria endotelial”?’. Lucgo del tratamicnto la variacion
del DA en los pacientes fue mayor del 10 %. En este estudio el tratamicnto con un
IECA no modifico el DA basal (previo a la isquemia). pero si la respuesta post-
1isquemia, dada por un mayor DA debido a la mejoria endotelial.

En cuanto al nivel plasmatico de FvW., se hall6 una diferencia significativa entre
los pacientes pre-tratamiento y los controles (p < 0,02) (Figura N° 39). En ¢l grupo
control la diferencia entre los niveles de FvW pre v post-isquemia hiperémica fue de
15.07 % (p < 0.01) y en los pacientes pre-tratamiento esta diferencia fue de 7.2%

(p = NS). Luego del tratamiento con quinapril los pacientes presentaron una mayor
liberaciéon de FvW post-isquemia: 10.89% (p < 0.05), asemejandose esta respuesta a la
de los controles (Figura N°© 38).

La isquemia hiperémica es un estimulo para la liberacion de NO y en los
controles se hallo una difercncia pre y post-isquemia de 13.3 % ( p < 0.03). I:n los
pacientes pre-tratamiento no se encontré diferencia entre los niveles pre y post-
isquemia, que ademas resultaron mayores que los de los controles (p < 0.05). Luego del
tratamiento con quinapril los pacientes presentaron un nivel de NO pre-isquemia
significativamente menor respecto a su nivel basal (p < 0.04) (Figura N° 41),
posiblemente debido a que al mejorar la funcion endotelial habria una menor activacion
de iNOS, y consccuentemente. un menor nivel plasmatico de NO y una mayor respuesta

a la isquemia.
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120+ 1540 % o7 % pNS 10.89 %

= ) p=<0.01

102+

H FvW BASAL
B FvW PI

Control HtaDbtBasal

HtaDbtPosTt

Figura N° 38: Nivel de FvW

pre y post-isquemia en el grupo control.:

porcentaje de variacion = 15,40% (p < 0,001);
en los pacientes pre-tratamiento: porcentaje
de variacion = 0.71% (p NS) y en los pacientes

post-tratamiento: porcentaje de variacion = 10,89%

(p < 0,02). HtaDbtBasal: nivel de FyvW basal

en los pacientes diabéticos hipertensos;

HtaDbtPosTt: nivel de FvW post-tratamiento

en los pacientes diabéticos hipertensos.

B BASAL
mDPI

Control HabDhtB HaDbtTt

Figura N° 40: Diametro arterial (cm)
de los pacientes pre y post-isquemia
pre tratamientocon quinapril
(HtaDbtB): porcentaje de variacion =
7,2 % (p NS); diametro arterial pre y
post-isquemia post-tratamiento con
quinapril (HtaDbtTt): porcentaje de
variacion = 11,24% (p < 0,05) y
controles pre y postisquemia:
porcentaje de variacion = 15,07 %
(p < 0,01).

ULl
100+ B Control |—
B HtaDbt
984
96+
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924
904
88+
864
544
824
Figura N° 39: Nivel de I'vW basal
(pre-tratamiento) de pacientes y
controles (p ~ 0,02).
l6-"
14
12“
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8 B BASAL
6 B POSISQUEMIA
4
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0 Y ¥ 4 ¥
controles HtaDbt HtaDbt

pretrat postrat

Figura N° 41: Nivel de NO en los pacientes
pre y post-isquemia pre-tralamiento con
quinapril. (HtaDbt pretrat), porcentaje de
variacion = -6,9 % (p < 0,035); nivel de NO
en los pacientespre y post-isquemia posi-
tratamiento (HtaDbtpostrat), porcentaje de
variacion = 7,2 % (p < 0,05) y controles
pre y post-isquemia: porcentaje de
variacion = 13,3 % (p < 0,03).
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En las Figuras N° 42 y 43 se observan las fotografias de la medicion del diametro de

la arteria braquial por ecografia Doppler pre y post-isquemia respectivamente.

Figura N° 42: Medicion del diametro
pre-isquemia de la arteria braquial por
eco Doppler.

Figura N° 43: Medicion del diametro arterial
post-isquemia de la arteria braquial por eco-Doppler.
Isquemia: Se aplico en el antebrazo un manguito
de presion insuflado a 200 mm Hg durante 5 minutos.
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5.2 CONCLUSIONES

La droga utilizada controla la tension arterial a través de la inhibicion de la
cnzima convertidora de la angiotensina. v también. mejoraria la funcion endotelial. Si
bien ¢l didmetro arterial basal. tanto pre- como post-tratamiento. no s¢ modifico. la
respuesta vasodilatadora a la isquemia hiperémica se incrementd. La funcion endotelial

post tratamiento, medida a través de la liberacion de FvW y de NO, se asemejo a la del

grupo control.
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6 EFECTO DE DOS DROGAS ANTIHIPERTENSIVAS SOBRE LA FUNCION
ENDOTELIAL. EVALUACION POR ECO-DOPPLER.

6.1 Porcentaje de variacion del didmetro de la arteria braquial en la prueba de

isquemia hiperémica.

6.2 Mcdicion de parametros plasmaticos asociados a disfuncion endotelial: FvW v
PAI-1.

6.3 EVALUACION PRE-TRATAMIENTO

Se evaluaron 30 pacientes diabéticos tipo 2 hipertensos. con funcién renal
conscrvada, bajo tratamiento con sulfanilureas v un grupo de 10 individuos sanos
(Grupo () comparables en edad. sexo. indice de masa corporal (IMC). habitos
alimentarios y de tumar.

Los pacicntes se dividieron en dos grupos de 15. Grupo A y Grupo B.

[:n la Tabla N° 14 se detallan los datos de pacientes v controles.

Variable Grupo A Grupo B Grupo C
I:dad (afios) 55458 529+72 53,5167
Sexo (H/M) 8/7 8/7 5/5
IMC (kg/m?) 27.7 28.1 26.9
Fumadores (%) 4 3 1
(rlucemia (g/1) 1.43 £0.51 1.52 £ 0.59 1.07 £ 0.15
TAS (mml lg) 1555 +£06.1 1594 +58 1284 +2.3
TAD (mmHg) 98.8 + 8.1 99.1 £ 8.2 85.4+3.7

Tabla N° 14: IMC: indice de masa corporal: TAS: tension arterial sistolica: TAD:
tension arterial diastolica. Grupo A: n = 15: Grupo B: n = 15: Grupo C: n = 10. Entre
los Grupos A y B no hay diferencias significativas en todas las variables. En Gl A vs C
yBvCp<005enTASAvs Cy By Cp<004yenTAD Avs Cy Bvs Cp<0.05.

Los resultados estan expresados como media + DE.
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6.3.1 Medicion de la variacion del diametro de la arteria braquial por cco

Doppler pre y post-isquemia:

Grupo A Grupo B Grupo C
Variacion  del
diametro 7.2 6.9 15.1

arterial (%)

PAVSs B=NS:pAvsC=0.00l: pBvsC=0.001

6.3.2 Porcentajes de variacion pre y post-isquemia de los marcadores plasmaticos

de disfuncion endotelial:

% de variacion  Grupo A Grupo B Grupo C
FvW 0.78 (.82 15.5
PAI-1 091 (.86 12.4

FYW:p Avs C.p B yvs C =0.001
PAI-1: pAvs C.pB vs C =0.01

6.4 REEVALUACION DE LOS PACIENTES LUEGO DE 8 SEMANAS DE
TRATAMIENTO CON:

Quinapril (20 mg/dia)
Nebivolol (S mg/dia)

Meccanismo de accién de quinapril: actia inhibiendo a la enzima convertidora de

angiotensina (IECA).
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Mecanismo de accién de nebivolol: actia como antagonista de los Bi-

adrenoreceptores cardio-selectivos produciendo vasodilatacion mediada por NO.

Post administracion durante 8 semanas de:
Grupo A : quinapril
Grupo B : nebivolol
Grupo C : placebo

Reevaluacion a las 72 horas de suspendido el tratamiento.

6.4.1 Mecdicion de la variaciéon del diametro de la arteria braquial por eco Doppler

pre y post-isquemia:

Grupo A Grupo B Grupo C
Variacion del
didametro 11.2 4.4 15.9
artcrial (%)

pAvsB 0.02:pAvsC - 0.0l:pBvs(C=NS

6.4.2 Porcentajes de variacion pre v post-isquemia de los marcadores plasmaticos

de disfuncién endotelial:

% de variacion Grupo A Grupo B Grupo C
FvWw 10.9 14.8 16.7
PAI-1 12.5 17.3 18.2

FVvW:pAvsC=00l.pBvsC=007.pAvs B=0.04
PAI-l :pAvsC=00l.pBvs C=NS.pAvs B=0.03
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6.5 CORRELACIONES

Se halld una correlacion positiva entre el nivel de FvW vy el diametro arterial

(p<0.001) del Grupo C vs los Grupos A v B.
6.6 CONCLUSIONES

En esta evaluacion se encontrd que el tratamiento con ambas drogas mejora la
luncion endotelial.

Los pacientes tratados con nebivolol presentaron una mayor respuesta en la
vasodilatacion endotelio-dependiente y en los marcadores plasmaticos quc  los
pacicntes medicados con quinapril. indicando que la via metabdlica del NO scria mas
clicicnte que la de inhibicion de la ecnzima convertidora de la angiotensina, en cuanto a

al efecto restaurador sobre el endotclio y a mejorar su funcién vasodilatadora.
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7 SEGUIMIENTO DE 49 PACIENTES HIPERTENSOS BAJO TRATAMIENTO
CON NEBIVOLOL DURANTE S MESES

7.1 RESULTADOS

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla N° 15. Entre la consulta inicial v
cl primer control la diferencia en los valores medios de TAS resulté significativa: TAS
vs TASIC p < 0,05, entre la consulta inicial y el 2% control: TAS vs TAS2CO p <0.05
y entre la consulta inicial y ¢l 3er control: TAS vs TAS3CON p < 0.05. pero entre el
segundo y el tercer control no se registraron diferencias significativas: TAS2CO vs
TAS3CON p = NS (Figura N° 45). En la TAD se encontraron diferencias significativas
entre los valores medios de la consulta inicial (TAD) y el 1™. 2% y 3*control. p<0.03
respectivamente. mientras que entre ¢l 1™y 2% control. como en el caso de la TAS. no
se observaron diferencias significativas (p = NS) (Figura N° 46). Las variacioncs tanto
en la TAS como en la TAD de cada paciente entre la consulta inicial y ¢l control a los 5
meses se observan en las Figuras N° 47 y 47bis. p < 0.001 y p < 0.05 respectivamente.

Como sc observo un descenso significativo en TAS en 47 de los 49 pacientes. la
respucsta a la droga fue buena. En la TAD no se observo el marcado descenso
registrado con la TAS. Esto indicaria que el efecto principal de la droga scria sobre la
tension sistolica y no sobre la diastdlica.

No sc observaron cambios en ¢l IMC. Gl ¢ I (p = NS). En cuanto al perfil
lipidico se observd un descenso en el tCol (p < 0.05) y en TG (p < 0.05) pero no en
[LDL y HDL (p = NS). Se¢ encontraron diferencias significativas entre la visita inicial y
cl control a los 5 meses en los valores de FvyW (p = 0.001) y PAI-1(p < 0.001). (Figuras
48 y 50 respectivamente). cstos descensos indicarian una mejoria de la funcion
cndotelial. El nivel plasmatico de NO aument6 entre la consulta inicial y ¢l control a los
5 meses(p < 0,05) esto ¢s debido a que la accion de la droga es producir vasodilatacion
a través de la liberacion de NO y bloquear los receptores [3; adrenérgicos.

Luego de los 5 meses de tratamiento los pacientes mostraron un significativo

descenso en la tension sistolica v una significativa mejoria en la funcion endotelial.
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Resultudos

Tabla N° 15: Resultados obtenidos en ¢l grupo de 49 pacientes hipertensos en tratamiento con nebivolol Smg/dia durante 5 meses.

IMC Gl tCol LDL HDL TG I TAS TAD FvW NO PAI-1
(kg/m?) (g) (mg/dl) (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) (U/ml) (mmHg) |[(mmHg) [ (U/ml) (nM) (U/ml)
Con.l [29.1£6.0]107.1£15.1 (224.4%£37.0 | 147.4234.4 |44.1£6.9(171.8+56.8 | 12.3+8.1 | 155.5+6.1 |90.8+7.9|1.38+0.44| 37.2+9.8 |3.33+0.98
| O e B It B Bl R el I 139.2410.7 | 85.54£7.6| -------=- | ==mommem [ -omoeee-
2°Con | --m=m= | mmemmmmmemm | cmmcemmees | oo | e e | e 139.2+£10.7 | 85.5£7.6 [ ------=== | ====-==-= | cmoe-ee-
3*Con [ 28.4£5.9(106.8+20.0[210.7421.5|137.7£35.9 |44.5£6.9 | 153.8+32.6| 11.78+6.7| 130.9+8.4 | 82.4+6.7|1.23+£0.31 |41.2+12.2|2.41+0.65

Con.lI: consulia inicial, 1°Con: primera consulta; 2%Con: segunda consulta; 3%Con: tercera consulta: IMC: indice de masa corporal

x»x\sm\_. Gl: glucemia (g/1): 1Col: colesterol total (mg/dl); TG: triglicéridos (mg dl): I: insulinemia (U/ml): TAS: tension arterial sistolica

(mm Hg): TAD: tension arterial diastolica (mm Hg): FyW: factor von Willebrarad (U/ml): NO: oxido nitrico (uM): PAI-1: inhibidor del

activador tisular del plasminogeno (L'ml). Los resultados estan expresados como media + DE.
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Figura N° 45: Comparacion entre los valores medios de la
Tension Arterial Sistolica en la consulta inicial (TAS); en el
I control (TASlc); en el 2° control (TAS2CO) y en el
3"control a los 5 meses (TAS3CON). Valores de .p TAS y
TASIC < 0,05; pTAS y TAS2CO < 0,05; pTAS y TAS3CON
0,001; pIAS2CO y 1AS3CON = NS
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Figura N° 46: Comparacion entre los valores medios de la Tension Arterial
Diastolica en la consulta inicial (TAD); en el 1" control (TADI1C);en el 2° control
(TAD2CO) y en el 3 control a los 5 meses (TAD3CON); pTAD y TADIC < 0,05;

pTAD y TAD2CO < 0,05; pTAD y TAD3CON < 0.001; pTAD2CO y TAD3CON = NS
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Value
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Figura N° 47: Variacion de TAS (mm Hg) en
cada paciente controlado (49 pacientes), al
inicio (TAS ) y a los 5 meses de tratamiento
(TAS3CON—)
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Figura N°47bis: Variacion de TAD (mm Hg) en
cada paciente controlado (49 pacientes) al inicio
(TAD ) y alos 5 meses de tratamiento
(TAD3CON —)
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Figura N° 48: Descenso en los niveles de FvW
(Ul/ml) luego de los 5 meses. (p < 0.001). FvW:

consulta inicial; FYW3CON: a los 5 meses.
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Figura N° 49: Aumento en los niveles de NO (uM)

entre la consulta inicial (NO) v a los 5 meses
(NO3CON), p< 0,05.
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Figura N° 50: Descenso en los niveles de PAI-1

(Ul/ml) entre la consulta inicial (PAI) y a los 5 meses

(PAI3CON), p < 0,001.
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8 RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO DE 30 PACIENTES HIPERTENSOS

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla N° 6. Entre la consulta inicial.
¢l 2%y 3* control la diferencia en TAS resulté significativa p < 0.05 respectivamente,
entre el segundo control y el tercero no se registraron diferencias significativas (Figura
N° 51). En la TAD no se observaron diferencias significativas. entre los valores de la
consulta inicial y los controles posteriores (Figura N° 52). En la 3* consulta los valores
de TAS fueron similares a los de la consulta inicial. debido a ésto en la Figura N° 53 se
obscrva la variacion cntre la consulta inicial y la 2°. Como esta variacién se encontré en
25 de los 30 pacientes. ésto estaria indicando que en este grupo de pacientes no seria
suficiente ¢l régimen  higi¢nico-dictético para controlar su tension arterial. Se
cncontraron diferencias significativas (p < 0.05) en los valores de TG, tCol., y LDL
entre la consulta inicial y el control a los 5 meses. pero no en los valores de FvW. NO v
PAI-1.

170 { | ‘
]
162 !
T
154 l
145 4 L |
R | l —
] ?
133 4 i
|
132
TAS TASIC TASICO TASICON

120 cases

Figura N°351: Comparacion de los valores medios de lus Tensiones Arteriales Sistolicas
expresados en - mm Hg en la consulta inicial (TAS). en el I'" control (TASI1C). en el 2° control
(TAS2C () y en el 3" control (TAS3CON ): p TAS vs TASIC = NS: p TAS vs TAS2C O < 0.05;

p TAS vs TAS3CON < 0.05: p TASIC vs TAS2C () = NS.
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Tabla N° 16: Resultados obtenidos en el grupo de 30 pacientes hipertensos con régimen higiénico-dietético controlados durante 5 meses.

IMC Gl tCol LDL HDL TG I TAS TAD FvW NO PAI-1

(kg/m?) (g/N) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (U/ml) (mm Hg) | (mm Hg) [ (U/ml) (LM) (U/mi)

Con.l | 299+5.4 | 108.1£19.1 | 225.0+33.2 | 143.6+27.9 | 41.8+8.8 [193.3+149.5| 13.3+7.7 | 1542463 | 90.3+7.4 | 1.49+0.4 [(39.7+10.3| 3.6x1.0
1°Con | ------- e Bl B B B 15522114 | 90.5+£6.5 | -------== | =emmememe | meeeee-
P A 01T T I B B Il B Il I 151.3£10.3 | 90.2+5.6 | - | =-=--om | -meemee-
3°Con | 29.7£5.3 | 106.8+20.0 | 210.7+21.5 | 137.7+359 | 44.5+6.9 | 153.8+32.6 | 14.0+8.2 | 152.2+10.1 | 82.4+6.7 | 1.48+0.36 [ 39.5+11.9 | 3.5+1.0

IMC: indice de masa corporal tkg'm?): Gl: glucemia (g/); tCol: colesterol total (mgidl): TG: triglicéridos (mg/dl); I: insulinemia (U/ml);
TAS: tension arterial sistolica (mm Hg): TAD: tension arterial diastélica (mm Hg): PAI-1 (U/ml): FyW: fuctor von Willebrand (U/mi):

Con I: Consulta Inicial: 1°Con: primera consulta: 2°Con: segunda consulta: 3°Con. tercera consulta.

NO: oxido nitrico (uM), PAI-1: inhibidor del activador tisular del plasminégeno (U/ml). Los resultados estan expresados como media + DE.
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Iigura N°52: Comparacion de los valores medios de las Tensiones Arteriales

Diastolicas expresados en mmHg en la consulia inicial (TAD): en el 1 control

(TADIC). en el 2°control (TAD2C° Q) v en el 3° control (TAD3CON ).
NS: pTAD. TAD2CQ ~ NS: pTAD. TAD3CON — NS.
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Figura N° 53: Variacion de la Tension arterial sistolica (TAS) entre la consulta inicial
(1TAS) y la consulta a la 2° consulta (TAS2CO)de cada paciente controlado

(30 pacientes) TAS— y TAS2C0
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[.a mejoria observada en el perfil lipidico se debe a la dieta hipocalorica ¢ hiposddica
que scguian los pacientes. pero no fue suficiente para controlar la tension arterial ni para
mejorar la funcion endotelial. ya que no se observé una disminucion de los niveles
plasmaticos de I'vW ni de PAI-1. EI NO sc¢ encontré dentro de los valores normales y
no s¢ modificod lucgo de los 5 meses de dieta hiposodica e hipocalérica.

En consccuencia la dieta presentd beneficios en cuanto a la disminucion de los lipidos.
que representan un  factor de riesgo cardiovascular. pero no logro modificar
sustancialmente la tension arterial. si bien hubo una disminucion global d¢ TAS entre ¢l
inicio y los 5 meses. hubo una gran variacion en la respuesta individual v en varios
pacientes no fuc efcectiva para controlarla. El efecto de la dieta sobre TAD resulté menor

que sobre TAS.
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Cstudios prerimen/a[e.s
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1 CULTIVOS CELULARES: CELULAS ENDOTELIALES HUMANAS DE

CORDON UMBILICAL (HUVEC)

1.1 ACCION DE AGEs Y TNFa SOBRE HUVEC

[n la Tabla N® 17 se detallan los resultados obtenidos por cuadruplicado

FYW (%) Nitritos (uM)
CE 1.1£0,1 20,0102
CLE + BSA (300 pg/ml) 1.420.1 27.1+0.2
CE+ AGLs (300 pg/ml) 2.5+0.2 40.5+0.3
CL 1 AGLs t TNF«x 4.0+0.3 94.4+0.3
CLE + I'NFa (17 ng/l) 3.020.2 45.020.3

Tubla N” 1 7: Activacion de células endoteliales vasculares (HUVEC) por AGEy
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1.2 SOBRENADANTES DE CULTIVOS HUVEC. RESULTADOS DE LA
ELECTROFORESIS EN PAGE- SDS.

PM BSA BSA-AGEs

Figura N° 58: Electroforesis de los sobrenadantes de los cultivos de HUVEC. Se
observa una banda de 130 kDa correspondiente a ... y otra a 66 kDa correspondiente
Bocuinne PM: Marcadores de Pesos Moleculares: BSA: HUVEC + BSA;
BSA-AGEs: HUVEC + BSA-AGEs

1.3 EXPRESION DE iNOS EN CELULAS ENDOTELIALES. RESULTADOS
DEL WESTERN BLOT.

El western blot del gel indico la expresion de INOS dentro de la fraccion

proteica de 130 KDa correspondiente a la pista BSA-AGEs.

Control  BSA BSA-AGE:s
Negativo

Figura N° 59: Western Blot
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1.4 RESULTADOS DE INMUNOFLUORESCENCIA EN CE.
Marcacion de HUVEC post activacion con AGEs.

Figura N° 60: Expresion del FyW post AGEs en CE vasculares cultivadas en

vidrios moviles (630x)

1.5 RESULTADOS Y CONCLUSIONES DE LOS ENSAYOS DE MIGRACION
DE CE.

Las células tratadas con anticuerpo anti-VE-caderina migraron més que las
controles. (Figura 61, color rojo).

La diferencia en la migracion no se debié a una proliferacion diferente ya que el
numero de células inhibidas no vario significativamente respecto del de las células
controles.

La migracion en presencia de AGEs fue intermedia entre el control y el ensayo
con anticuerpo, sugiriendo que los AGEs actuarian inhibiendo las uniones célula-célula
en un grado menor respecto del anticuerpo. (Figura 61. color azul).

La VE-caderina incrementd la cohesion de las uniones célula-célula y por este
motivo es menor la migracion celular respecto de las células inhibidas. Es un marcador
especifico de las CE y un marcador temprano de la diferenciacion de las CE in vivo.

Dadas sus propiedades adhesivas y su localizacion en las uniones célula-célula,

participa en el reconocimiento de CE-CE durante el ensamblado de las estructuras
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formadoras de los vasos. Su persistencia en la vasculatura adulta sugiere que juega un

rol primario en el mantenimiento de la integridad de los vasos.

pLm

SN1BS5
300

AGEs
200 5

100
Control

0 2 4 6 8 10 14 16 horas

Figura N° 61: Migracion de HUVEC en presencia de AGEs.

La VE-caderina. se localiza en las uniones estrechas de las CE. Esta presente en
todos los tipos y tamafios de los vasos sanguineos. Cuando la permeabilidad de las CE
se incrementa por la accion de agentes tales como: trombina. elastasa v factor de
necrosis tumoral (TNFa) en combinacion con y-interferdn (yINF), el patron de
distribucion de VE-caderina se ve severamente alterado®°.

El estudio de la expresion de VE-caderina ¢n una variedad de situaciones en las
cuales s¢ afecta el normal funcionamiento del endotelio vascular aporta un dato
fundamental en la evaluacion de las angiopatias. en especial en la angiopatia diabética.
su expresion alterada puede contribuir a la disfuncion y a la discontinuidad del endotelio

vascular.
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2 ANIMALES: RATONES BALB/c

2.1 Cortes histologicos de arterias

Figura N° 62

Arteria elastica 20x eosina

£ o3 :f.- 2
Figura N° 64:
Arteria post-AGEs 100x

2.2 Cortes histologicos de rifiones

Figura N 63:

Arteria elastica 20x  PAS

Figura N° 65:
Arteria post-AGEs 100x PAS

Figura N° 66:
Glomérulo control (BSA) 40x

Figura N°67:
Glomérulo de animal tratado (AGEs) 40x
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Figura N° 68: Figura N° 69:

Glomérulo control 100x Glomérulo de animal tratado 100x

Los cortes histologicos realizados luego del tratamiento con AGEs mostraron imagenes
alteradas. El endotelio vascular se vio interrumpido en varios segmentos en las arterias
elasticas obtenidas de los ratones tratados.

Resultados similares se observaron en los glomérulos renales de los ratones Balb/c
tratados con altas dosis de BSA-AGEs. Fue evidente la acumulacion de AGEs en las

c€lulas endoteliales que se demostro por la téenica histoquimica de PAS.
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2.3 MEDICION DE PARAMETROS SERICOS

Luego de dos semanas del tratamiento con AGEs no se observaron diferencias
significativas de la glucemia respecto de los controles. Sin embargo. hubo un marcado
aumento de la insulinemia y del nivel de hemoglobina glicosilada.

Sc observo una marcada disminucion del 6xido nitrico en los sueros de los

ratones tratados con AGLs.
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1.2 —~ 10! -I-
- E
3 S 8 |
S 08 T @
E 1 E & T
@ 06 o
E - £ 4. 1
o %4 2
£ 5.
0.2 |
ol 0! -
OAGEs O Control OAGEs OControl
ligura 70: Nivel de glucosa en Figura ~1: Nivel de insulina en
sueros de ratones. Método de sueros de ratones. Método de
glucosa oxidasa. p:NS. ELISA. p<0.05.
.18 3 120 .
RV g ‘
© T £ 100 - T
T 12 l - J_
- O
S s S 60 - T
2 . : I
I = 40 :
h s 20
— 0 .
z ? 3
Z 0 .g 0 -
Z OAGEs
DAGES DCOﬂlI‘OI O Controles
Figura 72: Nivel de Figura ~3: Nivel de NO en sueros
hemoglobina glicosilada en de ratones. Método de Griess

< ftritos - nitratos), p<0.03.
sueros de ratones. p<0.03. (Ririos Hratos). |
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Grupo Glu (gN) Ins (UV/ml) HbA % Concentracion
de nitritos +
nitratos (LM)

A) AGls 0.84 + 0.35 890+19 128+£2.0 58+ 8

B) Control 0.68 +£0.13 502 1.0 9.3+0.2 95 £19

D NS <0,0S <0.05 <0,05

Tabla N° 18: Parametros séricos de ratones controles v tratados con AGEs. Los

resultados estan expresados como media + DE.

2.4 ANALISIS DE LA INDUCCION DE iNOS EN MACROFAGOS
PERITONEALES

2.4.1 Observacién microscépica de extendidos de macréfagos

La activacion con LPS fue efectiva para macréfagos provenientes de ambos
grupos de ratones. Se observo el mismo cambio de morfologia: un aumento de tamaiio

del citoplasma y degranulacion.

2.4.2 Medicién de nitritos en sobrenadantes de cultivos de macrofagos

La concentracion de nitritos de los medios de cultivo de los macrofagos
provenientes de animales pretratados con AGEs tue significativamente mayor (p < 0.05)
que la de los controles. Esto refleja una mayor produccion de oxido nitrico y sugiere la

activacion de eNOS y/o la induccion de iNOS.
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10 ! Nitritos
B ° : T (nmol/mg
1 Grupo Nitritos (uM) proteina)
T A) AGEs 36922 82+07
B) Control 11,5£1,8 58+1.2
l P 0,05 0,05

Figura N° 74: Produccion de oxido nitrico en
macrofagos peritoneales. Los resultados estan
OATs 0Cotrd expresados como media + DE.

Nitritos (nmol/mg de pro
O a2 N W h OO N O

2.4.3 Expresion de la enzima iNOS

El dot blot mostrd un reconocimiento positivo de la enzima iNOS para el grupo
A (tratados con BSA-AGEs) y negativo para el grupo B (tratados con BSA), sugiricndo
la posible induccion de la sintesis de la proteina bajo la estimulacion de AGEs. (Figura
N 73). El western blot mostré el mismo resultado. Ademas. las células tratadas con
AGlis y marcadas por inmunofluorescencia indirecta. fueron positivas. mientras que las

controles fueron negativas para iNOS,

AGEs BSA Ctl+ Ctrl-

Figura N° 75: Dot Blot. Cul. - : control
positivo, Cirl.-: control negativo.
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2.5 DISCUSION.

2.5.1 Sciializacion Intracclular en respuesta a AGEs

Wu C. er al*'. demostraron que. en la linca celular RAW 264.7. macrotagos
murinos. los AGEs son capaces de activar la traslocacion de NF-kappaB a través de una
cascada dc fosforilaciones que involucra a PI3K. PKC y p38 MAPK. Si bicn en el
presente trabajo no se midio directamente expresion o translocacion de NF-kB. los
resultados obtenidos a partir de los animales inoculados apoyan el modelo propuesto
inicialmente. Sin embargo no se puede descartar otro tipo de sensibilizacion a la accion
dc LLPS como la induccion o activacion de la expresion de receptores. intermediarios en

la transduccion de la sefial u otros factores de transcripeion.

2.5.2 El modelo experimental

Lucgo de cuatro semanas de inyecciones intraperitoneales de AGEs no sc
detectaron diferencias significativas ¢n la glucemia. Sin embargo. los animales
desarrollaron hiperinsulinemia y ¢l nivel de hemoglobina glicosilada  aumento
significativamente con respecto a los controles.

2l aumento de la insulinemia en los ratones tratados pucde llevar a la
desensibilizacion de los receptores de insulina por endocitosis. Con el tiempo el animal
dejaria de responder a la hormona y no podria regular la glucemia.

La glicosilacion de la hemoglobina evidencia la presencia de AGEs en
circulacion.

Debido al aumento de la insulina. la glucosa permancce regulada. al menos en el
momento de la extraccion. Esto es caracteristico de la diabetes tipo 2. La intolerancia a
la glucosa cs previa a la enfermedad. Lsto es debido a que la complicacion vascular
comicnza cn una etapa preclinica.

En esta etapa. la glucemia basal puede resultar normal enmascarando asi el
problema cuando ¢l analisis ¢s de rutina. Por el contrario. el nivel de hemoglobina
glicosilada puede predecir la enfermedad macrovascular. A su vez. la glucemia
postprandial (o glucemia de scgunda hora) correlaciona mejor con el riesgo de
cnfermedad cardiovascular. Algunos autores sugieren que la hiperglucemia post-

i , , . 252
prandial deberia ser considerada como un marcador de riesgo™".



Resultados 149

En los pacicntes diabéticos tipo 2 cn la clapa post-prandial s¢ activan factores de
la coagulacion, se pierde la capacidad de vasodilatacion. se activa la PKC en células
vasculares y mesangiales. aumenta cl stress oxidativo y la glicosilacion no cnzimatica
de¢ proteinas dando lugar a la produccion de AGEs. Como consecuencia. se dan las
condiciones para que ocurra el dao vascular,

En este estudio se observaron los dafios producidos por los AGEs. El monitoreo
continuo de la glucemia no fue posible. sin embargo. los ratones resultaron un modelo
interesante. Aunque no se reprodujeron todos los aspectos de la enfermedad. mostraron

un cuadro similar a la intolerancia a la glucosa.
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3 ANALISIS DE LA INDUCCION DE iNOS EN CELULAS U-937.

l.a linea celular U-937 fue diferenciada a macrotagos (ver Materiales y Métodos.
Figura N°® 26). La diferenciacion de U-937 a macrofagos fue corroborada por su
habilidad de reducir el azul nitro-tetrazolio (NTB). Las células tratadas con DMSO 1%

fucron tefiidas con NTB y aproximadamente el 65 % mostré actividad fagocitica®™”.

3.1 MEDICION DE NITRITOS EN SOBRENADANTES DE CULTIVO

Grupo Nitritos (uM)  Nitritos (nmol/mg proteina)
A) AGLEs 16.54 £ 5.76 2.52 £ 1.00
B) Control 2.80 + 1.54 0.30 + 0.04

p 0,05 0.08

Tabla N° 19: Los resultudos estan expresados como media + DE.

3.2 EXPRESION DE LA ENZIMA iNOS

Los lisados de células tratadas con AGEs mostraron reactividad positiva para
iNOS por western blot. mientras que los controles solo mostraron el background
inespecifico. Esto indicaria que el aumento encontrado en la produccion de Oxido nitrico

corresponderia a una induccion de iNOS in vitro por accién de AGEs.

AGEs AGEs|/2 Control+ BSA BSA1/2

Figura N°76: Dot Blot. AGEs y BSA: 300 ug/ml. AGEs y BSA 2: 130ug/mi.

Control t : iNOS obtenida a partir de macrofagos murinos.
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Control BSA BSA-AGEs

Negativo

Figura N° 77: Western Blot. Expresion de iNOS en las células tratadas con AGEs.

3.3 DISCUSION

3.3.1 Los productos de glicosilacién avanzada en la disfuncién endotelial

Los AGEs juegan un papel importante en el desarrollo de la disfuncion
endotelial en pacientes con DBT tipo 2. El dafio endotelial observado en las aortas
abdominales de los ratones inyectados via intra-peritoneal con AGE-BSA confirma la
primera hipdtesis del trabajo: la presencia de AGEs (AGE-BSA) en circulacion. y no la
misma proteina sin glicosilar (BSA). contribuve al deterioro endotelial.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Pankewyvcz O.G. ef al*y
con los de Popov D. er al* (ratones espontaneamente diabéticos). En lesiones
aterosclerdticas humanas también se detectaron. por métodos inmunohistoquimicos. una
deposicion extracelular de AGEs difusa y deposiciones intracelulares densas en células

espumosas derivadas de macrofagos y en CMLV.
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Se ha sugerido que estas moléculas glicosiladas depositadas en las lesiones
ateroscleroticas son endocitadas por los macrofagos en una etapa temprana y luego por
las CMLV a través de un RAGE en una etapa avanzada®”.

El aumento de la expresion de iNOS es una de las respucstas celulares a la
interaccion  AGE-RAGE. Segun los resultados obtenidos. tanto los macrdfagos
peritoneales murinos como los macrofagos derivados de la linea celular monoblastica
humana U-937 aumentan su produccion de NO y la expresion de la enzima iNOS luego
de la incubacion con AGEs. Esla respuesta se observo también en CE y en macrofagos
RAW 264.7%*°. Estos resultados confirman otra de las hipotesis: los AGEs aumentan la
expresion de INOS in vitro ¢ in vivo.

Ante estos resultados y teniendo en cucnta los altos niveles séricos de NO
hallados en pacientes hipertensos y con DBT tipo 2. se esperaba que los sueros de los
ratones tratados con AGEs dicran el mismo resuliado. Sin embargo. los resultados
tucron contrarios (Figura N° 73). Los animales tratados mostraron un nivel de NO
significativamentc menor a los controles. El método utilizado mide indirectamente NO
biodisponible (a través de nitritos y nitratos) y no otros compuestos nitrosilados. Ls
probable que el NO producido por iNOS en estas condiciones reaccione con anion
superoxido (02) y forme peroxinitritos (ONOQOT) que no son detectados. En condiciones
normales. la gencracidn de Os es minima (controles) sin embargo ésta aumenta
signilicativamente  ¢n  condiciones  altamente  oxidativas (presencia de AGEs.
hiperglucemia). También debe tenerse en cuenta que los AGFEs son capaces de
neutralizar ¢l NO por un fenémeno de quenching.

Dado que los peroxinitritos son altamente citotoxicos. se presume que mediaron

algunos de los efectos de citotoxicidad por AGEs y contribuyeron al deterioro

endotelial.
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CONCLUSIONES

La evaluacion de la disfuncion endotelial que presentan los DBT tipo 2 implico
que se¢ realizaran diferentes estudios en los cuales se determinaron siempre los
parametros metabdlicos basales que definen a la enfermedad. En cada uno de los grupos
de pacientes diabéticos se determinaron. ademas. distintos parametros especiales y no
habituales en el screening clinico.

El tamafio de las poblaciones de pacientes evaluadas. e¢n cada caso clinico. se¢
debi6 a la disponibilidad de los mismos en los diferentes momentos en que fucron
estudiados.

En todos los casos. se seleccionaron a los pacientes en funcion del perfil clasico

de DBT tipo 2 y se analizaron sus variantes de angiopatias.

1. Los pacientes DBT tipo 2 expresan marcadores de activacién plaquetaria:

CD62P y CD63.

La expresion d¢ CD62P y CD63 en la membrana plaquetaria ¢s consceucncia de
la accion de agonistas tales como trombina. ADP. colageno. etc. 1.os pacientes DBT
tipo 2 estudiados se dividieron en dos grupos. Dentro del Grupo 1. el 70 % expresaron
los mayores niveles de CD62P y CD 63. que correspondicron a los niveles mas elevados
de Gil y HbA,, (Tablas N° 8 y N° 9). En ¢l Grupo 2 de pacientes. con caracteristicas
clinicas mas moderadas de diabetes respecto al Grupo 1, se hallaron niveles similares
de Gl y HbA,, (Tabla N°® 8) sin embargo. ninguno de los casos presenté expresion
CD62P y/o CD63 en la membrana plaquetaria. En estos pacientes. con menor daio
endotelial, la dosis de aspirina administrada (325 mg). seria suficiente para inhibir la

activacion plaquetaria.

2. Los pacientes DBT tipo 2, hipertensos tienen alterado ¢l metabolismo del

NO y presentan altos niveles de sP-Sel.

A pesar de los altos niveles de NO encontrados en los pacientes estudiados, el
cstado hipertensivo persistio: en estas situaciones la biodisponibilidad de NO podria
estar reducida por mecanismos que involucrarian al anion superoxido. Se encontrd que
los niveles de NO e | correlacionaron en los dos grupos de pacientes y que niveles
elevados de HbAlc y Gl correlacionaron con el aumento de expresion de CD62P. es

decir. con el aumento de activacion plaquetaria en los pacientes diabéticos.
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En la diabetes los niveles de sP-Sel se encuentran aumentados y relacionados
con la activacion plaquetaria y la trombosis. En los pacientes estudiados no se observo
correlacion entre los niveles plasmaticos del FvW y de sP-Sel. sugiriendo que esta
altima tiene un mecanismo de liberacion que no depende de los mismos pardmetros que
¢l FvW, pero se encontrd una correlacion positiva en el Grupo A entre sP-Sel e |. sP-
Sel podria ser un producto de liberacion endotelial v especialmente plaquetaria en estos
pacientes.

Se hallé que los niveles de | correlacionaron con los valores de CD62P. NO y
sP-Sel en los pacientes diabéticos y con los niveles de NO en los pacientes hipertensos.

El aumento en el nivel de FvW. ¢n la expresion de CD62P. en la liberacion de
sP’-Sel y de las citoquinas proinflamatorias como el TNFa. contribuyeron en estos

pacientes, a un mayor riesgo de padecer eventos tromboticos.

3. Existe un desbalance entre la sintesis y liberacion de ET-1 y NO por el
endotelio vascular alterado. Se encuentran niveles aumentados de
reactantes de fase aguda tales como Fg, FvW y PAI-1.

Se encontrd una correlacion positiva y significativa entre NO e | y entre NO y
FvW (p<0.05) y PCR vs FvW (p < 0.001) en el grupo de pacientes. Se hallaron niveles
de ET-1. NO. FvW_ PCR y I'g aumentados en los pacientes respecto de los controles
(ver Tabla N° 11).

A pesar de los niveles altos de NO. como ya se dijo. el estado hipertensivo de los
pacientes. se mantuvo. por la baja biodisponibilidad NO y también por los clevados
niveles de ET-1. La acumulacion de metilargininas endégenas® conduce a la
generacion alterada de NO y también incrementa la produccion de anidon superoxido y
en consecuencia la formacion de peroxinitritos.

La hipercolesterolemia. la hiperglucemia y la aterosclerosis interfieren con la
produccidon de NO endotelial. [l estado de insulino-resistencia agrava. sin dudas. la
patologia vascular aumentando la produccion y liberacion de ET-1.

Ll Fg v el FvW, reactantes de fase aguda. estan significativamente elevados y
este conjunto de factores de riesgo conducen inexorablemente a un estado

protrombotico.
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4. La condicion de insulino-resistencia esta asociada al aumento de liberacion
de FvW y PAI-1.
El nivel de PAI-1 correlaciona con la insulinemia. Esto concuerda con la

fibrinolisis disminuida hallada en el estado de insulino resistencia.

5. Las drogas antihipertensivas del tipo IECA mcjoran significativamente la
funcion endotelial de los pacientes

Las drogas tipo [ECA producen una mejoria de la funcion endotelial,
produciendo una mayor vasodilatacion. medida a través del aumento del DA
post-isquemia. [.os f-bloqueantes que ademds inducen la sintesis de NO.

producen una mayor respuesta vasodilatadora que los 1ECA.

6. Las HUVEC son sensibles a la accion de AGEs modificando la expresion
dc iNOS y la produccion de NO y FvW.

Los cstudios cxperimentales realizados con HUVEC en presencia de AGEs,
dieron resultados que concordaron con lo hallado en los pacientes diabéticos
tipo2 ya que hubo mayor liberacion de FvW y se expreso la iNOS.

[.a migracion incrementada de HUVEC en presencia de AGEs. podria explicar

las interrupciones que sc ocasionan en el endotelio vascular en la DBT 2.

7. Los ratones tratados con AGEs producen un cuadro de hiperinsulinemia

Y aumento significatico de HbA,., manteniendo controlada la glucemia.

La produccion de NOS se ve afectada. Hay daiio vascular en los grandes

vasos v ¢n los rifiones.

8. Los macréfagos peritoncales de ratones tratados con AGEs expresan
grandes cantidades de iNOS.

En los ratones se vio un cuadro de hiperinsulinemia. con glucemia conservada.
pero con aumento de hemoglobina glicosilada y modificaciones del metabolismo
del NO. También se expres6 la INOS en macréfagos peritoneales, ademads, se
produjo daifio endotelial de los grandes vasos y en los glomérulos renales de los

animales. Se observo acumulacion de AGEs en las CE.
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9. La linea celular monoblastica humana U-937 diferenciada a macréfagos
expresa grandes cantidades de iINOS cuando es cultivada en presencia de
AGEs.

in la linea celular UJ-937 diferenciada a macrofago. se produjo la expresion de
INOS por accion de AGEs. de forma similar a la de los macréfagos provenientics
de ratones tratados con AGEs. Uno de los mecanismos de induccion iNOS seria

a traves de la accion de AGEs.

l.os resultados experimentales obtenidos concuerdan con los hallados en los pacientes
estudiados y explican desde el punto de vista de la accion de los AGEs parte de los

trastornos presentes en la angiopatia diabética tipo 2.
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