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RESUMEN

La Diabetes Mellitus es un transtomo sistémico con alteraciones del metabolismo de
los hidratos de carbono, lípidos y proteínas. La forma clínica 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 está precedido por un período de resistencia a la
insulina y de hiperinsulinemia. La incidencia de hipertensión arterial y el stress
oxidativo están aumentados en los pacientes diabéticos y asociados a alteraciones
vasculares.

Se evaluó la disfunción endotelial en la diabetes tipo 2 mediante diferentes estudios
clínicos en pacientes y se realizaron estudios experimentales con células endoteliales
humanas, ratones y macrófagos. Se propusieron como objetivos:

- Determinar la presencia de activación plaquetaria y la expresión de
proteínas adhesivas.

- Evaluar el metabolismo del óxido nítrico y la expresión de NOS.
- Estudiar la liberación de citoquinas y FvW.
- Determinar los niveles plasmáticos de ET-l en los pacientes diabéticos y

su interacción con el NO.

- Relación entre los niveles plasmáticos de insulina, PAI-l y Péptído C.
- Evaluación de la función endotelial a través de la medición de la

respuesta vasodilatadora a la isquemia hiperémica.
- Seguimiento secuencial de los parámetros metabólicos, vasoactivos y

marcadores de disfunción endotelial en una población de individuos hipertensos
bajo tratamiento con una droga antihipertensiva y en otra población sin
tratamiento farmacológico.

- Estudiar la acción de los AGEs en células endoteliales obtenidas a partir
de cordón umbilical humano. Determinar la migración 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 albúmina glicosilada.

- Estudio comparativo entre macrófagos murinos y la línea celular U-937.
monoblastos de origen humano, diferenciada a macrófagos.
La acción 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 activación plaquetaria y

presentaron alteraciones en el metabolismo del NO y su interrelación con la ET-l.
Las proteínas reactantes de fase aguda tales como FvW. Fibrinógeno y PAI-1
estuvieron elevadas y asociadas a la condición de insulino-resistencia.

Las drogas antihipertensivas tipo IECA mejoraron significativamente la función
endotelial. disminuyendo el riesgo de eventos trombóticos.

Palabras clave: diabetes, hipertensión arterial, disfunción endotelial, óxido
nítrico, activación plaquetaria. trombosis.



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 evaluate 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-l 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 pharrnacologic 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,
dil'erentiated to macrophage.

The results obtained from the clinical studies were reproduced at least in pan. 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-l.
Plasmatic levels of acute reactant phase proteins such as von Willebrand Factor,
Fibrinogen and PAI-l 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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Abreviaturasw
Ach: Acetil colina

ADP: Difosfato de adenosina

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

AMP‘c: Monofosfato de adenosina cíclico

AT: Antitrombina lll

AT n; Angiotcnsína II

ATP: Trifosfato de adenosina

BH4: Tetrahidrobiopterina

CD62P: P-Sclcctina

CD63: Glicoproteína 53

CE: Célula/s cndotclial/es

CMLV: 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 híperpolarizante derivado de endotelio

EDRF: Factor de relajación derivado de endotelio

EGF: Factor de crecimiento epidermal

eNOS, NOS lll: Óxido nítrico sintetasa endotelial

ET-l: Endotelina l

ET-2: Endotelina 2

ET-3: Endotelina 3

ETAzReceptor tipo A de Endotelina-l

ETB: Receptor tipo B de Endotelina-l

FAD: Dinucleótido de flavina-adenina

FAU: Sistema de filamentos de actina relacionados con la unión

FGF: Factor de crecimiento fibroblástíco

FMN: Mononucleótido de flavina

FvW: Factor von Willebrand

GC: Guanilato ciclasa

GMP: Monofosfato de guanidina

GMPC: Monofosfato de guanidina cíclico



Abreviaturas

GMP 140: Granule membrane protein [40, proteína de membrana de gránulo a

plaquetario de 140 kDa

GP lb-IX: Glicoproteína lb-IX

GP llbllla: Glicoproteínallbllla

GP 53: Glícoproteína 53

HbAlc: Hemoglobina glicosilada

Hey: Homocisteína

HTA: Hipertensión arterial

IECA: lnhibidor dc la enzima convertidora de la Angiotensina

lL-l: lntcrlcuquina 1

IMC: Índice de masa corporal

iNOS, NOS Il: Óxido nítrico sintetasa inducible

[CAM-l: Intercellular adhesión molecule I; molécula de adhesión intercelular l

NADH: Dinucleótido de nicotinamida-adenosina

NADPH: Dinucleótido monofosfato de nícotinamida-adenosina

nNOS. NOS l: Óxido nítrico sintetasa neuronal

NO: Óxido nítrico

02': Aníón superóxido

ONOO': Aníón peroxinitrito

PADGEM: Plate/et activation dependent granule external membrane protein, proteína

dc ¡membranade gránulo a plaquetario dependiente de activación plaquetaria.

PAF: Factor activante plaquetario

PAI-l: lnhibídor del activador tisular del plasminógeno

PDGF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas

PGIZ: Prostaciclina

PKC: Protein quinasa C

P-Sel: P-Selectina

PSGL-l: P-Selectin glycoprotein ligand-l, glicoproteína ligando-l de P-Selectina

RACE: Receptor de los productos finales de glicosilación avanzada

SOD: Superóxido dismutasa

sP-Sel: P-Selectina soluble

TG: Triglicéridos



Abreviaturas

TGFfizFactor de crecimiento transformador B

VCAM-l: Vascular cellular adhesión molecule 1; molécula de adhesión celular l

TM: Trombomodulína

TNF a: Factor de necrosis tumoral a

t-PA: Activador tisular del plasminógeno

TXAzz Tromboxano A2

WP: Cuerpos de Weibel-Palade de célula endotelial
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Introducción |

1. ESTRUCTURA v FUNCIÓN DE LOS VASOS SANGUÍNEOS

El sistema circulatorio sanguíneo está compuesto por: la circulación sistémica, la

circulación pulmonar y la circulación portal'.

En particular, la circulación sistémica envía sangre oxigenada desde una bomba

central, el corazón, hacia todos los tejidos del organismo a través del sistema arterial.

produciéndose el intercambio de nutrientes y productos metabólicos, regresando sangre

con un alto contenido en dióxido de carbono a través del sistema venoso desde los

tejidos al corazónz.

Toda la sangre de la circulación sistémica sale del corazón a través de la arteria

aorta, que se va dividiendo en arterias más pequeñas y luego en arteriolas,

ramificándose hacia los diferentes órganos, adquiriendo características propias de

estructura y función. Las arteriolas se ramifican, a su vez, en vasos muy delgados, los

capilares, formando una red densa denominada microvasculaturas.

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

metabólicos‘.

Las venas de diferentes órganos 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 porción inferior del cuerpo)5.

En la Tabla N° l se comparan los diferentes tipos de vasos.
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\ CHL} CLM 2'!

auna. urlcriux urtcr' xcnulu

Diámetro

Comparativo o O o o(no en escala)

Composición

de la pared

vascular:

endotelio

(negro)

tejido

elástico

(verde)

células

musculares

lisas

(magenta)

tejido

conectivo

(naranja)

Tabla N° 1.‘Diámetro comparativo, Composición de la pared, Flujo y Presión de los diferentes

tipos de vasos sanguíneos; a. aorta: arteria aorta; arterias: otras arterias de gran tamaño.
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1.1 PARED VASCULAR

La pared vascular está compuesta por tres capas: l) la túnica íntima, compuesta

por el endotelio, 2) la túnica media, compuesta por células musculares lisas vasculares

(CMLV) y una matriz de elastina, colágeno y proteoglicanos, responsable de las

funciones vasomotoras y 3) la túnica adventicia, compuesta por fibroblastos y colágeno6

(Figura N° l).

Intima _ y Media a Adventicia

Fígura N° I .' Estructura de la pared vascular.
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Las paredes de venas y arterias tienen las mismas tres capas, pero son más

delgadas y los componentes del músculo elástico son mucho menos prominentes en las

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

Endoteho Lámina elástica interna

Tejido
fibrocolaaenoso

(363111135 ' ‘1 Túnica mediamusculares lisas J

Tejido
fibrocolagenoso con
lámina elástica externa

. Tejido
fibrocolagenoso

Túníca adventicia

Figura N°2: Estructura de una arteria.

es menor en arteríolas (Figura N° 3) y virtualmente no existe en vasos muy pequeños

(Figura N° 4).

Fibras elásticas Fibmblasms
Endotelio

Célmusculares lisas

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

Fígura N° 4.‘Estructura de una arteriola pequeña.

El sistema venoso actúa como un sistema colector, la sangre de la red de

capilares regresa al corazón en forma pasiva, bajo un gradiente de presión. Algunas

venas, especialmente en los brazos y piernas tienen válvulas que permiten el flujo de

sangre en una sola dirección, hacia el corazón (Figura N° 5). La mayor parte del

volumen sanguíneo, casi el 60 %, está contenido en el sistema venoso, por esta razón las

venas son denominadas vasos de capacitancía7.

Las contracciones cardíacas bombean la sangre generando fuerzas potenciales y

cinéticas, que son transmitidas como stress a las paredes vasculares. El músculo

cardíaco se contrae generando presión (energía potencial) y flujo sanguíneo (energía

cinética)8.

Las paredes vasculares detectan estas fuerzas como stretch stress (potencial) y

shear stress (cinética). La túnica media arterial, compuesta por CMLV, detecta y

responde al stretch stress, mientras que el endotelio lo hace al shear stressg.
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l 7 Endolclio: Ïúnica intima
\/¿11\ulu(ubwrta) —“‘*'

TledO filwocolngcnoso 'l‘única zulwnticiu

Celulas del músculo
liso: Túnicu media

Tolido ilbl‘OCoIélgCnGSO
Túnicu íntima

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 estímulo mecánico de la sangre que fluye, a la presión arterial y a

la distensión de la pared de los vasos; reacciona al estímulo de sustancias químicas

procedentes de la sangre y de los tejidos y controla el pasaje de solutos, macromoléculas

y células sanguíneas“).

La capacidad para adaptarse a los cambios hemodinámicos y a condiciones tan

adversas como la isquemia, hipoxia y exposición a oxidantes depende de la integridad

del endotelio“. Responde a la lesión con mecanismos de reparación específicos, que

van desde la recuperación de zonas de denudación de la íntima a la generación de

nuevos vasos sanguíneos”.
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El endotelio es mucho más que una simple barrera o transportador. Es un órgano

endócrino activo. En una persona normal de 70 kg de peso, 1,8 kg corresponden al

endotelio13 y el número de células es del orden de 1012.Las células endoteliales (CE)

producen sustancias fimdamentales para la coagulación sanguínea, el control de la

presión arterial, la función renal y el metabolismo de los lípidos y la glucosa”.

La disfunción endotelial está asociada a diversas patologías vasculares,

aterosclerosis e inflamación. El conocimiento de la estructura y función del endotelio
5permite comprender de manera básica estos procesosl

Las CE son células poliédricas muy especializadas, metabólicamente activas, que

forman una capa continua alineada en la superficie interna de los vasos sanguíneos,

denominada túnica íntima o endotelio“.

Las CE poseen componentes del aparato contráctil del músculo: actina, miosina,

tropomiosina y a -actinina. Están organizadas en tres estructuras diferentes, la

membrana cortical, el sistema defilamentos de actina relacionados con la unión (FAU)

y lasfibras de tensión estriadas tipo miofibríllasl7 (Figura N° 6).

Fumade
tensaon ,
(Mmmm) Membrana corzacar

actina, espectnna y otras

Centro orgamzadm. tones.de mtaotuauaos
algunos

Agua, salmo;
macro- OI'QBHICOS

filamentos moléculas. Ciertas Agua
Intermedios: vimentina ., soluzos proteinas
yocasronalmenteotros

Sistema de filamentos Fibra de tenso n (basal): Contacto focal: Paracelular Tlanscelular
de actina relacionados fibrillascontráctiles que sntegrinas, raiina,
con la unión: actina, COMIGHEH¿nina y wanna,
miosina y otros miosina aiaaczmina y otras

Figura N" 6: Estructura de la célula endotelíal vascular.
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Mediante su acción conjunta, estos tres sistemas mantienen la estructura y la

remodelación de la membrana plasmática, la inmovilización de las proteínas 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 plasmática endotelial y la cortical

aumenta en proporción directa a la tensión aplicada. Las CE se vuelven varias veces

más rígidas cuando se exponen a la tensión de fricción ejercida por los líquidos que

cuando no hay flujo, demostrando su capacidad de adaptación a las fiterzas ejercidas

desde el interior de los vasos sanguíneos".

La membrana cortical sirve de anclaje para diversas proteínas de membrana.

Una de ellas, la anexina, es un complejo de ión calcio (Can), lípidos y proteínas, que

controloraría la exocitosís y la endocitosis. Mole'culas de adhesión como la E-Selectina

y la VE-caderina también están 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 CE20 y su desconexión

del FAU puede ser una causa de desorganización de las uniones. La trombina es una de

las causas de dicha disociación. La fosforilación de las caderinas por la tirosina puede

provocar también la desorganización de las uniones“.

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

proceso que depende del sistema FAU. La contracción y la relajación de los

componentes del músculo en el sistema FAU altera la relajación 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 función “barrera” del

endotelio”.

La pérdida del sistema FAU puede verse microscópicamente, y causa aumento de

tamaño de las separaciones intercelulares y una mayor permeabilidad endotelial. Esta

pérdida puede deberse a varios estímulos: trombina, citoquinas proinflamatorias,

oxidantes. factor activante plaquetario, así como el agotamiento de ATP.

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

fuerzas de unión adherentes y las fuerzas contráctiles”.
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El AMPC estabiliza el sistema FAU y contrarresta la inducción de separaciones

intercelulares y el GMPc que es generado por una vía que depende tanto de Caz’ como

del óxido nítrico (NO) también estabilim la barrera endotelíal“.

Por el contrario. el sistema FAU es desmontado y la barrera endotelial es

alterada por las sustancias que activan a la protein quinasa C (PKC)25.

Las fibras de tensión son totalmente distintas de la membrana cortical y del

sistema l-‘AU;son muy abundantes en las CE expuestas a mayor fuerza de fricción o

estiramiento de la pared ejercida por la sangre circulante. Ayudan a la CE a adaptarse a

las fuerzas mecánicas del flujo de sangre y de la distensión de la pared. con lo que

evitan la lesión. En presencia de CaZTy ATP las fibras de tensión del interior de CE

cultivadas desarrollan tensión y cambian de forma. haciéndose más voluminosas. en

lugar de aplanadasz".

Los cambios morfológicos de las CE pueden retardar. e incluso impedir. el flujo

de los capilares, esto se debe a la activación del FAU. Las fibras de tensión no

intervienen de modo primordial en la creación de esta tensión. pero pueden estabilizar el

estado de tensión adquiridos durante períodos prolongados”.

La sangre circula por los capilares a pesar de que el diámetro de estos vasos es

menor que el de eritrocitos y leucocitos. Esto se debe. por un lado. a que ambos tipos de

celulas son flexibles y pueden deformarse para reducir al mínimo su diámetro

transversal en relación con la dirección del flujo. y por el otro. a que el endotelio normal

tiene una gran carga electrostática negativa".

En el año 1985, Born GV y Palinski W. encontraron concentraciones muy

elevadas de ácido siálieo en la superficie del endotelio”. La eliminación del ácido

siálieo de la membrana de las CE utilizando neuraminidasa aumenta la resistencia al

flujo sanguíneo, alterando notablemente el estado normal de la microcirculación”. Las

células circulantes tienen carga negativa similar al endotelio. de forma que el rechazo

electrostático facilita el flujo de la sangre por los capilares. El daño o lesión del

endotelio. secundario a la pérdida o disminución del ácido siálieo de la superficie

celular, impide la microcirculación y predispone a la trombosis3 '.

Los cavéolos son estructuras vesiculares características del endotelio”. son ricos

en lípidos, receptores y proteinas como la actina v la PKC. y funcionan comoa
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transportadores o canales de muchas moléculas distintas. como colesterol. ácidos

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 transdueeión dc señales. incluidos los que favorecen

la vasoconstricción, vasodilatación y crecimiento de la pared del vaso“.

1.1.2 Funciones del endotelio

El endotelio participa en la regulación del tono vascular. proliferación celular.

inflamación y hcmostasia. Las CE pueden detectar cambios hemodinámicos. como

aumento en la tensión de la pared. de la presión y de la concentración de las sustancias

vasoactivas circulantes liberadas por los leucocitos y las plaquetas”. Las CE sintetizan

una gran cantidad de sustancias:

Factores vusodilatadores: Oxido Nítrico (NO). Factor hiperpolarizantc derivado

de endotelio (EDHF). Prostaciclina (PGIg).

Factores vasoconstrictores: Endotelina-l (ET-l). Angiotensina II (AT II).

'l‘romboxano A; ('l‘XAz). l’rostaglandina H2.

Promotores del crecimiento celular: ET-l. AT ll.

Inhibidores del crecimiento celular: N0. PGIQ.

Promotores inflamatorios: Radicales superóxido. Factor de necrosis tumoral (1

(TNFa).

Factores hemostátt'cos prolrombóticos: lnhibidor del activador tisular del

plasminógeno l (PAI-l). Factor von Willebrand (FvW).

Factores hemostáticos antitrombóticos: Activador tisular del plasminógeno (t­

PA), Trombomodulina (TM).

El endotelio normal libera de manera constante pequeñas cantidades de NO para

mantener el tono basal de la pared de los vasos sanguíneos. En respuesta a estímulos

fisiológicos como el aumento de la tensión de la pared. disminución de la tensión de

oxígeno y sustancias como acetil colina (Ach). bradiquinina. histamina. trombina. ADP

y ATP se liberan cantidades extra de N036. Los factores vasoconstrictores y
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proliferativos derivados de endotelio deben estar en equilibrio con los factores relajantes

e inhibidores de la proliferación celular para que los vasos estén sanos”.

La prostaciclina se produce en respuesta a la fricción de la pared vascular y a

otras sustancias que estimulan la producción de NO. pero su contribución a la

vasodilatación es mucho menor que la de éste”.

El EDHF causa un flujo de salida de potasio que hiperpolariza el músculo liso

vascular, provocando así la vasodilatación. La bradiquinina tiene un efecto

vasodilatador directo al causar hiperpolarización. produce vasodilatación de las

arteriolas (vasos de resistencia) y también impide la proliferación de las células del

músculo liso vascular y la adherencia de macrófagos a las paredes de los vasos”.

Desde el punto de vista fisiológico la vasoconstricción es estimulada por el

estiramiento y la presión. y cn situaciones patológicas. por la hipoxiaw.

La vasoconstricción dependiente de endotelio es estimulada por el acido

araquidónico. la prostaglandina H2. la trombina. la nicotina y los niveles intracelulares

elevados de calcio y potasio. El TXA: y los endoperóxidos. que son metabolitos del

ácido araquidónico, son potentes vasoconstrictores derivados del endotelio“. Varias

sustancias que inducen vasodilatación dependiente de endotelio causan vasoconstricción

cuando sc administran en forma directa en las células musculares lisas vasculares. Los

productos vasoactivos que comparten esta propiedad de relajación endotelial y de

contracción del músculo liso son la Ach. la vasopresina. la bradiquinina. la serotonina,

ElAHF y la Hill“.

Cuando el endotelio está sano e intacto. se establece un equilibrio entre las

fuerzas opuestas. que por lo general. favorece la vasodilatación. pero si hay daño o

injuria endotelial, se pierde el equilibrio predominando el efecto sobre el músculo liso.

y, por lo tanto, la vasoconstricción”. Este mecanismo fisiológico básico es importante

en las lesiones vasculares para reducir la pérdida de sangre.

Las CE producen o influyen en la acción del factor de crecimiento de

fibroblastos (FGF), el Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). la ET-l y la

AT ll sustancias que estimulan la proliferación celular de la pared de los vasos. La AT

ll aumenta su efecto directo sobre la proliferación de las células del músculo liso

estimulando la secreción 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 fisiológicos que inactivan principalmente al FXa y a la

trombina. El endotelio también sintetiza trombomodulina. un receptor de trombina al

que ésta se une para activar a la Proteína C. que a su vez inhibe a los FVIIIa y FVa“.

El endotelio sintetiza t-PA (activador tisular del plasminógeno) que convierte el

plasminógeno en plasmina. la enzima encargada de degradar la red de fibrina y también

sintetiza el inhibidor dc la fibrinolisis PAI-l. Los niveles elevados de PAI-I han sido

asociados a una mayor incidencia de eventos cardiovasculares“.

En la respuesta inflamatoria. hay un aumento de la expresión de moléculas de

adhesión en la superficie de las CE que se unen a receptores de las células

polimorfonucleares".

l.2 OXIDO NITRlCO

L-‘nel año l980 Furchgott el al demostraron la necesidad de la presencia del

endotelio para que la Aeh indujera la relajación muscular en preparaciones de aorta de

conejo”; observaron también que una sustancia originada en un vaso con endotelio

intacto causaba relajación en otro vaso sanguíneo carente de endotelio. denominando a

esta sustancia factor relqianle derivado de ando/clio (EDRF). El efecto del EDRF que

duraba apenas unos pocos segundos. era inhibido por radicales superóxido y protegido

por la enzima superóxido dismutasaw. La vasodilatación que producía el EDRF iba

acompañada de una elevación del GMPc intracelular, una propiedad compartida con los

nitrovasodilatadores exógenosso. En 1987 Moncada S. el al demostraron que el EDRF y

el NO eran la misma sustancia5 '.

El NO está presente en todos los tejidos endoteliales. desde las grandes arterias

hasta las redes de capilares más pequeñas”.

Cuando la producción de NO se altera. como en la remoción experimental del

endotelio. o en procesos patológicos como la formación de placas de ateroma se
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favorece la vasoconstricción, la trombosis y la adhesión de leucocitos y plaquetas en

detrimento de la vasodilatación y la circulación normal53.

La casi totalidad de los estímulos que producen vasodilatación se manifiesta por

la liberación de NO, un gas biológicamente activo. presente en casi todas las células del

organismo, que debido a su bajo peso molecular y su naturaleza lipofilica, difiinde

fácilmente a través de las membranas celulares“. La molécula de NO es un radical libre

(Figura N° 7) ya que contiene un electrón no aparcado. 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 hemoproteínas” .

Figura N” 7: Estructura de Lewis del óxido nítrico

NO es sintetizado a través de la vía de la L-arginina por la acción de la enzima

Oxido Nítrico Sintetasa (NOS) sobre el aminoácido L-argínina, produciendo NO y L­

citrulina. La NOS transfiere electrones de NADPH en presencia de oxígeno a la L­

arginina, produciéndose la oxidación del nitrógeno guanidino terminalsó‘57 (Figura N°

8).

En células de mamíferos se conocen tres isoforrnas de la enzima NOS: la nNOS

o NOS I del tejido neurológico y la eNOS o NOS III de célula endotelial son

constitutivas, Ca2+y calmodulina dependientes, de baja producción de NO y responden

a agonistas que elevan el nivel de Ca2+intracelular58 (Figura N° 9).

La isoforma inducible iNOS o NOS II es Ca2+y calmodulina independiente y

se expresa en CE, megacariocitos, plaquetas, leucocitos polimorfonucleares, monocitos

periféricos y en macrófagos luego de ser activada por citoquinas proinflamatorias y

endotoxinas bacterianas y es inhibida por glucocortícoidessg.
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La expresión de ¡NOS usualmente comienza entre 2 a 6 horas a partir de la

exposición a los agentes inductores y una vez expresada genera lO veces más NO que

las isoformas constitutivas. Este efecto se mantiene durante 48 a 72 horas“).

El N() generado por ¡NOS tendría acción citotóxica sobre microorganismos

invasores y células tumorales. La expresión de iNOS se acompaña de una disminución

en la regulación de la actividad de la eNOS. En CE coexisten ambas isoformas eNOS e

iNOS‘”.
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Figura N08: Bíosíntesis de NO a partir de la L-argínina
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Compartimicnto intracelular

Fígura N” 9: Ciclo de activación de eNOS a través de calcio-calmodulina y

fosforilaciones.

La interacción de eNOS con la proteina caveolina, por la cual tiene una alta

afinidad, mantiene a esta enzima en estado quiescente. La calmodulina + Ca2+disocia a

la eNOS de su enlace con caveolina, generando su activación. La fosforilación de eNOS

también activa a la enzima, ya que disocia el enlace eNOS-caveolinaóz. Se ha sugerido

que la activación de eNOS por el shear stress involucraría fosforilaciones a través de la

movilización del Ca2+, luego se produciría el desplazamiento de eNOS de su unión con

caveolina por acción del sistema Ca2+-calmodulina, y finalmente ocurriría una segunda

fosforilación por la proteín quinasa C (PKC)63.
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La isoforma endotelial posee un sitio de miristilación. un sitio de enlace a una

cadena de ácido graso. Esta unión le permite a la eNOS estar asociada a la membrana de

la CE. mientras que las otras dos isoformas no tienen este sitio y están presentes en el

citosol“.

Esta asociación de la eNOS a la membrana facilitaría la difusión del NO

producido hacia la sangre y hacia la célula muscular lisa. En la Figura N° lO se

observan las estructuras moleculares de las tres isoenzimas.

En 1998 sc caracterizó y purificó a partir de higado de rata. una isoforma

mitocondrial de NOS (thOS). Esta enzima tiene características similares a las otras

NOS, su actividad depende de FAD, FMN, BH4, Caz"-calmodulina, NADPH y su

sustrato es la L-arginina“. El peso molecular y sus características inmunológicas. y

también el hecho de ser reconocida por anticuerpos monoclonales contra iNOS. podría

sugerir que la thOS sería similar a la iNOS. Sin embargo, la expresión constitutiva de

la thOS, la dependencia de Ca2+para su actividad y la localización en la membrana

mitocondrial sugieren que esta NOS sería una nueva isoforma o una ¡NOS con

modificaciones postraduccionales que determinarían su diferente localimción

subcelular“.
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Figura N" 10.-Esquema de la estructura molecular de las isqformas de las Oxido

Nítríco Síntetasas (NOS). NOS neuronal: nNOS, NOS I; NOS inducible: iNOS, NOS II y

NOS endotelíal: eNOS, NOS III. Están detallados los sitios de unión para la L-arginína,

calmodulína, FMN (flavin-mononucleótido), FAD Úlavín-adenina dinucleótido) y

NADPH Ofosfatode nicotinamída-adenína dínucleótido).
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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 activación de la enzima, liberándose GMPc

(Figura N" ll) El GMPc aumenta la concentración de Ca2+ citosólico y provoca la

relajación de la fibra muscular lisa vascular conduciendo a la vasodilatación“. La

actividad de la GC es inhibida por azul de metileno.

5,511a'aum»,-ur: ¿Fachada u.»

"' “4Jane-r”s nm, , "mem: "awMJNMU-VTC““<‘—M««.'.ÑV Waz: r. g

Mg2+
114.2sz -***w—-2:"’V'fi&mÍ="> ,mï Y.Ami, ‘m. "mxhw. IP-‘ww_.,,‘Tw-M.

Figura N" I I .' La enzima guanilato Ciclasa soluble (GC) sintetiza monofosfato de

guanidína cíclico (GMPC)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 ce’lulas musculares lisas vasculares, el NO es liberado hacia la luz del

vaso, donde inhibe la adhesión celular al endotelio68 (Figura N0 12).

El estímulo fisico para la liberación de NO es el shear stress (presión de

rozamiento o fuerza tangencial), que se genera por el aumento del flujo dentro de la

arteria y que conduce a una vasodilatación cuya magnitud es directamente proporcional

a la cantidad de NO liberado por el endotelio, razón por la cual se denomina

vasodilatación endotelio-dependiente mediada por el flujoóg.
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Figura N" 12: Acción del N0 sobre la célula endotelíal y

la célula muscular lisa vascular.

Los nitrítos, ya sea por vía sublingual, oral, parenteral o transdérmica, son

dadores de grupos nitro que liberan NO en la circulación, activan directamente al GMPc

en la célula muscular lisa y provocan una vasodilatación independiente de la acción del

endotelio y sin relación con el flujom.
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El N0. además de su efecto vasodilatador. reduce la permeabilidad vascular. la

síntesis de moléculas de adhesión leucocitaria y. en consecuencia. la adhesión de

leucocitos y plaquetas al endotelio: también inhibe la oxidación tisular. la actividad de

los factores trombogénicos. la inflamación tisular. el crecimiento. la proliferación y la

migración celulares. la expresión de citoquinas proaterogénicas y proinflamatorias y.

además, favorece la fibrinolisis. Estos efectos impedirían la aterogénesis y sus

complicaciones7 '.

El efecto del shear stress sobre las CE y la acción de agonistas tales como Ach.

bradiquinina. vasopresina. serotonina. ADP producen un aumento del Ca2+ citosólico

que activa la eNOS72. El shear stress también dirige la apertura de los canales de C32?

en Cb} llevando así a la activación de la eNOS”. Esta isoforma sintetiza de manera

continua NO para mantener el tono vascular. La formación basal de NO varía

considerablemente según el vaso considerado y también a lo largo de diferentes

diámetros del mismo segmento vascular. Ignarro L. e! al. encontraron que la mayor

formación basal de N0 ocurre en la arteria pulmonar bovina y en las venas de menor

diámetro".

A pesar de su estructura química simple el NO muestra una marcada dualidad de

comportamiento: cuando es sintetizado por la enzima constitutiva regula el tono

vasomotor75 e inhibe la adhesión y la proliferación celular. pero cuando es producido

por In isoforma inducibic. su efecto c5 potencialmente perjudicial“.



Inlroduccíón 22

1.3 ENDOTELINAS

Existen tres isoformas estructural y funcionalmente similares de Endotelinas

(ET): ET-l. [ET-2 y [ET-3. cada una codificada en los cromosomas 6. l y 20.

respectivamente”.

La isoforma predominante en la vasculatura humana es ET-l. de potente y prolongado

efecto vasoconstrictor. [ET-2no es detectable en plasma humano y [ET-3es detectable en

plasma. pero su acción vasoconstrictora es menor”. La mayor parte de la ET-l se

secreta al espacio subendotelial, donde actúa sobre las CMLV y alrededor del 20 % se

libera hacia la lu7.del vaso”.

Las tres isoformas de ET son sintetizadas inicialmente como grandes

prepropolipéptidos de aproximadamente 200 aminoácidos. que son clivados a

propolipéptidos y en el caso de ET-l a Big-ET-l y en un siguiente clivage genera el

póptido maduro de 21 aminoácidos ET-l. Este último paso en la síntesis es catalizado
80

por la Enzima Convertidora de la Endotelina (ECE)

Las ECE son una família de metaloproteasas con diferente distribución tisular.

actividadad biológica y selectividad hacia las isoformas de ET“. Cierta cantidad de Big­

ET-l junto con ET-l cs secretada al plasma, donde puede convertirse en ET-l por

mecanismos extracelulares”. Aproximadamente el 90 % de la ET-l es depurada del

plasma durante el primer pasaje a través de los pulmones. La secreción de ET-l ocurre

en pocos minutos a partir dc la exposición de los estímulos inductores. La vida media

plasmática de ET-l es de 4 a 7 minutos. mientras que la de su mRNA es de 15 a 20

minutos, así las células vasculares pueden ajustar rápidamente la producción de ET-l

para la regulación del tono vascular”.

El endotelio vascular libera AT ll a partir de la Angiotensina I por la acción de

la Enzima Convertidora de la Angiotensina (ECA). La AT II provoca vasoconstricción

y tiene acciones protrombogénicas. oxidantes. antifibrinolíticas. favorece la expresión

de moléculas de adhesión. estimula factores de crecimiento y proliferación celular.

facilitando la instalación de la ateroesclerosis y sus complicaciones. Además. la AT II

estimula la acción de la ECE, liberándose ET-l, promoviendo, por otra vía. la

vasoconstricción“.
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Los receptores de las Ffl‘ (ETA y ETB) pertenecen a la superfamilia de

rodopsinas. Están caracterizados por la presencia de siete segmentos transmembrana

hidrofóbicos. La acción de estos receptores es mediada por la proteína G. Estos

receptores son glicoproteinas y están distribuidos en varios tejidos”. El mRNA de ETA

está expresado en corazón, aorta y vasos sanguíneos del cerebro en las CMLV. pero no

en las Cli. El mRNA de ET“ está mayormente expresado en las CE. en las cuales su

activación lleva a la producción de sustancias vasodilatadoras como NO y PGlg .

mientras que en las CMLV produce vasoconstriccións".

FXI‘Atiene mayor afinidad por FIT-I y sc encuentra en CMLV. El]; tiene idéntica

afinidad por las tres isoformas de FJI‘87(Tabla N° 2).

El enlace de lil-l a su receptor es fuerte. tiene una baja constante de

disociación. por lo tanto. la acción de ET-l tiene un efecto prolongado”.

Tipo de receptor ETA ETB

Afinidad lil-l > ET-2 >> [ET-3 ET-I = ET-Z = ET-3

Localimción CMLV CE y CMLV

Acción Vasoconstrictor Vasodilatador/Vasoconstric

Resulaeión positiva llipoxia. AMPc Angiotensina ll

Regulación negativa Endotelina.Angiotensina ll AMl’C

Tuth N" 2: Dislribución y propiedades de los receptores de las [índole/¡nas

El efecto hemodinámico de la ET-l depende de la localización y de la

abundancia relativa del receptor estimulado”.

Las concentraciones circulantes de lil-l son del orden picomolar. insuficientes

para producir contracción vascular. FIT-l es el vasoconstrictor más potente conocido a

la fecha, es diez veces más potente que la AT 119°.Los niveles de ET-l tienden a

aumentar con la edad, y se han encontrado niveles aumentados en atcrosclerosis y

diabetes. ET-l estimula la proliferación y la migración de las CMLV. La lnsulina
, . ., . , 9|

aumenta la srntesrs de ET-l y su accron mitogena sobre las CMLV .
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Actualmente están en desarrollo sustancias antagonistas de los receptores de ET­

l, otras interfieren con la liberación de ET-l ó alteran su metabolismo. como los

inhibidores de la BCE”.

1.4 FACTOR von WILLEBRAND

El Factor von Willebrand (FvW) es una glicoproteína multimérica adhesiva que

tiene un rol Fundamental en la adhesión inicial de las plaquetas al subendotelio vascular

y es la proteína transportadora del FVIII eoagulante. su peso molecular es 0.5 a 20x10°

y su vida media plasmática 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. y en los gránulos

(1 de las plaquetas“. La sintesis del FvW es un proceso complejo que requiere de varios

pasos, luego de los cuales son formados multímeros de diferente peso molecular: los dC

alto peso molecular se encuentran en CE y plaquetas”. A elevado .s'hear stress. como

ocurre en la microvasculatura. el FvW es esencial para el enlace de las plaquetas.

Mientras que cn solución el FvW es incapaz de unirse al receptor plaquetario GPIb-IX o

al colágeno inmovilizado. la exposición al .s-hear .s-iresspromueve esta interacción, t'al

vez debido a cambios eonformacionales dentro de la molécula de l’VWQÓ.

A través de múltiples dominios funcionales. cada subunidad del FvW tiene sitios

de enlace para colágeno, heparina. GPlh-IX. Gl’llblllal y l’Vlll‘”.

Las isoformas de mayor peso molecular se almacenan en los WP, organelas

secretorias de la CE de 0.l um de ancho y 4 um de longitud. que liberan FvW luego de

estímulos como el ejercicio. adrenalina. vasopresina. l-deamino-8-D-arginina­

vasopresina (DDAVP), citoquinas. etc. Las deficiencias cuantitativas ó cualitativas del

FvW son la causa de la Enfermedad de von Willebrand y de sus diferentes subtipos que

presentan variados cuadros de diátesis hemorrágicaqs.

Por el contrario. niveles plasmáticos elevados de FvW han sido asociados a

eventos trombóticos, pero su relación 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 hipótesis de que altas concentraciones de FvW serían

índice de aterosclerosis o estarían asociadas a un riesgo aumentado de eventos

trombóticos'oo‘ ml.

En un estudio prospectivo y multicéntrico realizado con 3043 pacientes con

angina pee/cris se encontró que la concentración plasmática de FvW fue un predictor
IOZindependiente de síndromes agudos coronarios subsequentes

Otros autores asociaron los niveles elevados de livW y l’VllI coagulante con
. . , . , l03 -' ' ‘ . .' ' t tenfermedad isquemica cardiaca severa . Tambien se han reportado niveles plasmattcos

elevados de l-‘vWen pacientes con factores de riesgo para aterosclerosis. incluyendo

Diabetes Mellitus. Hipertensión e Hipercolesterolemiam.

Como la liberación de I’vW está aumentada cuando el endotelio está dañado. el

nivel plasmático del FvW ha sido propuesto como marcador o indicador de disfunción

endotelial'05 .

¡.5 P-SELECTINA

Las Selectinas son moléculas de adhesión celular e importantes receptores cn la

interacción célula-célula que involucra neutrófilos. monocitos y su adhesión al endotelio

y plaquetas. La familia de las Selectinas está constituida por tres isoformas: P-Selectina

(P-Sel), L-Selectina y E-Selectina'06 (Tabla N° 3).

La L-Selectina se encuentra en leucocitos y media el reclutamiento de los

linfocitos a los nódulos linfáticos. La E-Selectina se expresa en CE activada por

citoquinas proinflamatorias. La P-Sel (CD62P. GMP-140. PADGEM). es una

glicoproteína de l40 kDa que se encuentra en la membrana de los gránulos a de las

plaquetas y de los cuerpos de WP de las CEm.

La exposición de las plaquetas o de las células endoteliales a agonistas tales

como trombina o histamina. produce la traslocación de la P-Sel a la superficie de las

membranas plasmáticas, donde media la adhesión de las plaquetas activadas a los
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monocitos y neutrófilos y también la adhesión entre células endotelialcs y ncutrófilos.

La síntesis de P-Sel inducida por las citoquinas IL-l y TNFa ocurre dentro de los pocos

minutos a las 2 horas'oa.

La P-Scl cs una proteína altamente glicosilada de 789 aminoácidos. En su

extremo N-terminal contiene un dominio lectina que juega un rol critico cn el

reconocimiento del ligando; un dominio EGF (factor de crecimiento epidermal) que

confiere cierta especificidad de enlace al dominio lectina adyacente; una serie de 9

dominios de repetición (proteínas reguladoras de complemento C3b-C4b); UlldOllllIllO

Iransmemhrana y ulrn ciloplasrnáliu)““’.

Las tres selectinas presentan homología estructural. variando el número de dominios de

repetición en cada unaI '0 (Figura N° 13).

Debido a un splicing alternativo existen tres formas diferentes de P-Sel. dos de

las cuales difieren en el número de regiones de proteinas regulatorias del complemento.

mientras que una tercera carece del dominio transmembrana. lo que genera una

isot‘orma soluble. sP-Selectina (sP-Sel), que puede provenir de plaquetas y de (‘H'”.

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

sanos son las plaquetas. La activación dc las CE está asociada con un incremento en la

concentración de sl’-Sel por plaqueta' '2.



Selectina

L-Selectina

E-Selcctina

P-Selectina

Nomenclatura

CD

CD62L

CD62E

CDÓZP

Nomenclatura Expresión en

prcvra

LAM-l PMNs.

LECAM-l monocitos.

linfocitos

ELAM-l CES activadas

por citoquinas

GMP-140 CES y

PADGEM plaquetas

activadas por

trombina. CES

activadas por

citoquinas
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Célula blanco

CEs activadas

PMNs.monocitos.linfocitos.

algunas células tumorales

PMNS. monocitos.

eosinófilos. linfocitos.

células tumorales

Tabla N" 3: Seleclinas. células en las que se expresan y con las que interactúan:

denominaciones-anlerioresy ('D. E( 's.‘('élulas ende/eliales: I’MNs: células polimmj/b

nucleares; LAM-I : lymphocyre adhesión molecule.‘ I.E( 'AM-I .' Ícukocyle-end0!he/ial

eell adhesión molecule,‘ELAM-I: endotelia/ leukoeyle adhesión molecule: (¡MP-I 40:

granule membrane protein; PADGEM: plate/et activation dependen! granule external

memhrane prolein.
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F¡guru N013: Estructura molecular de L-. E- y P-Selectínas

El principal ligando de la P-Sel es PSGL-l (P-Selectin glycoprotein ligand-l)

que se encuentra constitutivamente en todos los leucocitos; esta glicoproteina contiene

el tetrasacárido sialil-Lewis" (sialil-CDIS). que está presente en todas las celulas

mieloides circulantes y está compuesto de ácido siálico, galactosa, fructosa y N-acetil­

galactosaminaH3 (Figura N° 14).

Otro ligando para P-Sel es CD24, el cual parece ser importante para el enlace de

células tumorales. La interacción entre P-Sel y PSGL-l permite el “rolling” de los

leucocitos sobre las CE a lo largo del endotelio vascularl“. La P-Sel medíaría así las

primeras etapas en el proceso de adhesión, rolling y migración de los leucocitos en la

respuesta inflamatorial '5.

La expresión en membrana plaquetaria de P-Sel y los niveles elevados de la

forma soluble son considerados marcadores de activación plaquetarialló. Se ha descrito

aumento de la expresión de P-Sel en diabetes, aterosclerosis, enfermedad isquémica
, . , . . . , , . 117

cardlaca, enfermedad vascular perlferica, microanglopatias trombotlcas .
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Figura N014: En el endotelio la P-Selectina media la adhesión de los

leucocitosa las plaqzielas, ( y otros leucocitosa través de su ligando

PSGL-I en los SÍIÍOSde injuria vascular.
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1.6 GP 53

La GP53 (CD63) es una glicoproteína de membranas lisosomales y cuerpos

densos plaquetarios. que al igual que la P-Sel. luego de la activación se trasloca a la

superficie de la membrana plasmática. El aumento de la expresión en membrana

plaquetaria de la GP 53 es considerado marcador de activación plaquetariaI '8.

l.7 INHIBIDOR DEL ACTIVADOR TISULAR DEL PLASMINÓGENO (PAI-l)

lil PAl-l es una glicoproteína de simple cadena de 52 kD de peso molecular

compuesta de 379 aminoácidos. Pertenece a la familia de los inhibidores de serino

protcasas (serpinas). En el plasma el PAI-l existe en cuatro formas diferentes: activa.

latente, oxidada y formando complejos equimolares con el activador tisular del

plasminogeno (t-PA)"". La forma activa de PAI-l está estabilizado por una asociacion

no covalente con vitroncctina. El coágulo de fibrina provee la superficie en la cual

ocurren las reacciones. El plasminógeno es activado por el t-PA ó por el activador del

plasminógeno tipo uroquinasa (u-PA). El plasminógeno. el t-PA y la fibrina forman un

complejo ternario que promueve la formación de plasmina y la subscqucntc lisis de la

librina entrecruzada en fragmentos de bajo pcso molecular (productos de degradación

de la librina). L‘l PAI-l tambie’n se enlaza a la fibrina. reteniendo su efecto inhibitorio

sobre la actividad del t-PA (Figura N° 15). El inhibidor de plasmina. aZ-antiplasmina.

es entrecruzado en la red de fibrina por acción del FXIlla'ZÜ.
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Figura N" 15: Activación e Inhibición del Sistema Fibrinolítico

En la CE la regulación de la expresión del gen de PAI-1 (Figura N° 16) es

estimulada por lipopolisacáridos (LPS), IL-l. TNFa, TGFB, trombina, VLDL,

Lipoproteína (a) (Lp(a)) y AT II. El polimorfismo 4G/5G en la posición 675 en la zona

del promotor aumenta la transcripción del gen y, en consecuencia, la concentración

plasmáticade PAI-1”" m.



Introducción 32

Low plasma PAI-1
Transcriptional Repressor concentration

activater protein
GGGGG r

Regulaiow Transcriptionregion >

-575 Hill-1gone

GGGG

Hig h pla/auna PAI-1
Transcriptional conwntration

activator

Figura N" 16: Estructura del gen de PAI-I y el polimorflsmo 4G/5G en posición —675

en [a región del promotor.

La concentración plasmática de PAI-l varía ampliamente, es una proteína

reactante de fase aguda y sus niveles pueden elevarse considerablemente en un proceso

inflamatorio o infeccioso123. Varios estudios han concluido que los niveles plasmáticos

elevados de PAI-1 estarían relacionados con una actividad fibrínolítica disminuida,

enfermedad coronaria, desarrollo de aterosclerosis y a un mayor riesgo de eventos
,- ¡24125tromboticos ’ .
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1.7.1 Acción de la insulina sobre la sintesis de PAI-1

La insulino-resistencia es un desorden metabólico que predispone a la diabetes y

a la enfermedad isquémica cardíaca. La principal característica de la insulino-resistencia

es hiperinsulinemia, anormalidades en el metabolismo de la glucosa,

hipertrígliceridemia con bajos niveles de HDL colesterol, hipertensión y obesidad

central (abdominal)126. La insulina, moléculas tipo proinsulina, la glucosa y VLDL

directamente estimulan la transcripción y secreción de PAI-1 en las células endoteliales

(Figura N° 17). El tejido adiposo, que está aumentado en insulino-resistencia, sintetiza

PAI-1. Este síndrome corresponde a un estado prediabético con un riesgo aumentado de

desarrollar aterosclerosism.

Figura No 17: Relación entre la síntesis de PAI-1 y el síndrome 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. lípidos y proteínas. El defecto básico en la

diabetes es la disminución de la secreción o de la actividad de la insulina que produce

hiperglucemia y está asociada frecuentemente con lesiones microvasculares sobre todo

en riñón y retina. predisposición a las lesiones macrovasculares y a las alteraciones en el

sistema nervioso (neuropatía diabética)'23' '29.

La Diabetes Mellitus es una de las enfermedades crónicas más comunes en el

mundo. con una prevalencia entre 4-8 °/o en EEUU. y Europa. La forma clínica

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 síntomas

clínicos de enfermedad vascular más frecuentemente que los no diabéticos. sufren

mayor incidencia de infarto de miocardio. angina pecroris. arritmias cardiacas,

claudicación. gangrena y slroke. La principal causa de muerte entre sujetos diabéticos es

la enfermedad cardiovascular'm‘ '3I.

Los pacientes diabéticos 2 están expuestos a los efectos aterogénicos de la

insulino-resistencia durante el largo período preclínico que precede al establecimiento

de la diabetes. que puede ser entre 15 a 25 años. La insulino-resistencia está asociada a

otros factores de riesgo aterogénicos como hipertrigliceridemia. niveles reducidos de

llDL colesterol, hipertensión e hiperfibrinogenemia. entre otrosm.

En el año 1979 el comité dc expertos, National Diabetes Data Group (DNG)

publicó una guía para la clasificación. nomenclatura y diagnóstico de la diabetes y en

1997 se actualizó. desaconsejando el uso de los términos diabetes insulino-dependiente

y no insulino-dependiente (lDDM y NIDDM respectivamente). Se propusieron los

términos Diabetes Mellitus tipo l (DBT l) y Diabetes Mellitus tipo 2 (DBT 2)”5.
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La nueva clasificación según los expertos seria:

a- DBT l: incluye los casos de destrucción de las células B pancreáticas . con

deficiencia completa de insulina. y se presenta en individuos jóvenes en la mayoría

de los casos

b- DB'I‘ 2: se presenta en adultos e incluye aquellos pacientes que presentan

insulino-resistencia.

c- Otros tipos específicos :

Disfunción genética de la célula B pancreática

Defecto genético en la acción de la insulina

Enfermedad exógena del páncreas

Endocrinopatia inducida por drogas

Infecciones

Diabetes mellitus gestacional

Los criterios diagnósticos para Diabetes mellitus son:

i) Síntomas clásicos : poliuria. polidipsia y glucemia “casual” > 200 mg/dl

(ll mM) determinada en cualquier momento del día. sin importar la última ingesta

dc comida.

ii) Glucemia en ayuno no menor a 8 horas > 126 mg/dl (7.0 mM).

iii) Glucemia determinada a las 2 horas posteriores a una administración oral

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

Con estos nuevos criterios se disminuirá la necesidad de realizar excesivas

curvas de tolerancia a la glucosa y se incrementará el número de pacientes

diagnosticados más precozmentem.
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2.1 lNSULlNO-RESISTENCIA EN DIABETES TIPO 2

En el estado de ayuno, la mayoría de la glucosa producida por el hígado es usada

por los tejidos sin la necesidad de la insulina para su intemalización y metabolismo.

Después de la ingesta, la glucosa que proviene del intestino genera un complejo proceso

metabólico hormonal, respuesta que incluye la secreción de insulina. El 50 ó 60% del

total de la glucosa absorbida después de una comida es metabolizada en los músculos

periféricos. el principal órgano sensible a la insulina'J“ . El músculo estriado es el tejido

principalmente responsable de la insulino-resistencia en los pacientes con DB'l' 2”“.

Varios estudios realizados con pacientes DBT 2 han documentado una relación

entre la prevalencia de enfermedad coronaria y niveles elevados de insulina. proinsulina

y Péptido C, un producto liberado en la síntesis de la insulinam.

La insulina puede ejercer sus efectos proaterogénicos a través de varios

mecanismos: estimula la progresión e inhibe la regresión de la placa ateroesclerótica;

estimula la síntesis de lípidos. la formación de tejido conectivo. la proliferación de las

CMLV; aumenta la síntesis celular de colesterol: aumenta la cantidad de receptores de

las LDL y disminuye los de HDL'”.

La hiperinsulinemia generalmente implica insulino-resistensia. Este síndrome

está caracterizado por la alteración en el metabolismo de la glucosa (tolerancia a la

glucosa reducida). obesidad abdominal. dislipemia (triglicéridos aumentados y HDL

disminuido, presencia circulante de partículas de LDL pequeñas y densas. hipertensión

arterial, microalbuminuria y desórdenes de la hemostasia (aumento de las

concentraciones plasmáticas de fibrinógeno y PAI-l). La insulino-resistencia puede

persistir a pesar de la corrección de la hiperglucemia'”.

listos desórdenes metabólicos. hemodinámicos y hemostáticos predisponen a los

pacientes a un mayor riesgo de eventos trombóticos'm.

Los individuos DBT 2 tienen síntomas clínicos de enfermedad vascular mas

frecuentemente que los no diabéticos. sufren mayor incidencia de infarto de miocardio,

angina pectoris, arritmias cardíacas, claudicación. gangrena y Stroke. La principal causa
. . , . . 4

de muerte entre su1etos diabeticos es la enfermedad cardiovascularl l.
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Los pacientes DB'f 2 están expuestos a los efectos aterogénicos de la insulino­

resistencia durante el período prcclínico que precede al establecimiento de la diabetes.

que puede ser entre IS a 25 añosm.

2.2 HIPERGLUCEMIA

La hiperglucemia ejerce un efecto directo tóxico en CE. 1.a glucosa estimula la

proliferación de las CMLV. lo cual favorece el desarrollo de la placa aterosclerótica'“.

(‘omo consecuencia de la hiperglucemia, hay un aumento en la glicosilación de varias

moléculas (proteínas. lípidos. DNA. RNA) que involucra reacciones como la formación

de una base de Schiff. reordenación de Amadori y luego de una serie de complejas

reacciones de deshidratación. condensación. fragmentación. oxidación y ciclación que

llevan al paso irreversible de la formación de los productos de glicosilación finales

(AGHs) (Figura N° 18). Los AGEs se acumulan en los tejidos y en proteínas de vida

media larga en función de la concentración del glúcido y del tiempo. La glicosilación

avanyada es un proceso no-enzimático que resulta del enlace covalente de la glucosa

circulante con los aminoácidos de las proteinas'“.

Glucosa+ proteína fi Basede Schiff h Reordenamientode Amadori

l
AGEs

Figura N" 18: Producción de los productos de glicosilaciónfinales (AGES)

Los compuestos AGEs mejor caracterimdos son pentosidina y carboximetil

lisina. La degradación del DNA y del RNA produce ribosa libre. la cual forma parte de

la molécula de pentosidinaHS (Figura N° 19).
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Figura N” 19."Estructura química de la penlosidina

Se han caracterizado receptores específicos para los AGlis. El receptor RAGIÉ

(receptor-AGE) pertenece a la familia de las lnmunoglobulinas y está presente en CE.

monocitos-macrólhgos. CMLV. plaquetas. fibrobastos y células neuronales. El otro

receptor caracterimdo para AGEs es LFI y presenta una alta homología con la
lactoferrina'“.

l,a expresión dc RAGF. es potenciada por la hiperglucemia o por 'l‘NFa. La

unión de la carboximetil lisina a RAGE produce la expresión de VCAM-l (Vascular

Cell Adhesión Molecule-l). El complejo RAGE-LFI en la superficie celular media la

extravasaeión de AGE-albúmina (albúmina glicosilada)“7.

Luego de la interacción con los AGEs las ce'lulas se vuelven proaterogenicas: el

endotelio aumenta su permeabilidad y pierde su actividad anticoagulante. los

fibroblastos y las CMLV aumentan su actividad mitótica. los monocitos-macrófagos

producen citoquinas proinflamatorias ('l’NFa. lL-l) y factores de crecimiento y las

plaquetas se vuelven más sensibles a los estímulos de activación y agregación“.

1.a acción de los AGEs no mediada por sus receptores en moléculas como

albúmina hace que esta penetre más fácilmente la matriz subendotelial. que la fibrina se
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vuelva mas resistente a la degradación. que el colágeno “atrape” proteinas plasmáticas

en el subendotelio. que las LDL sean más fácilmente oxidadas y que el NO sea

inactivado luego de su interacción con los AGESHQ.

En animales diabéticos la disminución en la respuesta vasodilatadora al N0

correlaciona con el nivel de AGEs acumulados. Los AGEs bloquean cl efecto

antiprolifcrativo del NO sobre las CMLV. lo que causaría una aterosclerosis

acelerada'so.

La glicosilación de la hemoglobina (HbAo) produce las HbA. . que se

subdividen en HbAHH, HbAm, HbA”, y HbA.c de acuerdo al glúcido fijado a la

proteína. La HbAk. contiene restos glucosilo. La formación de HbA.C in vivo es un

proceso lento que se realiza en forma continua a lo largo de la vida del eritrocito. En

controles no diabéticos el valor de HbA.c oscila entre 6-8 %. Cuando la glucemia se

eleva por encima del rango normal. la HbA.C aumenta y en ésto reside su importancia

como indicador dcl grado de control metabólico retrospectivo del paciente diabético.

pero no evalúa las variaciones instantáneas de la glucemia. sino que informa acerca de

lo acontecido con ella en un período aproximado de 6 a 8 semanas previas a su

determinación' 5'.

La HbAlc aumenta su afinidad por el oxígeno. y esto hará que lo ceda a los

tejidos periféricos con menor facilidad. produciendo hipoxia regional principalmente en

los extremos venosos de los capilares periféricos'sz.

La glicosilación de la albúmina también aumenta con el incremento de la

glucemia. Debido a la vida media de esta proteína. su valor se relaciona con los valores

glucémicos correspondientes al período de l a 3 semanas previas a su determinación. La

glicosilación de la albúmina induce cambios en su estructura y propiedades. disminuye

en un 50 % su capacidad de ligar hipoglucemiantes orales y aumenta su transporte a

través dcl endotelio. Las globulinas son también glicosiladas y esto alteraría sus

funciones específicas en la inmunidad humoral'”.

De la glicosilación de las lipoproteínas LDL. VLDL y HDL. los cambios más

importantes se han detectado en la fracción LDL. La remoción del plasma de las LDL

depende en un 75 % de la unión con su receptor celular específico. La glicosilación de

las LDL disminuye su afinidad por el receptor. determinando una disminución en su
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depuración plasmática y un aumento en los niveles circulantesm. Este aumento. junto

con el incremento de su captación por parte de los macrófagos. favorecería la formación

de depósitos en la pared vascular. Estos depósitos son sustrato para la lipoperoxidación.

con formación de radicales libres altamente reactivos que contribuirían al daño

celular'ss.

La librina glicosilada es menos sensible a la acción proteolítica de la plasmina.

que ejerce su acción proteolítica a nivel de los residuos lisina. los que al glicosilarse

dejan de ser accesibles a la enzima. Esto alteraría la remoción de la tibrina depositada

en las paredes de los vasos. La glicosilación de la Antitrombina lll (AT) disminuye su

acción inhibitoria de la trombina. favoreciendo la formación de la red de fibrina'S".

El colágeno también puede ser glicosilado: su ubicación y su vida media

prolongada hacen que este' expuesto con facilidad y por períodos prolongados a la

glucosa presente en eI medio extracelular. El colágeno glicosilado es menos sensible a

la degradación enzimática'”.

La glicosilación también afecta a los grupos amino del DNA. con Ia consiguiente

formación dc AGEs. Los monocilos/macrófagos poseen receptores específicos de alta

afinidad que les permiten reconocer proteínas glicosiladas. Estos receptores reaccionan

con los AGEs que aparecen en las proteínas 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 Io que éstas permanecen mayor

tiempo en circulación. Por lo tanto. la combinación de hiperglucemia e

hiperinsulinemia, característica de los estados de insulino-resistencia. aumentaría
. , ‘ . , . . . , S

Simultaneamente la iormacron de AGEs y su permanencra en crrculacron" H.
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2.3 HIPERTENSION ARTERIAL EN DIABETES

La hipertensión arterial (H'l‘A) 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 más frecuente que

en sujetos no diabéticos. La HTA en la DBT l y LA DBT 2 es notablemente diferente

en sus características de presentación'”.

En el tipo l, Ia presión sanguínea está generalmente normal al momento del

diagnóstico de la DBT y permanece normal durante aproximadamente 10 años. pero

pueden advertirse modificaciones histológicas en el parénquima renal. En cambio. en la

DBT 2, la llTA está frecuentemente presente en el momento del diagnóstico inicial. La

presión sanguínea va aumentando con la edad y el nivel de obesidad del paciente'óo.

En la DBT 2 la HTA generalmente está asociada a dislipemia. obesidad.

mieroalbuminuria. conformando el denominado síndrome de insulino-resistencia"".

2.4 OBESIDAD

La obesidad está frecuentemente asociada con DBT. HTA. sedentarismo‘

hipertrigliceridemia. bajos niveles de HDL colesterol y alteraciones en la coagulación

sanguínea. Estos factores representan para el paciente un marcado riesgo trombóticom.

El parámetro índice de masa corporal (IMC) se calcula dividiendo el peso del

paciente por su altura elevada al cuadrado:

PESO x (ALTURA)" = IMC

Se considera dentro de rango normal IMC < 25 kg/m2 y que el riesgo de

enfermedad cardiovascular está aumentado tres veces si el IMC > 30.

La obesidad . especialmente la de tipo abdominal. denominada obesidad central

se determina con otro parámetro: la relación CINTURA / CADERA.

Este cociente no debe ser mayor a 0.9 en mujeres y a 1.0 en hombres'ós.

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

citoquinas inflamatorias (TNFa) e inhibidores de la fibrinolisis (PAI-l). Estas
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sustancias tienen efectos locales. pero también actúan sobre otros tejidos como la

vasculatura. contribuyendo a las alteraciones metabólicas y cardiovasculares. En los

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

2.5 MICROALBUMINURIA

La microalbuminuria es la excreción urinaria aumentada de albúmina que

predice el desarrollo de ncfropatía. Los pacientes DBT 2 desarrollan insuficiencia renal

crónica entre un 5 % a un lO %. A partir del quinto año del diagnóstico de Ia diabetes

algunos pacientes presentan nefropatía incipiente. Esta etapa es silente. pero puede ser

detectada con la determinación de microalbuminuria y filtrado glomerular'bs.

Esta detección precoz y su consecuente tratamiento. evita la progresión hacia la

nefropatía clínica. en la que se detecta proteinuria Los pacientes diabéticos con

proteinuria ticncn niveles más elevados de presión sanguínea. LDL y colesterol total.

triglicéridos y tibrinógeno plasmático. además del aumento en la adhesión y agregación

plaquetaria'“.

2.6 DISLIPEMIA

La dislipemia está presente en el 50% de los pacientes diabéticos. Esta alteración

incluye: bajos niveles plasmáticos de HDL. altos niveles de colesterol total. LDL y

triglicéridos, alteraciones en la composición de las lipoproteínas. aumento en los niveles

de l,p(a). de apolipoproteínas B y E y en la razón apo-C lIl / apo-C ll. Las alteraciones

lipídicas son más frecuentes en la DBT 2 que en la DBT l que pueden persistir aún bajo

un buen control metabólico. La actividad de la Lipoproteín lipasa está reducida en DBT

2, como resultado de esta alteración estos pacientes presentan altos niveles de

triglicéridos post-prandiales. Estas alteraciones lipídicas están relacionadas a la

insulino-resistencia y son más comunes en sujetos obesos. La liberación de NO inducida

por el shear stress está disminuida por LDL oxidada (LDLox)'67.
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2.7 ALTERACIONES EN LA COAGULAClÓN Y LA FIBRINOLISIS

Las alteraciones en el Sistema de Coagulación y l’ibrinolítico presentes en la

diabetes predisponen a estos pacientes a una mayor incidencia de eventos trombótieos.

listas alteraciones incluyen aumento en la activación. adhesión y agregación

plaquetaria. aumento de los niveles plasmáticos de algunos factores de coagulación y

una fibrinolisisdisminuida“.

2.7.] Factor VII

Se han descripto niveles elevados dc FVll cn pacientes DBT relacionados con

eventos cardíacos. En estos pacientes el nivel de FVll se normaliza con un buen control

glucémico '69.

2.7.2 Factor von Willebrand

El FvW es considerado ¡marcador de daño endotelial y los niveles plasmáticos

elevados en Diabetes Mellitus están asociados con el aumento del riesgo de padecer

eventos trombótieos'70 (ver también l.4).

2.7.3 Fibrinógeno

Los niveles plasmáticos elevados de fibrinógeno (Fg) están fuertemente

asociados con un aumento del riesgo de enfermedad coronaria y en los pacientes

diabéticos, además, es un predictor de otras complicaciones vascularesm. El Fg

plasmático está frecuentemente elevado en los pacientes diabéticos. y este aumento
, . , - ¡72

estaria asocnado a un pobre control glucemieo .

2.7.4 Inhibidores fisiológicos de la coagulación

La AT es un inhibidor de la trombina. con la que forma un complejo

equimolecular Trombina-Antitrombina (TAT) y además inactiva otros factores de

coagulación como el FIXa _e| FX:l y el FXla.

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

disminuida. La glicosilaeión de AT causa la reducción de su actividad y está
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relacionada al control glucémico de estos pacientesm. También se ha descripto la

disminución de la actividad de otros inhibidores como el Cofactor II de la Heparina. la

Proteína C y la Proteína S. Esta disminución de las actividades de los inhibidores de la

coagulación favorece cl estado protrombótico en estos pacientesm.

2.7.5 Plaquetas

El paciente diabético presenta alteraciones en la función plaquetaria:

disminución de la vida media, aumento en la activación. en la adhesión y en la

agregación, e incremento en la liberación de Factor Plaquetario 3 y 4 (FP-3 y FP-4
fi

respectivamente) y B-tromboglobulina'7'. En pacientes DBT 2. se ha descripto un

aumento de la expresión de P-Sel en membrana plaquetarianó.

2.7.6 Fibrinolisis

La disminución de la actividad fibrinolitica debido al aumento de la actividad de

PAI-l y la disminución dc t-PA. ha sido asociada al incremento en el riesgo de infarto

de miocardio en pacientes con enfermedad coronariam. Los niveles plasmáticos de

insulina y proinsulina. ambos aumentados en pacientes DBT 2. la obesidad abdominal y

la hipertensión arterial aumentan la actividad de PAI-l '78.

La actividad fibrinolítica disminuida predispone al individuo no sólo a eventos

trombóticos, sino también a la formación y progresión de placas ateroscleróticas. La

hipolibrinolisis estaría involucrada en el desarrollo de enfermedad vascular periférica en

pacientes DBT 2 aún con buen control gluce’micoy lipídicom.

2.8 H()M()CISTEINA

La homocisteína (Hcy) es un aminoácido derivado de la demetilación de la

metionina. El metabolismo de la metionina puede seguir la vía de la remetilación a

metionina o la via de transulfiJración a cisteína. La concentración de Hcy está regulada
I a n .

por factores geneticos y nutrrcronales .
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Las causas de hiperhomocisteinemia incluyen deficiencia de cistaüoüna fl

inlelasa, presencia de la variante termolábil de me!ilentetrahier/blato reduclasa

M'l'Hl"R). (ambas son enzimas del metabolismo de la Hey): deficiencias de las

'itaminas Blz y Bb (colactores en el metabolismo de la Hey): deficiencia de ácido fólico

que aporta el compuesto dador de metilos en la vía de la remetilación) e insuficiencia

cnal. Los niveles plasmáticos de Hey tienden a aumentar con la edad'a'.

Los niveles plasmáticos elevados de Hey. ya sea en ayunas ó posterior a una

obregaearga con metionina. han sido asociados con aterotrombosis y enfemtedades

cardiovasculares. En modelos animales la hiperhomocistcinemia causa daño endotelial

Iascular predisponiendo a la aterosclerosis'az.

Se han reportado niveles elevados de Hey en pacientes diabéticos. especialmente

:n asociación con microalbuminuria. Como los productos del metabolismo de la Hey

ion excretados por riñón, la microalbuminuria. que es un índice precoz de insuficiencia
, . . , . la:

'enal, podria estar relacronada con los niveles plasmattcos elevados de Hey ‘.

2.9 CITOQUINAS

La lL-l y cl TNFa inducen la producción de prostaciclina en la célula

endotelial. Aumentan también Ia permeabilidad celular para las macromoléculas. La

inducción de la producción de N0 por ll,-l puede ser interpretada como respuesta local

o Sistémica vasodilatadora a estas citoquinas inflamatorias. Por otro lado pueden inducir

la producción de Endotelina-l de acción vasoconstrictora'“.
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3. DISFUNCIÓN ENDOTELIAL

3.1 DISFUNCIÓN ENDOTELIAL EN DIABETES

Las complicaciones vasculares son la causa más importante de mortalidad entre

los pacientes diabéticos. La disfunción endotelial está caracterizada por un desbalance

entre los factores vasodilatadores y vasoconstrictores: entre los factores procoaculantes

y anticoagulantes y entre los factores que inhiben la proliferación celular y los que la

estimulan. La disfunción endotelial presenta una respuesta disminuida a la

vasodilatación endotelio-dependiente. siendo e'ste el primer signo que precede a los

cambios morfológicos de la pared vascular'ss.

Los posibles mecanismos que explicarían la disfunción endotelial en diabetes

serian: l) Síntesis o liberación reducida de NO; 2) lnactivación acelerada de N0

causada por los elevados niveles de especies reactivas de oxígeno y AGES: 3)

Generación y liberación de prostanoides vasoconstrictores que contrarrestan la acción

de NO y 4) Alteraciones en las señales de transducción causadas por la disminución de

la expresión de las proteinas-G inhibitorias. el metabolismo reducido de fosfoinositol _v

el aumento de la activación de PKC '36.

Hay una sustancial evidencia de que la vasodilatación mediada por el NO

derivado del endotelio está disminuida en modelos animales _ven pacientes DBÏ l y

DBT 2. El N0 es un factor fundamental involucrado en las propiedades

antiateroscleróticas del endotelio. interfiere con eventos clave en el desarrollo de la

aterosclerosis tales como la regulación del tono vascular. la adhesión de leucocitos al

endotelio. la interacción plaqueta-pared vascular y la proliferación de las CMLV'“. La

patogónesis dc la enfermedad vascular diabética podría involucrar una biodisponibilidad

reducida del NO derivado de endotelio'ss.

La disfunción endotelial inducida por la hiperglucemia podría resultar de una

producción disminuida de NO. una inactivación de NO por los radicales libres y/o por la

producción aumentada de factores contráctiles cuya acción se opone a la del NO. Los

mecanismos principales de la disfunción endotelial mediada por la hiperglucemia

serían: el aumento en la glicosilación no enzimática de proteínas. el incremento del
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stress oxidativo. la hiperactividad de isoformas de la PKC y la actividad aumentada de

la vía sorbitol-aldosa reductasam

lil endotelio intacto tiene propiedades antiaterogénicas. su alteración. y la

posterior formación de la placa ateroesclerótica indica que la disfunción del endotelio

sería el evento inicial'90(Figura N° 20).

La disfunción endotelial detectada como una respuesta vasodilatadora

disminuida al flujo hiperhémico. aumento en la adhesividad. permeabilidad y

proliferación celular ha sido demostrada en presencia de conocidos factores de riesgo

para aleroesclerosis como hipertensión, hipercolesterolemia. diabetes y en fumadores

activos y pasivos")l (Figura N° 21).

El slress oxidativo representa un mecanismo fisiopatológico que resulta de un

desequilibrio entre la producción de radicales libres y las defensas naturales

antioxidantesm.

La fisiopatología del stress oxidativo en DBT 2 es compleja e involucraría a los

disturbios en el metabolismo de la glucosa y de los lípidos. La hiperglucemia puede

aumentar el stress oxidativo por varios mecanismos. En la autooxidación de la glucosa

se generan sustancias altamente reactivas como 02'. HO' y “303 que dañan las proteínas

y los lípidos. Los radicales libres aceleran la formación de los AGEs que a su vez

aportan más radicales libres y mayor glicooxidaciónm.

El aumento celular de la glucosa estimula la actividad de la PKC, la que entre

otros efectos, activa peroxidasas y la vía de la ciclooxigenasa (COX) que conducen a la

sobreproducción de moléculas oxidativasm.
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Figura N"20: El endotelio sano presenta una superficie antiadherente, regula la

permeabilidad a través de las células endotelialesy el tono vascular a través de la

secreción de sustancias vasoactivas como NO y E T-1. El endotelio contribuye a

mantener la homeostasis de la pared vascular.
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Figura N" 21: Losfactores de riesgo como la hipertensión, diabetes e hiperlípemia

dañan las células endoteliales e incrementan la permeabilidad celular y la

adhesividad. La biodisponibilídad del óxido nítrico se altera y conduce al aumento

de la expresión defactores vasoconstrictores y deproliferación celular como la

Endotelina-l .

La hiperglucemia eleva la concentración de Ca2+ de la CE estimulando la

síntesis y liberación de NO. Sin embargo, en presencia de aniones 02', el NO es

convertido a la potente molécula oxidante peroxinitrito (ONOO') que disminuye su

biodisponibilidad para la vasodilataciónlgs.

La DBT 2 también está asociada a una disminución de antioxidantes a nivel

tisular. Las enzimas tales como catalasa, superóxido dismutasa (SOD) y glutatión

peroxidasa están disminuidas en DBT 2'96.

Los disturbios en el metabolismo lípídico 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 variación en la composición de las
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lipoproteínas. resultando en la producción de partículas más pequeñas y densas con

función fisiológica alterada'97.

Las HDL tienen varios efectos que preservan la función endotelial: inhiben la

síntesis de VCAM-l en CE y participan en cl transporte reverso de colesterol: en los

seres humanos aproximadamente el 80 % de la sintesis de colesterol ocurre en tejido

extrahepatico y debe ser transportado al hígado para su excreciónm.

Las LDL oxidadas pueden promover el aumento del stress oxidativo.

directamente o bien por estimulación de la formación de radicales libres provenientes de

la pared vascular, c indirectamente inhibicndo. la síntesis de NO. reduciendo así el

potencial antioxidante. La LDLox y la LDL nativa pueden disminuir la actividad de

eNOS por regulación de la expresión de caveolina. La hipertrigliceridemia puede per se

promover un ambiente oxidativo aumentado“.

La injuria endotelial y la biodisponíbilidad de NO reducida. inicia el proceso de

ateroesterosclerosis. La extensión de la disfunción endotelial puede reflejar el grado de

stressoxidativo”.

3.2 DISFUNCIÓN ENDOTELIAL EN HIPERTENSIÓN

El endotelio puede influenciar profundamente el tono y la estructura vascular.

En la hipertensión arterial (HTA) la disfunción endotelial ha sido documentada en

periférica y coronaria micro y macrocirculación y en circulación renal. El fenómeno

responsable de la alteración endotelial en HTA esencial parece ser la activación de una

via alternativa que involucraria la ciclooxigenasa y la reducción de la biodisponibilidad

de NO a través del stress oxidativozo'.

La vasodilatación mediada por el NO derivado del endotelio está disminuida en

modelos experimentales animales y en pacientes hipertensos y diabéticoszoz.

La HTA esencial también está asociada con la disfunción endotelial.

principalmente por la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) que

reaccionan con NO y disminuyen sus efectos protectores y reguladores sobre la pared
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arterial. En varios estudios prospectivos la disfunción endotelial fue asociada con un

aumento en la incidencia de eventos eardiovasculareszo'l.

ljl mantenimiento del tono vasomotor depende en forma decisiva del equilibrio

entre las acciones relajantes del músculo liso vascular mediadas por el NO. PG]; y las

acciones vasoconstrictoras de la ET-l y TXAZM.

La respuesta vasodilatadora a la Ach está disminuida en los pacientes con HTA

esencial respecto de individuos normotensos. sugieriendo una respuesta deficiente de las

Clï a los agentes liberadores de NO. Sin embargo. la respuesta vasodilatadora a

compuestos cxógenos dadores de NO como el nitroprusiato es similar en estos paeientes

y en los sujetos normotensoszoj. Esto indica que la respuesta al mediador celular del NO

en el músculo liso a través del cual induce su relajación. el GMP cíclico. no estaría

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 L­

arginina. ya que la administración de cantidades crecientes de esta no mejoró la

respuesta a la Ach en la arteria braquial manteniéndose las diferencias entre pacientes y

controleszm.

Una menor disponibilidad de tetrahidrobiopterina (BH4). 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 concentración de NO disponible. En ausencia de

niveles adecuados de BH4. un cofactor necesario para el acoplamiento entre la

reducción del oxígeno y la oxidación de la L-arginina. se produce un desacoplamiento

del mismo dando lugar a la producción de especies reactivas de oxígeno en lugar de

N030".

En pacientes hipereolesterolémicos se ha observado un aumento de caveolina,

proteína presente en los cave'olos de las CE y a la que está unida la eNOS. Para pasar a

la forma activa. la eNOS debe desacoplarse de la caveolina y unirse al complejo calcio­

ealmodulina, por lo tanto. en presencia de niveles elevados de caveolina se fonnaria

menor cantidad de Nom.
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En varios estudios se ha observado la existencia de polimorfismo genético en la

eNOS. Uno de ellos se ha correlacionado con HTA. el polimorfismo Glu298Asp. que

implica el cambio del ácido glutámico en la posición 298 por ácido aspártícozm.

Aunque todavia no se ha determinado con exactitud el cambio fenotípico que

lleva asociado esta variante. se observa una mayor prevalencia del genotipo Glu298Asp

en pacientes hipertensos que en los sujetos normotensos. y esto implicaría que esta

alteración podria estar asociada al desarrollo y mantenimiento de la HTA esencial2| '.

El endotelio es capaz de producir especies reactivas de oxígeno como 03' . OH'

o “202 a través del metabolismo oxidativo en las mitocondrias ó de enzimas oxidasas

como la NADPH oxidasa, la ciclooxigenasa. la citocromo P450reductasa. la xantino

oxidasa y la lipooxigcnasazn (Figura N° 22). Desde el punto de vista de la disfunción

vascular hipertensiva el anión más importante seria el 03'. capaz de formar

peroxinitritos que participan en procesos de peroxidación lipídica. nitrosilación de

proteinas y de los ácidos nucleicosm.

Niveles elevados de 02' no sólo pueden ser consecuencia de un aumento de su

producción. sino también de una disminución de su degradación. Los aniones 02' se

degradan por la acción de la enzima superóxido dismutasa (SOD) que da lugar a la

formación de HZOZ, que es descompuesta por la enzima catalasa y la glutatión

peroxidasa2 H.

Se ha demostrado que la relajación dependiente de endotelio en anillos de aorta

de conejos sanos baja cuando se inhibe la actividad de SOD. lo que implicaría la

disminución de la relajación dependiente de NO2'5.

Se ha sugerido que la disfunción endotelial podria estar implicada en la

patogenia de la aterosclerosis en los pacientes con hipertensión esencial a través de

varios mecanismos: alteración de la via L-arginina-NO. el stress oxidativo y aumento de

moléculas de adhesión circulantes (lCAM-l . VCAM-l. P-Sel)“.
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Xalün“flan
NADHim-ihnIM' nu(2th

SOD CATALASA

No 02- ——-> 211202———-> 2H20+02

Figura N022: Oxidación del N0 por aniones superóxido (02'). Los radicales

02’ reaccionan con NOpara formar peroxinitritos (ONOO')y radicales

hidroxilo (H0 ’),por otro lado los radicales 02' son degradados por la enzima

superóxido dísmutasa (SOD) generando H202, que a su vez, es degradado por

la acción de la enzima catalasa.
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4 EVALUACIÓN DE LA FUNCION ENDOTELIAL

El funcionamiento normal del endotelio es esencial para la prevención de las

lesiones vasculares. Esto ha impulsado el interés clínico por la valoración de la función

del endotelio como indicador dc riesgo de enfermedad vascular y las consecuentes

complicaciones trombóticas.

La función endotelial puede determinarse como un parámetro clinico. pero

dichas medidas se utilizan. por el momento. principalmente como instrumentos de

investigación. más que como parte de la evaluación clínica diaria.

4.1 MÉTODOS INVASIVOS

En un comienzo. la función del endotelio se determinó en las arterias coronarias

cpicárdicas, a raíz del descubrimiento de que experimentaban una concentración

paradójica con Ach cn los pacientes con ateroselerosis. Se hizo evidente que era

necesaria la existencia de un endotelio sano para que se produjera la respuesta normal

de dilatación. y que la lesión del endotelio causada por la ateroselerosis tenia un efecto

vasoconstrictor directo sobre el músculo liso de la pared del vasozn.

lrln la actualidad, la angiografia cuantitativa se utiliza para valorar la

vasodilatación mediada por Ach en la circulación coronaria. El diámetro arterial y el

flujo sanguíneo coronario se miden después de una serie de infusiones locales de

concentraciones crecientes de Ach. y 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 papaverinam.

La sangre circulante no contiene Ach (que es un neurotransmisor). por lo que la

técnica anterior no es una prueba fisiológica. sin embargo. tiene una correlación

adecuada, en la mayoría dc los casos. con los síntomas de la enfermedad coronariam.

Estos estudios de imagen coronarios han demostrado también que los fármacos
. ., .

pueden mejorar la funcion endotelial .
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La función endotelial coronaria se mide durante la angiografía. pero esta te'cnica

es demasiado invasiva. y se realiza si forma parte de la valoración clínica para una

angioplastía o una cirugía de revascularizaciónm.

Una alternativa es utilizar métodos no invasivos y realizar la prueba de la Ach en

la circulación del antebrazo. donde se observa una menor vasodilatación en caso de

disfunción endotelial. (Figura N° 23).

4.2 MÉTODOS N0 [NVASIVOS

La utilización de la arteria braquial procede de estudios que demuestran que la

disfunción endotelial es generalizada: si hay disfunción en las arterias coronarias.
. , . 777

tambien debe poder detectarse en otras arterias. aunque sea en menor grado'"

La prueba del flujo en la arteria braquial tiene dos fases. En primer lugar. se infla

cl manguito de un esfingomanómetro en el antebrazo hasta superar la presión sistólica

del paciente durante 5 minutos y después se desinfla. Esto produce hiperemia reactiva.

que aumenta el diámetro de las arterias normales hasta en un 20%. Un cambio de esta

magnitud puede ser medido con facilidad y precisión mediante ultrasonido de alta

resolución223 .

En los pacientes con factores de riesgo para enfermedad arterial o con

aterosclerosis evidente. la hiperemia es nula o está intensamente alterada. La respuesta

hiperhemica de la arteria braquial está muy relacionada con la respuesta de la arteria

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

coronariam.

En la segunda fase de la prueba. se permite que la arteria braquial recupere el

diámetro y el flujo basales. Se le administra al paciente nitroglicerina. un vasodilatador

no endotelio-dependiente. por vía sublingual y se mide el diámetro de la arteria braquial

durante tres ó cuatro minutos para calcular la máxima variaciónm.

En la primera parte de la prueba se mide la respuesta mediada por el flujo. que

depende de la función endotelial. La segunda parte mide la vasodilatación

independiente del endotelio. La diferencia indica el grado de lesión endotelial. Estos
. . , . , . 32(

tipos de (es! miden solo el aspecto vasomotor de la funcron endotelial ’.
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Figura N"23: Evaluación no-invasiva dc lajunción cndolciiai. La arteria large! cx

habitualmente la hraquial (í la [Irreriajemoral superficial. El diámetro de la arteria es

medido por un Iransduclor a'c ultrasonido vascular a’calta resolución. La hipcremia

reactiva cs inducida por una oclusión distal a la posición del transductor. Algunos

investigadores han usado la arteria radial y un sislema especial a'c ultrasonido.

El les! no invasivo para valorar la función endotelial debe poseer alta

sensibilidad. es decir debe poder detectar pequeñas variaciones en el diámetro arterial.

ser reproduciblc y endotelio dependiente: debe ser capaz de diferenciar sujetos con o sin

disfunción endotelial y debe correlacionar con la fiJnción endotelial coronaria. La

imagen de la arteria debe ser óptima y el personal que realiza la prueba debe estar bien

entrenad0227.

Si estos criterios se cumplen estrictamente. el rest no invasivo sería una prueba

clínica útil para el estudio de la disfunción endotelial y su posible tratamiento en

determinados grupos de pacientes. La restricción obvia de este ¡cs! es que se limita a
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arterias superficiales y de tamaño grande a mediano. tales como las arterias femoral.

braquial y radial. Sin embargo. la respuesta vasodilatadora al estimulo es inversamente

proporcional al tamaño de la arteria aún en sujetos normales y las arterias de diámetro

mayor de 6 mm dilatan sólo mínimamente en respuesta a la hiperhemia reactivam.

En pacientes adultos se utiliza la arteria braquial y en niños la femoral.

El rest mide cambios submilimétricos en el diámetro arterial y hace posible

repetirlo durante el seguimiento de los pacientes. ya que no implica riesgo significativo.

La variación del 2 % entre dos test consecutivos indicaría que el tratamiento que

estaría recibiendo el paciente seria beneficioso. porque significaría que está aumentando

su respuesta vasodilatadora. es decir estaria mejorando la función endotelialzzq.

Los inhibidores de la eNOS. análogos de la L-arginina como la L-N-monomctil

arginina (L-NMMA) disminuyen la respuesta vasodilatadora en estos lex! en un 70 %.

Por el contrario, la aspirina. es decir. la inhibición de la ciclooxigenasa. no afecta la

dilatación mediada por el flujom.
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Con el fin de evaluar. en parte. la disfunción endotelial vascular se propusieron

los siguientes objetivos:

Estudios Clínicos. Pacientes diabéticos tipo 2:

Determinación de la activación plaquetaria v expresión de proteínas

adhesivas.

Evaluación del metabolismo del óxido nítrico (N0) y expresión de óxido

sintetasas (NOS).

Willebrand.

Estudio de Endotelina-l y su interacción con el N0.

nítrico Liberación de citoquinas y Factor von

Relación entre lnsulinemia. PAl-l y nivel plasmático del Pe’ptido C.

Evaluación de la función endotelial a través de la medición del diámetro

arterial pre y post isquemia mecánica del brazo. mediante el uso de

ecografia Doppler de alta resolución.

Seguimiento secuencial de los parámetros metabólicos. vasoactivos _v

marcadores de la función endotelial en una población de individuos

hipertensos bajo tratamiento con drogas antihipertensivas y en pacientes

hipertensos bajo régimen higiénico-dietético sin tratamiento

farmacológico.

[is'ludíuxExperimentales:

Acción de productos de glicosilación avanzados (AGEs) en células

endoteliales (CE) obtenidas a partir de cordón umbilical humano

(HUVEC).

Co-cultivo de HUVEC con eritrocitos provenientes de pacientes diabéticos

tipo 2.

Determinación de la migración de células endoteliales en presencia de

AGEs.

Estudios experimentales realizados con ratones Balb/c tratados con BSA­

AGEs o BSA (albúmina sérica bovina glicosilada y sin glicosilar).

Estudio comparativo entre macrófagos murinos y la línea celular U-937.

monoblastos leucémicos de origen humano. diferenciados a macrófagos.
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MUESTRAS

Para el desarrollo de la presente tesis se utili7aron 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. según correspondiera. Para la

evaluación de los parámetros fibrinolíticos las extracciones de sangre se realizaron,

estrictamente. a individuos en reposo. entre las R y 0 hs. dc lu I'nuñunu.con cl Incnor

estasis venoso posible.

A continuación se describe la obtención de las muestras sanguíneas minimas;

o Plasma en ED'I'A: Salvo aclaración. se reeoleetaron 2.5 ml de sangre en

tubos plásticos conteniendo como anticoagulante ól pl de una solución 7.5

% de K3EDTA (sal tripotásica del ácido etilendiaminotetraacético). Las

muestras se ccntrifugaron a 2.000 g durante lO minutos. Las muestras dc

sangre se mantuvieron en baño de hielo por un lapso menor a 4 horas.

o Plasma en citrato de sodio: Se recolectó la sangre en tubos plásticos

conteniendo citrato trisódico 3.8 % en una relación de nueve partes de

sangre y una parte de anticoagulante.

Para la determinación dc pruebas de coagulación y fibrinolisís las

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

o Suero: Se colocaron 5 ml de sangre en tubos de vidrio y se incubaron en

baño termostatizado a 37 °C. hasta completar el proceso de coagulación

(aproximadamente 4 horas). Se centrifugó durante 10 minutos a l.500 x g.

Se separaron los sueros correspondientes.
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POBLACIÓN

Dada la diversidad de grupos poblacionales evaluados. los mismos se

describen en cada estudio. En todos los casos se contó con el consentimiento por

escrito de los participantes.

ESTUDIOS CLÍNICOS

1.DE'leleNAClÓN DE ACTIVACIÓNPLAQUETARIAEN PACIENTES
DIABETICOS TIPO 2

1.1 POBLACIÓN ESTUDIADA

Se estudiaron 40 pacientes diabéticos tipo 2 (DBT 2). con más de 5 años de

evolución de la enfermedad. con el objetivo de evaluar la activación plaquetaria en

esta patología. Los pacientes y controles dieron su consentimiento para la realimción

de este estudio.

Se dividió a los pacientes en dos grupos: hospitalizados y ambulatorios.

Grupo l: 20 pacientes DBT 2. hospitalimdos de 68.7 i 5.5 años de edad. . con

vasculopatía periférica. tratados con heparina sódiea 7.500 U/día y lOO mg/día de

aspirina. El 70 % de estos pacientes (14/20) presentaba macro y mieroangiopatía

(coronariopatía o accidente cerebro vascular) y pie diabético y el 30 % de los

pacientes restantes (6/20) presentaba microangiopatía diabética con retinopatía

asociada. pero sin pie diabético.

Grupo 2: 20 pacientes DB'l‘ 2. ambulatorios de 57.0 i 10.8 años. coronarios

crónicos. tratados con 325 mg/día de aspirina.

Todos los pacientes estaban medicados con un único hipoglucemiante oral. la

glibenclamida

Grupo Control: 20 individuos sanos de 59.2 i 8.9 años. libres de medicación

durante los lO días previos a los estudios.
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Las muestras de sangre de los pacientes y controles con l2 horas de ayuno se

obtuvieron por punción venosa y mínimo torniquete y se determinaron los niveles de

(ilucemia. Hemoglobina glicosilada. Triglicéridos. colesterol total (tCoI), HDL (high

densily Iipoprolein)y LDL (¡mr densin lipoprotein) colesterol. Hemograma. Tiempo

de Protrombina (TP) y 'l'iempo de Tromboplastina Parcial Activado ('l"l'l’A) y la

expresión en membrana plaquetaria de P-Selectina y de GP 5.) según los métodos

descriptos a continuación.

¡.2 DETERMINACIÓN DE ACTIVACIÓN PLAQUETARIA

l.2.l Determinación dc la expresión de P-Selectina y GP 53 en membrana

plaquetaria por inmunofluoresccncia indirecta (lFl) mediante microscopía UV

y citometría dc flujo.

L2. l .l P-Selectina:

Método modificado de Mitchelson AD?“

Se utilizaron los siguientes reactivos;

Butler fosfato salino PBS. BSA 0.2 %. EDTA lO mM pH = 7.4

Anticuerpo monoclonal anti-CD6] eonjugado con lluoresceína (Fl'l‘C)

(lnmunotech. Francia) (anti CDól: anti-GPllla. se utiliza como marcador de

la población plaquetaria).

Anticuerpo monoclonal anti-CD62P conjugado con ticoeritrina (PE)

(lnmunotech. Francia) (anti CD62: anti-P-Selectina).

Combinación de isotipos lgGl-FITC / lgGl-PF. (lnmunoteeh. Francia)

(controles negativos. antisueros isotipos no específicos).

Solución de paraformaldehído l % (v/v) en PBS.

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

Inc, New Jersey. EEUU).

i)l)elerminación en plasma rico en plaquetas (I’RI’): Se utilizó plasma con EDTA.

ii)()blención del PRP: Se centrilhgaron la muestras obtenidas a 250 x g durante 5

minutos a 25 °C. Se efectuó el recuento plaquetario y se ajustó a un valor entre 5-8 x
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lO7plaquetas/ml con el buffer de trabajo (BT): PBS. EDTA 5 mM. albúmina bovina

(BSA) 2 %, pH 7,4.

Se trabajaron simultáneamente las muestras de pacientes y las de los individuos

controles. Sc realizaron un control positivo y otro negativo del dia. Las muestras no

procesadas inmediatamente se fijaron con solución de paralbrmaldehído l % en PBS.

manteniéndolas cntrc 3 a 5 °C un máximo de 72 horas. Como control positivo sc

activaron las plaquetas con trombina humana 0.1 U/ml (concentración final) durante

5 minutos a temperatura ambiente (TA).

Se procedió según indica la Tabla N° 4.

Pacientes e

Control negativo Individuos Control positivo

controles

Bulïcr PBS lOO pl lOO ul 95 pl
PRP lO til lO pl lO pl
IgGl-FITC/lgGl- 5 + 5 pl -- -­
PE

CD6l-Fl'l'(‘ 5 pl 5 pl
lncubar 15' a TA en
oscuridad

CDOZ-Ph' 5 pl 5 ul
Trombina 0.] U/ml -- 5 ul
lncubar 5'a TA en
oscuridad

parafonnaldehído 120 pl l20 ul 120 ul

Tabla N”4: Técnica de marcación de plaquetas en PRI’ para 1adeterminación

de P-Seleclina en membrana plaquelaria.

Posteriormente se incubó 30 minutos a TA en oscuridad. se añadieron 240 pl de

PBS pH 7.4 y se agitó suavemente. Se centrifugó lO minutos a 900 x g a TA y se

descartó el sobrenadante con pipeta plástica.

Se resuspcndió el pel/el en 500 pl dc PBS. se observó cn el microscopio de

fluoresceneia y se analizó en el citómetro de flujo FACSean® Becton-Dickinson
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(Raton-Dickinson, EEUU). lin el grupo control se determinó un valor de 5.0 i 0.5

% de expresión de P-Selectina en membrana plaquetaria y se tomó como valor basal

para esta metodología.

¡¡¡)Delerm¡nación en sangre enlt'ra:

Se realizó en lO pacientes y en lO controles la determinación de P-Selectina en

sangre entera y se evaluó si había diferencia con la realizada en PRP.

La técnica de extracción y recolección de todas las muestras fue idéntica a la de

PRP.

El esquema de trabajo en sangre entera está detallado en la Tabla N° 3.

Pacientes c

Control negativo Individuos controles Control positivo

Buffer PBS 100 pl lOO ul 95 pl
Sangre entera 25 ul 25 ul 25 ul
lgGl-Fl'l'C/lgGl- 5 + 5 ul -- ——
Plï

CDÓI-Fl'l'f 5 pl 5 ttl
lncubar 15' a TA en
oscuridad

CDó2-PE 5 pl 5 |.li
Trombina 0.1 U/ml -- 5 pl
lncubar 5'a TA en
oscuridad

parafonnaldehído 135 ul 135 ul l35 ul

Tabla N"5: Técnica de marcación de plaquelas en sangre entera para la
determinación de P-sclcclina en membrana plaquelaria.

Posteriormente se incubó 30 minutos en oscuridad. se añadieron 250 pl de PBS

pll 7,4 y se agitó suavemente. Se centrifugó lO minutos a 300 x g a TA y se descartó

el sobrenadante con pipeta plástica. Se resuspendió el precipitado en 500 - 1000 pl

de PBS. se observó al microscopio de lluorescencia y se analizó en el citómetro de

flujo FACScan® Becton-Dickinson. La expresión de P-Selectina del grupo control

dio un valor de 4.8 i 1.0 %. No se encontró diferencia significativa entre ambas

técnicas. por lo que concluírnos que la técnica en PRP no produce falsos positivos.

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

por este motivo se utilizó PRP.

l.2.l.2 GP 53:

La obtención de las muestras de pacientes y controles. la preparación del PRP y

el esquema de trabajo se realizó en las mismas condiciones que para la determinación

de P-Selectina en PRP, excepto en el uso del anticuerpo monoclonal contra la

glicoproteína en estudio; en este caso se utilizó el anticuerpo monoclonal anti-CD63

conjugado con PE (lnmunotech. Francia) (anti CD63: anti-GP 53). las cantidades son

las mismas que las referidas en Ia Tabla N° 4 para CD62P y se analizó en el

citómetro de flujo FACScan® Becton-Dickinson. Para los controles se obtuvo un

valor basal dc 5,2 i 1,4 %.

1.2.2 Hemoglobina glicosilada (HbA¡.)

Se determinó en plasma anticoagulado con EDTA en el autoanalizador lMX.

(ABBO'I‘T, EEUU).

1.2.3 Glucosa (GI)

Se determinó en los sueros de los pacientes y controles con un ayuno de lO

horas mediante el autoanalizador Beckman (Beckman, EEUU).

1.2.4 Hemogramas

Los hemogramas de los pacientes v controles se determinaron mediante ela

contador hematológico Cell Dyn 3500. (ABBOTT. EEUU).

1.2.5 TP y TTPA.

Se utilizaron plasmas citratados y se analizaron en el coagulómetro automatico

BCT (Dade Behring, Marburg. Alemania).
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2. DETERMINACIÓN D_EACTIVACION PLAOUETARIA Y DE ÓXIDO

NITRICO PLASMÁTICO EN UNA POBLACIÓN DE PACIENTES

HIPERTENSOS DIABÉTICOS TIPO 2

Se determinaron los niveles de Glucemia. Hemoglobina glicosilada. lnsulinemia.

TNFa, NO. FvW. P-Selectina soluble (sP-Sel)y expresión en ¡membranaplaquetaria

de P-Sclectina (P-Sel) en dos grupos de pacientes y un grupo control con el objetivo

de correlacionar parámetros metabólicos con parámetros relacionados a la función

plaquetaria y endotelial.

Grupo A: 32 pacientes hipertensos diabéticos tipo 2 de 64.9 i l,7 años. 93 °/o

hombres. en tratamiento con sulfanilureas.

Grupo B: 37 pacientes hipertensos. estadios l y ll según el Joint National

Committee (JNC Vl)232de 6l.3 i 1.7 años. 92 % hombres en tratamiento con calcio

antagonistas o diuréticos.

Erupo C: 35 sujetos controles normales de 59.] i 2.0 años. 9| % hombres

comparables en IMC. y hábitos alimentarios y de fumar. Fueron criterios de

exclusión: velocidad de eritrosedimentación > 20 mm en la primera hora. evidencia

serológica de hepatitis o infección por VlH. enfermedad hepática 0 renal aguda 0

crónica. neoplasias y cualquier otro tipo de enfermedad inflamatoria o infecciosa.

Las técnicas utilizadas fueron las siguientes (ver también estudio l ):

2.] DETERMINACIÓN DE P-SELECTINA SOLUBLE

Sc determinaron los niveles de sP-Sel en los plasmas citratados dc pacientes y

controles mediante ELISA.

2.1.1 Preparación del ELISA

l. Una placa de 96 pocillos se recubrió durante toda la noche a 4° C con un

anticuerpo monoclonal anti-CD62P 0.2 pg/ml en PBS.

2. Se lavó tres veces con PBS. 0.l % de Tween 20 (PBS-T) y 0.5 % de BSA.

3. Se bloquearon sitios inespecificos con PBS-T-BSA l % durante 30 minutos a

TA.
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4. Las muestras de plasma. obtenidas a partir de sangre recogida con lO % de

buffer ácido acético 38 mM. citrato de sodio 75 mM y dextrosa 100 mM y

centrifugadas a 1.200 x g durante lO minutos. se diluyeron l/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 realizó una curva de calibración con testigos de P­

Selectina, concentraciones desde 0 a 50 ng/ml.

6. Se realizaron tres lavados con PBS-T.

7. SC agregó anti-P-Selectina de conejo conjugado con biotína y sc incubó

durante 2 horas.

8. Se agregaron lOOul de fosfatasa alcalina conjugada con streptavidina.

9. Se realizaron tres lavados con PBS-T.

IO. Se reveló la actividad de la fosfatasa alcalina con lOO ul de sustrato p-nitro

teniltosfato.

¡.­ ._. .lnmediatamente se registró la densidad óptica a 405 nm con un lector de

ELISA.

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

2.2 DETERMINACIÓNDEóero NÍTRICO

Se midió la concentración de NO mediante la determinación de nitritos en

plasmas heparinizados de pacientes y controles con un ayuno de lO horas. según la

técnica descripta por Moshage el al233.

2.2.3 Desproteininción de los plasmas

Los plasmas de pacientes y controles se desproteinizaron con ZnSO4 30 %.(500

ul de plasma + ISO ul de ZnSO4). 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 Reducción a nitrito

En los plasmas desproteinizados se realizó una reducción a nitritos por acción

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

2.2.5 Determinación de la concentración de nitritos

En tubos de vidrio se colocaron partes iguales de los plasmas y el reactivo de

(iriess (sulfanilamida 2 % en PO4H3 5 % y naftiletilendiamina 0.2 %). Con cada

muestra se obtuvieron las mezclas correspondientes y se colocaron 200 ul de éstas en

pOCÍHOSde policubetas de poliestireno. Paralelamente sc realizó una curva de

calibración a partir de una solución patrón de nitrito de sodio. Todos los ensayos se

realizaron por duplicado. Se registraron las densidades ópticas de las muestras y de la

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

2.3 DETERMINACIÓN DEL FACTOR von WILLEBRAND

Se utilizaron plasmas citratados y se determinaron las concentraciones del

FvW con un ELISA comercial (Asserachrom vWF. Stage, Asnieres. Francia)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

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

2.4 FACTOR DE NECROSIS TUMORAL a

Se 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 PLASMÁTICOS DE INSULINA Y

HEMOGLOBINA GLlCOSlLADA

Se determinaron en plasmas anticoagulados con EDTA mediante el

autoanalizador IMX. (ABBOTT. EEUU).
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2.6 DETERMINACION DEL NIVEL PLASMÁTICO DE GLUCOSA

Se determinó en los sueros de los pacientes y controles con un ayuno de lO

horas en el autoanalizador Beckman. (Beckman. EEUU).

2.7 DETERMINACIÓN DEL NIVEL PLASMÁTICO DE FIBRINÓGENO

Se determinó en plasma citratado utilizando el método de von Clauss A.“ en

el coagulómetro automatico ACL 200 (Werfen Medicals. EEUU).



Materia/ex y Métodos 69

3. ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LOS NIVELES PLASMATICOS DE

ENDOTELINA-I. OXIDO NITRICO Y FvW EN UNA POBLACIÓN DE

PACIENTES HIPERTENSOS DIABÉTICOS TIPO 2.

232
Se evaluaron 30 pacientes hipertensos (estadios l y ll. .INC Vl ) diabéticos tipo

2 dc 64.9 L 1.7 años de edad. 53 % hombres. en tratamiento con sulfonilureas y

calcio-antagonistas y un grupo control de 30 individuos sanos de 59.1 i 2.0 años. 5|

% hombres. comparables en IMC _vhábitos alimentarios y de fumar. Fueron criterios

de exclusión; velocidad de eritrosedimentación > 20 mm en la la hora. evidencia

serológica de hepatitis o lIIV. enfermedad hepática ó renal aguda o crónica. otras

enfermedades de tipo infeccioso o inflamatorio. cáncer o enfermedades del [ejido

conectivo. Se extrajo sangre a los pacientes _vcontroles. con lO horas de ayuno.

punción venosa limpia y mínimo torniquete. Se determinaron los niveles de Glucosa.

I'lew. Insulina. FvW. Triglicéridos. tCol. LDL. HDL. Fibrinógeno. NO. ET-l y las

presiones arteriales sistólica y diastólica. con cl objetivo dc estudiar la relación entre

estas variables en diabetes c hipertensión respecto del grupo control.

Técnicas utilizadas (ver también estudios l y 2):

3.2 DETERMINACIÓN DE ENDOTELINA-l

Se utilizó sangre con EDTA. La centrifugación se realizó dentro de los 30

minutos de obtenida la muestra. Se determinó la concentración de ET-l en plasma

con un equipo dc ELISA comercial (lluman Endothelin-l lmmunoassay. R & D

Systems. Minneapolis. EE.UU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Previo a la

realización del ELISA se hizo una extracción con acetona. HCl IN. agua (40:1:5), se

mezcló por inversión las muestras y se centrifiigaron 20 minutos a 2.000 x g a 2-8° C.

Los sobrenadantes se desecaron en un evaporador centrifugo a 37° C y se procedió al

ensayo por ELISA. Este procedimiento previo fiJe realizado debido a que los lípidos

interfieren en esta determinación.

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 sueros de los pacientes y controles con un ayuno de lO

horas en el autoanalizador Beckman (Beckman. EEUU) los niveles de Colesterol

total (tCol), llDL colesterol (HDL). Urea y Creatinina (Creat)

3.4 LDL COLESTEROL

Se determinaron las concentraciones de LDL colesterol (LDL) según la fórmula

de Friedewald W.T.2"5.

3.5 PROTEINA C REACTIVA (PCR)

Se determinó PCR en el suero de pacientes y controles con un ayuno de lO

horas por el método de inmunodifusión radial (IDR) en las placas comerciales LC­

Parligen (Behringwerke AG. Marburg, Alemania). Se realizó la curva de calibración

con el suero estándar PCR humano comercial. La concentración de referencia para

este metodo l'ue < 5 mg/l.

3.6 HOMOCISTEÍNA (tHcy) y PÉPI‘IDO C (Pépt C)

Se determinaron en plasma con EDTA en el autoanalizador lMX. (ABBOTT.

EEUU). En el caso de la homoeisleína. las muestras fueron centrifugadas dentro de

la hora de extracción e inmediatamente llevadas a -20° C. hasta su procesamiento.
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4. RELACION ENTRE LO_SNIVELES PLAS_MATICOS DE PAI-l, OXIDO

NITRICO. lNïLlNA Y I’EPTIDOC

lin un grupo de 20 pacientes hipertensos (estadios l y ll. JNC Vlm) diabéticos tipo 2

de 59.] i 4.7 años de edad. l l hombres y 9 mujeres. con más de 5 años de evolución

de la enfermedad y función renal conservada evaluada a través de los niveles séricos

de urea y creatinina, se estudió la relación entre los niveles plasmáticos dc PAI-l.

NO. l y Péptido C (Pépt C) y se los comparó con los de un grupo control de l7

individuos sanos comparables en edad. sexo. IMC y hábitos alimentarios y de fumar.
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5.
DOPPLER PRE Y m TRAMENTO CON UNAÑDM
ANTIHIPERTENSIVA

Se evaluaron l4 pacientes hipertensos (estadios l y ll. JNC Vlm) diabéticos tipo

2. con más de 5 años de evolución de su enfermedad. tratados con sulfanilurea como

hipoglucemiante oral, con función renal conservada (niveles séricos de urea y

creatinina dentro de rangos normales) y ll individuos sanos comparables en edad.

sexo, indice de masa corporal (IMC) y hábitos alimentarios y de fumar. En la Tabla

N° ó se detallan los datos de pacientes y controles. En el momento del estudio tanto

los pacientes como los controles presentaban un ayuno de 12 horas. no habían

fumado ni ingerido cafeína durante ese tiempo y ninguno recibía medicación alguna

que pudiera haber alterado la frecuencia cardíaca o la respuesta vasodilatadora

arterial. ni sedantcs. Los pacientes fueron informados detalladamente de las

caracteristicas dc cstc protocolo dc estudio y dieron su consentimiento escrito para la

reali'lacion del mismo.

Pacientes Controles p

N 14 ll NS

Edad (años) 60.6 i 6.2 58.2 i 5.7 NS

Hombre/Mujer 8/6 6/5 NS

IMC 26.7 i 3.8 25.9 i 4.0 NS

Tabaquismo (%) 28.6 27.3 NS

Sedentarismo (%) 43.9 45.4 NS

Tabla N”6: Dalosy características de los pacientes y los controles: IM( índice de
masa corporal.
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5.1 EVALUACION PRE-TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES Y DE LOS

CONTROLES

Previo a la realización de la prueba los pacientes y controles permanecieron 30

minutos en reposo. En posición decúbito dorsal se les colocó una derivación

electrocardiográfica de referencia y un manguito de presión desuflado en el

antebrazo a estudiar y se les extrajo sangre para Ia determinación de N0 _vFvW

plasmáticos. Se procedió a visualizar la arteria humeral a pocos centímetros del

pliegue del codo. con un equipo de ultrasonografia Toshiba 140 (Tokio. Japón).

utilimndo un transductor de 7.5 Mhz. teniendo la precaución de dejarlo fijo. Se

realizaron las mediciones del diámetro arterial (DA) y se tomó el valor medio de tres

mediciones como DA basal pre-tratamiento (Dl). Posteriormente se insufló el

manguito a no menos de 200 mm Hg durante 5 minutos. teniendo en cuenta superar

la presión sistólica del paciente cn 30 mm Hg. para producir isquemia del antebrazo

durante ese tiempo. Una vez finalizado ese periodo. y con el transductor ubicado en

el mismo lugar. se liberó la presión del manguito y se procedió a visualizar

nuevamente la arteria humeral y a los 30. 60 y 90 segundos se realizó la medición del

DA236y entre los 60 y 90 segundos se les extrajo sangre nuevamente. Se tomó el

máximo valor del diámetro obtenido como DA post-isquemia pre-tratamiento (D2).

'l'odas las mediciones fueron realizadas por el mismo profesional médico.

5.2 TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO ANTIHIPERTENSIVO

Luego de finalizada la prueba de isquemia hipere’mica. se administró a los

pacientes la droga antihipertensiva quinapril durante 8 semanas. A los controles se

les administró un placebo durante el mismo período.

5.3 EVALUACION POST-TRATAMIENTO

A las 72 horas de finalizado el tratamiento se repitió 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 Cálculo del porcentaje de variación del DA pre y post-tratamiento.

Se realizó según la fórmula:

Pre-Tratamiento
DZ - Dl

"Á;devariacióndelDA=— x 100
DI

Post-Tratamiento D4 _ D3
%devariacióndelDA=— x lOO

D3

El porcentaje dc vasodilatacíón > lO % se tomó como valor de referencia. Se

consideró mejoría en la función cndotclial una variación en el DA post tratamiento
. , . _ 71

en rclacnon al DA pre-tratamiento > 2 %"7.



Materialesy Métodos 75

6. EFECTO DE Dos DROGAS ANTIHIPERTENSIVAS CON DIFERENTE

MECANISMO DE ACCIÓN.

Se estudiaron 30 pacientes hipertensos (estadios l y ll. JNC Vlm) diabéticos tipo

2. con las mismas caracteristicas de la experiencia realizada en 5. y un grupo de 12

controles normales Grupo C. comparables en edad. sexo. IMC y hábitos

alimentarios y de l‘umar. Se dividió a los pacientes en dos grupos de 15 individuos

cada uno. El Grupo A fue tratado con 20 mg/día de quinapril. el Grupo B con 5

ing/dia de ncbivolol y al Grupo C se le administró un placebo.

El mecanismo de acción dc quinapril cs a través de la inhibición de la enzima

convertidora de angiolcnsina (IEC/Um. El mecanismo de acción de ncbivolol es

producir un efecto antagonista dc los B.—adrenoreceptores altamente cardio­

sclcctivos (B-bloqueante). produciendo vasodilatación mediada por N02”. Tanto el

lECA como el B-bloqueante son drogas antihipertensivas. pero actúan 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 pM- pm­

N 15 15 l2 NS NS

Edad (años) 59.] i 5.7 58.6 i 5.9 56.9 i 6.0 NS NS

Hombre/Mujer 8/7 8/7 6/6 NS NS

IMC (kg/m2) 27.3 i 2.5 26.9 i 2.3 26.7 i 3.1 NS NS

Tabaquismo (%) 26 26 25 NS NS

Sedentarismo(%) 40 33 42 NS NS

Tabla N" 7: Datos y caraclerísrieas de los pacientes y los controles. Los valores de p
enlre el Grupo Ay el Grupo Bfueron no significativos en lodos los casos.
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6.] EVALUACION PRE-TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES Y

CONTROLES

6.1.1 MEDICIÓN DEL DA POR ECO-DOPPLER

Se procedió como en el estudio 5.

En las muestras de sangre extraídas se determinaron los niveles plasmáticos de

l’Al-l y FvW.

6.].2 DETERMINACIÓN DE PAI-l

Para esta determinación se extrajo sangre a los pacientes y controles con un

ayuno de lO horas a la misma hora en las mañanas (9.00 horas) y posterior a un

reposo dc 1 hora aplicando mínimo éstasis venoso. La sangre se recolectó con citrato

de sodio. Las muestras obtenidas se centrifugaron l5 minutos a 3500 rpm e

iruncdiatamcntc congelaron a —70°Cpara su posterior estudio.

La medición de la actividad plasmática de PAl-l se realizó en un coagulómetro

automático (BC'l'. Dade Behring, Marburg, Alemania) con cl método comercial

Berichrom PAI (Dade Behring, Marburg, Alemania). La curva de calibración se

realizó con los estándares provistos por el fabricante.

lil PAI-l inactiva la uroquinasa que fue agregada a la muestra. La actividad

residual dc la uroquinasa se determina a través de la transformación del

plasminógeno a plasmina. La plasmina resultante se mide a 405 nm por el

desdoblamiento del sustrato cromoge'nico 8-225]. La (lg-antiplasmina que interfiere

cn la reacción. es inactivada mediante su oxidación con cloramina T.

PAL] + uroquinasa —> [ PAl-uroquinasa] + uroquinasa(residual)

Uroauinasa (residual)
Plasmmógeno : Plasmina

Plasmina

llD-Nva-CllA-LYS-pNA ’ HD-Nva-(‘HA-LYS-OH4 pNitroanilina
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Evaluación del rango de referencia

Para evaluar el rango de referencia de PAI-l para este metodo. se analizaron 20

plasmas de sujetos normales donantes de sangre. cuya edad se encontraba entre 20 y

40 años. Se calculó la media i 2 DE y los resultados se expresaron en U/ml.

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

6.2 TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO ANTIHIPERTENSIVO

Durante 8 semanas a los pacientes del Grupo A se les administró 20 mg/día de

quinapril. a los del Grupo B sc les administró 5 mg/día de nebivolol y al Grupo C un

placebo.

6.3 REPETICIÓN m: LA PRUEBA DE lSQUEMlA HIPERÉMICA POST­

TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO

Se procedió como en 5.

6.3.1 Cálculo del porcentaje de variación del DA pre y post-tratamiento.

Se realizaron los cálculos de los porcentajes de variación 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 (estadíos l y ll. INC VIZ”) durante 5

meses. En la fecha de inicio del seguimiento de cada paciente se registraron sus

datos. se les realizó un examen clínico. se registró su tensión arterial sistólica y

diastólica, su peso y talla y se les extrajo sangre. Se indicó a todos los pacientes un

tratamiento con Smg por día de nebivolol y fueron citados nuevamente para su

control. tres veces mas durante los 5 meses. Durante el seguimiento se registraron 4

tomas de tensión arterial y cn la 4“ visita se les extrajo sangre nuevamente. Se

determinaron los parámetros plasmáticos Glucosa. lnsulina, perfil lipídico. NO. PAI­

I y FvW prc y post 5 meses de tratamiento con nebivolol. con el objetivo de evaluar

la respuesta a dicha droga. su relación con los valores de tensión arterial y. a través

de los parámetros medidos. el efecto sobre la función endotelial
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8. SEGUIMIENTO D'LUN GRUPO'DE PACIENTES HIPERTENSOS BAJO
UN REGIMEN HIGIENICO-DIETETICO

Se evaluaron durante 5 meses 30 pacientes hipertensos (JNC Dm de 57.4 i 9.9

años de edad. 56.7 % mujeres. bajo tratamiento higiénico dietético. sin ninguna

medicación antihipertcnsiva. En la fecha del inicio del seguimiento de cada paciente

se registraron sus datos. se les realizó un examen clínico. se registró su tensión

arterial sistólica y diastólica, su peso y talla y se les extrajo sangre. Se les administró

una dieta baja en sodio y grasas saturadas y se les indicó un ejercicio de 30 cuadras

dc caminata por día, realizada siempre a la misma hora. Tambien se les indicó no

superar la cantidad de un vaso dc vino y no más de 2 tazas de cafe por día. Durante el

seguimiento se registraron 4 tomas de tensión arterial y en la 4" visita se les extrajo

sangre nuevamente. Se determinaron los parametros plasmáticos glucosa, insulina,

perfil lipidico. NO. PAI-l y FvW pre y post 5 meses de régimen. con el fin de

evaluar el cfccto dc la dicta sobre los parametros plasmáticos antes citados. Ia

función endotelial y sobre la presión sanguínea.
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ESTUDIOS EXPERIMENTALES

l. CULTIVO DE CÉLULAS ENDOTELIALES HUMANAS OBTENIDAS A

PARTIR DE CORDÓN UMBILICAL (HUVEC).

|.l REACTIVOS:

-Colagenasa obtenida de Clostridium histolylícum (Boehringer Mannheim.

Alemania). actividad específica 1.36 U/mg. Se preparó una solución 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. EEzUU) 0.5 %.

-Medio de cultivo: M199. con bicarbonato de sodio y L-glutamina 2 mM y 20 % de

SUCI‘Ol'etal bovino (SFB)(Gibco. EEUU) adicionado de antibiótico.

-Medio salino: Hanks o PBS con y sin calcio y magnesio ((iibco. Líl-I.UU).

-Antibiótico: ampicilina (Sigma): 10.000 U penicilina. lO mg streptomicina y 25 pg

amphotericina B por litro de medio dc cultivo.

-Heparina sódica (Sigma Chemical. EEUU).

-l-‘actor de crecimiento de celulas cndotcliales: se prepara a partir de cerebro bovino.

homogeneizando un ccrcbro de tcrncra limpio en NaCl 0.1 M a 4 °C a pll 7.0, luego

se centrífuga. se recoge el sobrenadante y se liofiliza.

1.2 CULTIVO DE CÉLULAS ENDOTELIALES HUMANAS (HUVEC).

Todo cl procedimiento se realizó bajo flujo laminar y todo el material dc trabajo

se encontraba en condiciones estériles.

1.2.1 Recolección y preparación de cordones umbilicales:

Sc utilizaron cordones umbilicales recolectados y conservados en solución salina

con antibiótico a 4 °C' durante un período de hasta 7 días 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 tamaño mínimo de 20 cm adecuado para un mejor aproxechamiento.
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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 preparó la

solución de colagenasa colocándola, para su activación, a 37 °C durante 20 minutos

antes de filtrar. Se utilizaron 1-2 ml por cada centímetro de cordón.

1.2.2 Encanulado de los cordones:

Ayudándose con una pinza flameada, se colocó una jeringa de 1 ml en una llave

de una vía, cerrada, unida a su vez a una aguja gruesa con la cual se encanuló el

cordón.

Se cortaron 2 cm de una extremidad del cordón, por medio de tijeras flameadas,

sosteniendo el cordón con una pinza, se visualizaron las dos arterias umbilicales y un

orificio más grande, normalmente con restos de sangre y con una pared más laxa que

correspondía a la vena umbilical (Figura N° 24). En esta vena se colocó la aguja y se

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

Vena umbilical

Arterias umbilicales

Figura N"24: Corte transversal de un cordón umbilical,
se observan la vena y las dos arterias umbilicales.
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cordón gg:
___I aguja

extremo recolector pinza de llave jeringa

(Pinza) Mohr

Figura N" .25: Esquema del procedimiento de emana/ado del cordón.

Se procedió de esta forma con todos los cordones umbilicales disponibles. Se

trabajaron de 3 a 4 cordones juntos cada vez.

Sc lavó la vena con 20-25 ml de Hanks sustituyendo la jeringa de l ml por una de

50 ml. Se inyectaron 20-25 ml de la solución de colagenasa hasta tcnsar cl cordón y

se cerró el otro extremo con una pinza. Se cerró la llave y se colocó la jeringa de I

ml a la salida. Posteriormente se colocaron los cordones a 37 °C durante 20-30
. - 240

minutos. para de_¡aractuar a la colagenasa .

l.2.3 Recuperación de células cndotclialcs primarias:

Se masajeó suavemente cada cordón tratando de despegar por completo las

celulas del vaso. Luego se cortó el cordón en el otro estremo se lavó con 20 ml de

Hanks y se recogió el contenido de la vena en un tubo de 50 ml.

Las células se centrifugaron a 600 x g durante lO minutos. Se descartó el

sobrenadante y se resuspendió el pel/el celular obtenido en medio Ml99

suplementado con 20 % de SFB y adicionado con antibiótico.

Se sembraron 5 ml en botellas de 25 cm2 y se colocaron en estufa de cultivo a 37

°(‘y5%deC02.

A las 24 horas se eliminó el sobrenadante CE primarias para descartar los

eritrocitos y restos celulares y se agregó medio de cultivo fresco. Se cambió el medio
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cada 48 horas hasta que las CE formaron una capa cerrada (confluencia). que sc

logró aproximadamente 7 dias despues dc la siembra.

Para un crecimcnto óptimo se mezclaron las CE provenientes de varios cordones.

Se obtuvieron entre 40 y 70 x lO3celulas por cm de cordón.

Una vez llegadas a confluencia (lOÓ células/botella de 25 cmz). sc descartó el

medio. se lavaron las células con medio dc llanks. se agregó l ml de tripsina y se

dejó actuar durante 30 a 40 segundos observando ul microscopio la liberación de

células de la base dc la botella de cultivo. Sc detuvo la acción dc la tripsina por cl

agregado de 5 ml de medio de cultivo fresco adicionado de SFB. se centrifiigó

durante lO minutos a 600 x g a 'l'A. Luego. se resuspendicron las cc’lulasen medio de

cultivo fresco (primer pasaje).

Previamente sc trató entre 2 horas y una noche una nueva botella de cultivo con

gelatina. luego se descartó. se lavó con medio de Hanks y se distribuyeron las Cl-ldel

primer pasaje.

lin esta etapa se agregaron 100 pg/ml de heparina y 50 ug/ml de factor de

crecimiento de CE. El medio de cultivo se renovó cada 48 horas hasta nueva

confluencia y 2° pasaje de tripsina.

Sc expandieron los cultivos en cada pasaje utilizando botellas de 75 cm2. Una

botella dc 25 cml en confluencia contiene l-l.2 x lO6células.

Las CE. 0.5 x 10° celulas/ml. se eongelaron en el 2° o 3 “r pasaje cn 90 % de SFB

y lO % de dimetil-sullóxido (DMSO). Se conservaron 5 dias a —70°C y luego se

colocaron en un termo conteniendo nitrógeno líquido. La mortalidad celular al

dcscongelar fue menor al lO %.

¡.3 ACCIÓN DE AGES Y TNFa SOBRE LAS HUVEC

1.3.1 Preparación de AGEs-BSA

Se incubó albúmina sérica bovina (BSA 50 mg/ml) con glucosa 50 mM en PBS

durante 6 semanas a 37° C en presencia de fluoruro de p-mctílsullato (PMSF. ¡.5

nM), EDTA (l mM) y antibióticos (penicilina lOO ug/ml y gentamicina 40 pg/ml).

cn forma estéril y cn la oscuridad. Sc realizó el mismo procedimiento con BSA sin

glucosa como control. Se conservaron las fracciones de albúmina glicosilada con una
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lectura de densidad óptica > 85 unidades arbitrarias de fluorescencia (UFA) medida

en un espectrofluorómetro. Los controles de albúmina sin glicosilar dieron 5 UFA. A

posteriori se dializaron contra solución salina tamponada (PBS. pll 7.4) durante dos

horas a temperatura ambiente y se conservaron a —70° C hasta su uso.

1.3.2 Control

En una placa dc poliestireno de 24 pocillos se colocaron por euadruplieado

50.000 células/pocillo y se cultivaron en presencia de BSA (300 pg/ml). Se dejaron a

37 °c y 5 °/oC03 durante 48 horas. Luego se retiraron los sobrenadantes de cultivo y

sc conservaron a —700C para su posterior análisis.

¡.33 HUVEC + Agonistas

Se procedió dc la misma manera que en l.3.l agregando diferentes agonistas.

l.3.2.l HUVFC + BSA-AGFS 300 ug/ml

l.3.2.2 llUVEC + BSA- AGEs 300 pg/ml + TNFor (17 ng/l.)

l.3.2.3 llUVle + 'l'Nl’a (I7 ng/L)

Luego se determinó la liberación del FvW por ELISA y NO por cl método de Gricss.

¡.4 ENSAYOS DE MIGRACIÓN DF.CE.

Se utilizó una placa de 24 pocillos y se trató con gelatina a 37 °C durante 2 horas.

Se colocaron 50.000 CE/ml/pocillo obtenidas luego del tratamiento con tripsina de

un cultivo cn confluencia.

A 12 pocillos se agregó anticuerpo anticaderina VE. (Sobrenadante de cultivo de

hibridoma. 1135 donado por la Dra. Elisabetta Dejana. Istituto di Riccrchc

Farmacologiehe Mario Negri. Milán. Italia)“. Las células se cultivaron durante 5

días hasta confluencia. lil medio de cultivo luego se aspiró y la capa celular se dañó

utilizando una punta de plástico gruesa (rip) removiéndose 4 diámetros regularmente

distribuidos a 45°. Las células remanentes se lavaron 2 veces con medio de l-lanks

para remover el dehris celular c se incubaron a 37 °C en medio de cultivo.
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A las 8 y 16 horas. las células sc fijaron con metanol durante 20 minutos a 4 °C y

se tiñeron con cristal violeta 0.5 % en metanol-agua (20:80) durante 5 minutos. Se

lavaron con agua corriente cuidadosamente y se dejaron secar.

l-Zlfrente de migración celular se distinguió porque presentó un teñido más tenue

respecto del de las células del frente original. La distancia de migración se midió con

la ayuda de una escala graduada adaptada al ocular del microscopio invertido bajo

contraste de fase (lOOx).

El mismo experimento se llevó a cabo colocando AGEs 300 ug/ml en el medio

dc cultivo.

1.5 CARACTERIZACIÓN INMUNOLÓGICA DE CE:

ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA.

En presencia de AGEs. 300 ug/ml y controles con BSA (por cuadruplicado).

Se utilizaron placas de 24 pocillos. Se colocaron vidrios de l cm de diámetro

redondos. esterilizados en la base de cada pocillo. previamente recubiertos con

libronectina humana 7 ug/ml (Sigma) durante dos horas a 37 °C. [.uego se colocaron

50.000 CE/pocillo. Se dejaron crecer hasta confluencia. luego se aspiró el medio de

cultivo y se recuperaron los vidrios con el crecimiento celular. Se fijaron las células

con una solución de paraformaldehído 2 % en PBS durante 20 minutos a 'l‘.

ambiente. En el caso de investigar un antígeno citoplasmático se permeabili7aron las

membranas celulares con Tritón X-100 0.5 "/o durante 3 minutos. Se lavaron las

células con cuidado de no despegarlas del vidrio y se incubaron con el anticuerpo

primario (IO til/vidrio) y luego con el segundo anticuerpo: anti-ratón-TRITC (anti­

ratón eonjugado con isómcro R de isotioeianato de tetrametilrodamina. Dako.) Se

incubó cada anticuerpo durante 1.5 horas a 37 °C.

Luego se lavaron y escurrieron los vidrios y se fijaron con una gota de bálsamo

de Canadá (IO ul). se dejaron secar en la oscuridad durante 2 horas y se observó la

lluoresccncia emitida al microscopio (UV). Como anticuerpos primarios se

utilizaron: anti-vWF (monoclonal antibody factor Vlll-W lnmunotech) y anti-¡NOS

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

2. l RATONES

Se utilizaron ratones machos de Ia cepa Balb/c de entre 8 y 12 semanas de vida.

Los animales fueron separados en dos grupos (A. n = IO y B. n = lO) para someterlos

a distintos tratamientos. Los ratones dcl grupo A fueron inyectados

intraperitonealmente con l20 pl dc una solución de albúmina serica bovina

glicosilada (5 mg/ml; 600 ug) dos veces por semana durante un período de cuatro

semanas. Sc siguió cl mismo esquema con los ratones dcl grupo B (controles). a los

cuales se inyectaron 120 ul de una solución de albúmina sérica bovina sin glicosilar

(5 mg/ml; 600 ug). Posteriormente todos los animales fueron inyectados por vía

intra-peritoneal con l ml de una solución estéril de tioglicolato frío (3 % cn agua

destilada). A las 48 horas los animales l'ueron ancstesiados en una cámara cerrada

saturada con c'ter. Se realizó una extracción de sangre mediante punción cardiaca con

jeringa y aguja heparini'ladas. Luego fueron sacrificados por dislocación cervical.

Con posterioridad a la muerte de los animales se procedió a la extracción de

macrófagos peritonealcs. Se inyectaron 5 a 10 ml de PBS frío y luego se aspiro el

líquido dc la cavidad peritoneal y se recogieron los exudados en tubos cónicos de 15

ml de volumen. Se realizó la visualización anatómica de los animales y la extracción

de los órganos (grandes vasos sanguíneos y riñones) para el estudio histológico.

2.1. ANÁLISIS HISTOLÓGICO

¡"i/ación de Órganos

Los órganos extraídos fueron colocados inmediatamente en una solución lijadora

de ácido pícrico (solución saturada). formol 40 %. ácido acético glacial (70:25:5).

Las piezas se conservaron en la solución durante 18 horas. Pasado ese tiempo se

colocaron cn una solución de etanol 70 %. Posteriormente sc realizó la

deshidratación y la inclusión en parafina.
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2.1.1 Cortes histológicos

Los tejidos paralinados fueron cortados en secciones de 5 pm de espesor y

montados sobre portaobjetos. l.uego se reali7aron 3 lavados de lO minutos cada uno

con xilol. A continuación se realizó la hidratación de los mismos mediante lavados

sucesivos con alcohol absoluto. 96 % y luego 70 % durante 5 minutos. El último

lavado se hizo con PRS durante 5 minutos.

2.].2 Coloración con hematoxilina-eosina

Sc agregó hcmatoxilina 5 minutos y se lavó con agua corriente. agregándosc

entonces la eosina por 3 minutos y lavando el excedente con agua. Finalmente se

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

2.l.3 Tinción de polisacáridos (PAS)

En algunos cortes sc empleó la reacción citoquímica de PAS para determinar

la presencia dc macromoléculas ricas en hidratos de carbono (como los AGEs). Esta

técnica se basa en la oxidación. por acción del acido periodico. de los grupos

alcohólicos vecinales de los hidratos de carbono a aldehídos. Estos se complejan con

el reactivo de SchilT(fucsina básica l %. meta-bisulfito de potasio 2 % y llCl l N 20

%) y dan un color rojo-violáceo. Se cubrieron los portaobjetos con el reactivo fijador

(metanol) durante 3 minutos. luego se lavó con agua corriente. A continuación se

cubrió con el reactivo oxidante (ácido periódico. 2 HZO. lO g/l) durante lO minutos y

se lavó con agua corriente.

Seguidamente se cubrió con el reactivo reductor (metabisulfito de sodio 5 g/l:

ácido clorhídrico l N) durante l minuto. Sin lavar se cubrió con cl reactivo dc SchilT

durante l hora. Se lavó tres veces consecutivas con el reactivo reductor. luego una

vez con agua corriente. Finalmente se cubrió con cl reactivo dc contraste

(hematoxilina) durante 3 minutos. se lavó con agua corriente y se dejó secar al aire.

Los preparados fueron observados por microscopía óptica y lbtografiados a

distintos aumentos previo montaje con bálsamo dc Canadá.
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2.2 MEDICIÓN DE PARÁMETROS PLASMÁTICOS

2.2.l Glucemia
La concentración de glucosa en los sueros se determinó por el metodo de glucosa

oxidasa (gliccmia enzimática Wiener Lab) según instrucciones del fabricante.

2.2.2 lnsulinemia
Para determinar cl nivel de insulina en sangre de los animales se utilizó el

equipo lMX (ABBOTl'. EEUU) según instrucciones del fabricante.

2.2.3 "emoglobina glicosilada
La determinación del porcentaje de lle.C en sangre se realizó mediante el

método de captura de hemoglobina glicosilada: Glycated hemoglobin-capture

Rcagcnt Pack [MX System. (ABBO'l'l‘. EEUU). según instrucciones del fabricante.

2.2.4 Oxido Nilrico

Se determinó la concentración de nitritos en los sueros. como se describió

previamente.

2.2.5 Determinación de FvW.

lin los ratones Balb/c el nivel de FVW se determinó utilizando un anticuerpo

policlonal obtenido en conejo. capaz de reaccionar con el FvW murino. Para ello se

diseñó un metodo de ELISA tipo sandwich: colocando cl anticuerpo en las

policubetas. luego el suero murino y linalmente un segundo anticuerpo anti-lgG

murino conjugado con fosfatasa alcalina.

2.3 MACRÓFAGOS PERITONEALES

Las suspensiones de liquidos peritoneales conteniendo macrólagos l'ueron

centrilhgadas a 600 x g durante lO minutos. Se tomaron alicuotas para el recuento de

ce'lulas en cámara de Neubauer. La viabilidad se estimó por exclusión del colorante

'l‘rypan Blue (l :4; NaCl 4.25 %).
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Otras alícuotas se utili7ar0n para evaluar la morfología celular mediante la

fijación en portaobjetos y tinción con el colorante de May Grümwald-Giemsa. Los

preparados fueron observados por microscopía óptica y lbtografiados a distintos

aumentos.

2.3.] Cultivo de macrófagos peritoneales

Los macrófagos de los ratones del grupo A fueron colocados en una botella de

cultivo de 25 cmz de superlicie. Se procedió de manera similar con las células del

grupo B. Se incubaron cn medio MEM (PAA. Linz. Austria). suero fetal bovino lO

% y antibióticos (penicilina. estreptomicina y anlbtericina B) durante 24 horas a 37

°C en una atmósfera con 5 % de C02. Luego se descartaron los sobrenadantes con las

celulas no adherentes y se agregaron IO ml de medio MEM. suero letal bovino IO %.

antibióticos (penicilina. estreptomicina y antotericina B) y lipopolisacárido (LI’S.

Sigma) l ug/ml.

Las células fueron cultivadas durante 24 horas a 37 °C cn una atmósfera con 5

% dc C02. Luego de la incubación los sobrenadantes fueron separados de las células

para realizar las determinaciones pertinentes.

2.3.2 Medición de la producción de Óxido Nítrico

Se determinó la concentración de nitritos en los sobrenadantes de cultivo de

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

2.3.3 Expresión de la enzima ¡NOS

Se analizó la expresión de la enzima iNOS en los macrófagos por

inmunoblot: dot blot. western blot e inmunocitoquímica indirecta. lin experimentos

de inmunolluorescencia se observó que las diferencias en la expresión de ¡NOS eran

apreciables al microscopio de fluorescencia por lo que consideramos innecesaria la

cuantificación por citometría de flujo.
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2.3.4 Dosaje de proteínas totales

Se realizó por el me’todo de Lowry O.ll.. al aLM. Se cosecharon los pel/els"

de los cultivos y se guardaron en tubos separados. l.uego fueron solubilizados con

'I'ritón X-IOO 0.5 % en PBS. Se mezclaron utilizando un mrlex y se centrifugaron

para eliminar los restos celulares. Se procedió con el método de Lowry. Antes de la

lectura en el espectrofotómetro fueron centrifugados durante 20 minutos a 1200 x g

para eliminar los restos de detergente y se midió Ia absorbancia de las soluciones a

660 nm. Se calculó la concentracion de proteinas totales por extrapolación en una

curva de calibración realizada en paralelo con albúmina serica bovina.

2.3.5 Dot blot

Sobre un soporte de papel de nitrocelulosa humedecido con agua destilada y

luego secado el exceso. fueron sembradas distintas cantidades de proteinas obtenidas

por solubilización de los macrófagos cultivados. Se realizó un control positivo para

evidenciar el reconocimiento por el segundo anticuerpo (anti l-‘vW humano

policlonal: rabbit anti-human von Willebrand Factor Code A 0082-!)AKO. lilirlJU)

y un control negativo sin primer anticuerpo.

Se bloquearon sitios inespccílicos con leche descremada 5 % en PBS (durante

30 minutos con agitación). Se lavo con solución lisiológica. En cámara húmeda se

incubó durante l hora con un anticuerpo específico anti-¡NOS (primer anticuerpo.

policlonal realilado en conejo contra la región amino terminal de la iNOS de ratón.

rata y humano (rabbit polyelonal antibody against N082. N20. sc-óSl. Santa Cruz

Biotechnology. lnc. no presenta reactividad cruzada con eNOS o nNOS). Se lavó con

PBS (5 veces). Luego se incubó con el segundo anticuerpo (anti-inmunoglobulinas

de conejo; realizado en cabra) conjugado con pcroxidasa. (Peroxidase-coniugated

goal anti-rabbit immunoglobulins DAKO l’ 0448) durante l hora en cámara húmeda.

Se lavó con PBS conteniendo 0.05 % de 'l‘ween 20.

Se reveló con una solución de 4 Cl-a-naltol 0.5 mg/ml. 15 % MeOll y 0.4 %

Hzog 30 volúmenes en bufler 'l‘ris-HCl. 50 mM (pH 7.6). Finalmente se lavó con

agua corriente para detener la reacción de la pcroxidasa. Los resultados obtenidos

fueron digitalizados con scanner.
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2.3.6 Western blot

Se realizó la corrida elcctrolbre’tica en gel de poliacrilamida 7.5 % con SDS

(PAGE-SUS) en bulTer 'l‘ris-glicina-SI)S. pH: 8.3. Las muestras fueron pretratadas

con SDS 20 %. azul de bromol'enol. B-mercaptoetanol y sacarosa y calentadas

durante un minuto en agua hirviendo. Se sembraron 100 pg de proteínas por calle.

l’inaliyada la corrida sc realizó la transferencia elctroforetica a una membrana de

nitrocelulosa (previamente humedecida con agua destilada) en bull'er 'l'ris-glicina­

mctanol. pll: 8.3. Luego se tiñó el gel con azul brillante de Coomasic para verificar

quc e'sta se realizó correctamente. Se lavó brevemente la membrana con agua para

eliminar el metano] y se colocó en solución salina tamponada rápidamente. Se realizó

un bloqueo de sitios incspecílicos (procedimiento similar al utilizado utilizado en el

dot blot). Se lavó tres veces con buffer borato pll 7.2 y una vez mas con solución

salina. Se incubó 18 horas a 4 °C en una solución del primer anticuerpo (1/10 en

PBS).

Luego se agitó durante 2 horas a temperatura ambiente en la misma solución

y sc lavo con l’BS. Se reveló con un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa

(procedimiento similar al utilizado en el dot blot). Se utilizaron los mismos

anticuerpos mencionados en el dot blot.

.2.3.7 Inmunofluorescencia lndirecta en macrófagos murinos.

Se prepararon extendidos de macrófagos cn portaobjetos. se dejaron secar y

se fijaron en acctona durante 10 minutos. Luego se dejaron secar hasta evaporar la

acctona (l hora mínimo). Se hizo un bloqueo de sitios inespccilicos (leche

descremada 5 % en PBS durante 30 minutos con agitación). Se marcaron los bordes

del extendido con lapiz de cera y se agregó el primer anticuerpo (ver dot blot.

dilución 1/5) sobre el portaobjetos dentro de los límites de la cera.

Se incubó 1 hora cn cámara húmeda a temperatura ambiente. Luego se

reali7aron tres lavados con PBS. Se incubaron con el segundo anticuerpo

fluorescente (anti- inmunoglobulinas de conejo. realizado en cabra. goat anti-rabbit

lgG Fluorescein conjugate sc-2012. Santa Cruz Botechnology dilución 1/100 en

PBS) durante l hora en cámara húmeda a temperatura ambiente y en la oscuridad. Se
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realizaron 3 lavados con PBS y se observaron los preparados al microscopio de

fluoresceneia.

3 LÍNEA CELULAR U-937

3.l CULTIVO DE LAS CÉLULAS

Se cultivaron 2.]0S celulas/ml en medio MEM. suero fetal bovino lO % y

antibióticos (penicilina. estreptomicina y anfotericina B) durante 48 horas a 37 °C en

una atmósfera con 5 % de C02. Se agregó AGE-BSA (tratadas) o sólo BSA

(controles) al medio de cultivo en concentraciones crecientes (50-250 ug/ml) y se

incubó por 24 horas. Luego se incubó con Ll’S (l ug/ml) c [FN-y (50 U/ml) durante

24 horas.

3.2 DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS U-937.

2 x lOj células U-937/ml suspendidas en el medio Rl’Ml. SFB l() %. antibióticos.

DMSO l % se colocaron en una placa de 24 pocillos de l ml de volumen linal cada

uno. Sc dejaron durante 48-72 horas a 37 °C y 5 % C03 hasta diferenciación a

macrólagos. Se observaron alícuotas de células teñidas con May-Grümwald-Giemsa.

Se rca|i7aron recuentos celulares cada 24 horas. durante la diferenciación celular el

recuento celular no debe aumentar. Luego se eliminaron el medio sobrenadante. se

efectuaron dos lavados con PBS y se colocó cl medio MEM. SFB l % y antibióticos

durante 2 horas. Se realizó cI ¡es! de viabilidad con Trypan Blue. A continuación se

agregó ESA-AOL" o BSA. según correspondió. al cultivo y se incubó durante 24

horas a 37 °C y 5 % C02. Luego. se efectuó la inducción con TNFa. PMA o LPS. de

acuerdo al caso. durante 4-24 horas a 37 °C y 5 % C02 (Figura N° 26)..Se

determinaron nitritos en el sobrenadante y expresión dc ¡NOS en las células.

Se realiyaron controles celulares _vde inducción de acuerdo al caso.
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\

F¡gara N026: Diferencíacíón a’ela línea celular U 937 a macrófagos. a: U937
original; b,c y d: distintas etapas de diferenciación.

3.3 MEDICIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO

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

reactivo de Griess.

3.4 EXPRESIÓN DE LA ENZIMA ¡NOS

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

3.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Se realizaron tres series de experimentos independientes por triplicado para

ambos tipos celulares (macrófagos peritoneales murinos y U-937). Los valores se

expresaron como la media i 2DE. Se utilizó el rest t de Student para datos pareados.

Valores de p < 0,05 se consideraron estadísticamente significativos.
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MÉTODOS ESTADÍSTICOS

Para el análisis estadístico y la presentación de los datos se utilizó el

programa SSPS.

A continuación se enumeran los parámetros y pruebas realizadasw.

Análisis de datos cuantitativos

Para evaluar la distribución de las variables anali7adas se realiyaron

histogramas y gráficos de tipo Box & Wiskerplot. Se probó normalidad eon el lex! de

Shapiro-Wilk.

Se calcularon medidas de posición y dispersión. Los resultados fueron

expresados como media i Dl-Z.o S.l€.M. (distribuciones simétricas) o mediana y

rango (distribuciones asimetrieas.

Medidas de posición

Media: promedio aritmético de las observaciones. Es una medida

muy sensible a la presencia de datos anómalos (ozdliers).

Mediana: dato central. divide a la muestra ordenada en dos partes

de igual tamaño. Es una medida resistente a la presencia de datos

atípieos.

Medidas de dispersión

- Desvío estándar (DE): dispersión de los datos alrededor dc su

media.

Error estándar de la media (S.E.M. en ingles): es cl desvío estándar

de las medias en una distribución muestral.

Rango: diferencia entre el dato mayor y el menor. También se

expresó mostrando el valor máximo y el mínimo de los datos.

(be/¡ciente de Variación (CV): desvío estándar dividido por la

media. multiplicado por 100 (%). Es el modo de expresión del DE

como porcentaje de la media.

- l’ercentiles (a %).' dato de la muestra ordenada que deja a de

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

utilizaron para determinar los límites del rango de fibrinógeno.
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Cuando los datos mostraron una distribución normal. esos limitcs

coinciden con los valores dc la media i ¡.96 Dl-Z.conteniendo el 95

% central de los resultados.

Comparación de poblaciones

Según las características de los datos a evaluar. se utilizaron pruebas

paramétricas y no paramétricas: las! de Student. (es! de 7..¡es! del signo y ¡es!

dc Mann-Whitncy-Wilcoxon. lin todos los casos sc consideró significación

estadística cuando el valor dc p resultó menor a 0.05.

Pruebas de asociación

Para evaluar la asociación entre dos variables numéricas sc utilizaron

diagramas de dispersión (Scaller plot). Se realizaron análisis de regresión

linear y para describir el grado de asociación entre las variables se calcularon

los coelicientes de correlación de Pearson (cuando los datos presentaron

distribución normal) o de Spcarman (cuando la distribución no fue normal).

Comparación de métodos analíticos

Para comparar las técnicas de determinación de PRP y sangre entera en la

determinación de activación plaquetaria y establecer la equivalencia de ambos

métodos se realizó la prueba dc Bland J.M.-Altman D112“.
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ESTUDIOS CLÍNICOS

- EVALUACIÓN DE LOS NIVELES PLASMÁTICOS DE FIBRINÓGENO EN

UNA POBLACIÓN DE INDIVIDUOS SANOS Y SU RELACIÓN CON El.

PESO, PERFIL LIPIDICO, GLUCEMIA Y HÁBITO DE FUMAR.

- ESTUDIOS CLINICOS EN PACIENTES DIABÉTICOS E HIPERTENSOS.
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ESTUDIO DE LOS NIVELES PLAS_MÁTIC()S DEL FlBRlNÓGENO EN UNA

POBLACIÓN DE INDIVIDUOS sismos; Y su RELACIÓN CON EL PEso.

PERFIL LIPÍDLCO Y HÁBITO DE FUMAR.

Sc determinó el rango de referencia del nivel plasmático de Fibrinógeno (Fg) cn

una población de 2059 individuos sanos. 57 % del sexo masculino. de 39.9 i 9.0 años

de edad y su relación con los niveles plasmáticos de colesterol total (Ct). HDL

colesterol (HDL), LDL colesterol (LDL). Triglicéridos (TG) y Glucosa (Gl). también

con el peso corporal (P). las Tensiones arteriales sistólica (TAS) y diastólica (TAD) y el

hábito de fumar. Se tomaron en cuenta las normativas del Comité de expertos en

estandarización dc la Sociedad Internacional de Hemostasia y Trombosism.

La concentración plasmática de Fg se determinó por el me'todo de Clauss en el

coagulómetro automático ACL 200 (Werfcn Medicals. EEUU) en plasmas obtenidos

por centrifugación de las muestras de sangre anticoaguladas con citrato dc sodio a 1.500

x g durante l5 minutos. Los niveles plasmáticos de Ct. TG. HDL y (jl se determinaron

en el autoanalizador Beckman (Beckman. EEUU). Los resultados se expresaron como

media i- desvío estándar (DE)

Tabla de resultados:

Fg (mg/dl) 3 ¡5.27 i 62.0

P (kg) 84.4 i 13.0

tCol (mg/dl) 203.7 i 43.0

TG (mg/dl) 144.5 i 108.0

l-lDL (mg/dl) 44.0 i l().0

LDL (mg/dl) l3l.0 i 38.0

Gl (g/l) 1.07 i 0.20

TAS (mm Hg) 132.8 i 12.0

TAD (mm Hg) 81.3 i 9.0

% de fumadores 43.5
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Se dividió a la población en tercilos según el valor de Fg:

Tercilo inferior: < 285 mg/dl

Tercilo medio: 285-332 mg/dlfumadores tercilo

superior

Tercilo superior: > 332 mg/dlfumadores tercilo

fumadores tercilo
inferior

e 1| II N

El Fg correlacionó con el P (p < 0.05), tCol (p < 0,03), LDL (p < 0,05), TAS (p

< 0,01) y TAD (p < 0,05).

El número de cigarrillos promedio que consumían los individuos fumadores fue

de 14.1 i 10,0 cigarrillos por día. El nivel de Fg fiJe significativamente más elevado en

los individuos fumadores que en los no fumadores:

Fg (mg/dl) Fumadores 324.44 i 65.6

Fg (mg/dl) No fumadores 308.2 i 58,0 p < 0.001

No fumadores
1264

Fumadores 895 324
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En los individuos fumadores se encontró una correlación directa entre los niveles

plasmáticos de Fg con:

el número de cigarrillos/día (p < 0.05). l’ (p < 0.03). tCol (p < 0.0|). LDL (p < 0.05). GI

(p < 0.001), TAS (p < 0.05) y 'l‘AD (p < 0.05) _vuna correlación inversa con HDI. (p <

0.05).

En los individuos no fumadores no se encontraron diferencias significativas de

los resultados obtenidos para la población general.

La mayoría de los individuos fumadores se ubicaron en el tercilo medio y

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 fue OR: 1,12 (lC = 95 %. 0.89-l.48). La probabilidad de un fumador de tener un

nivel de l5g > 285 mg/dl fue OR: 1.56 (lC = 95 %. l.l3-l.98) y en el tercilo superior

OR: l.46 (lC 95% = 0.9-2.l ).

Conclusión el hábito de fumar se relacionó con las concentraciones más

elevadas de Fg plasmático. por lo tanto los estudios que incluyan la determinación de Fg

deberían indicar el porcentaje de fumadores presente en la población estudiada. en

particular. en la evaluación de la angiopatía presente en los pacientes diabéticos e

hipertensos.

Los datos obtenidos presentaron una distribución normal luego el rango de

referencia se expresó como Media i ¡.96 DE.

lil rango de referencia del nivel plasmático de Fg utilizado para los estudios

clínicos posteriores fue:

193.27 —437.27 mg/dl.

Media i 2 DS = 315. 27 i 124.00 mg/dl.
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1 ACTIVACIÓN PLAQUETARIA EN ANGIOPATÍA DIABÉTICA TIPO 2

l.l RESULTADOS

No se encontraron diferencias significativas entre los niveles séricos de lípidos

(TG. LDL. HDL y tCol) entre los pacientes del Grupo l y los del Grupo 2. El recuento

de plaquetas en sangre periférica en promedio fiJe de (Media i DE): 278.3 i 49.9 x l0"/l

(rango dc referencia = 150 —450 x 10" /1).

El 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

Gluccmia (Gl). Hemoglobina glicosilada (HbAlc). expresión de P-Selectina (CD62P) y

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

Grupo l Grupo 2 Valores normales

GI (g/l) ¡.89 i 0.75 1.60 i 0.70 0.70 —1.10

lle¡c (%) 10.5i 3.4 8.5 i 3.1 6.5 i 0.8

Cl)62l’ (%) 39 i 3| 4.0 i 0.7 5.0 i 0.5

CDÓ3 (%) 27 i23 4.2 i 0.9 5.2 i 1.4

Ïah/a N” 8: Raw/lados dc la evaluacion de (il. ¡[h-l“ y de arpresion en membrana

plaquelaria de P-Seleclina ((‘D62P) y de GP 53 ((‘Dó3) determinadas por citomctría

de flujo. (¡1: Gluccmia." Hb/l/C.‘ Hemoglobina glicosilada. Los valores obtenidos están

expresados como Media i DE. Se encontraron diferencias significativas entre el Grupo

I y el Grupo 2 en los parámelros de activación plaquelaria ('DóZPy ('D63 (p < ().05).

El Grupo l se separó en dos subgrupos según el grado de vasculopatía periférica

presentado por los pacientes. Los resultados se detallan en la Tabla N° 9.
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Pacientes con vasculopatia

periférica severa o moderada

Pacientes con vasculopatía

periférica leve

(il (g/l) 2.18 i 0.59 1.34 i 0.23

llb/\¡c (%) 11.8 i 2.9 8.5 i l.()

('Dó2l’ (%) 53 i 23 15 :t 5

Cl)()3 (%) 37 i 25 IS i 5

Tabla N" 9: Evaluación de (il. Him/1..('DÓZP y ('Dó3 en los pacientes del Grupo I

separados según el grado de la vaseulopatía presentada. Los resultados están

expresados como Media i DE. Se encontraron diferencias significativas (p < ().05)

entre los dos grupos de pacientes en los parámetros medidos

1.2 CORRELACIONES

En el Grupo l se halló una correlación positiva entre Gl y CD63 (p < 0.0003) y

entre GI y CD62P (p < 0.01). HbA.c y CD62P (p < 0.05) y CD62P y CD63 (p <

0.0005). La Figura N° 27 muestra las curvas correspondientes al análisis de regresión

(coeficientes de correlación de Pearson) en este grupo de pacientes. Los histogramas de

citometría de flujo para la determinación de CD62P y CD63 se detallan en las Figuras

N° 28. 29 y 30.



Resultados ¡02

unn un. .14r-arlv. a» m uuu-n vb (.062!) I-u-Iv-II 9- FIDFII un ¡Cl-¡CII! .- ruth

I ‘I ' " I
Im ' -9 n

-- ¡a
‘ _‘ IU

á :u
5 fi

c{al ll 43
L rf c

x
1 c
. n
o u
_ .n ,n " u

I l
me. L A . .

1 1.: Lc 1.! 17 7.: ¡a {.1 I! l! ¿z ¡5 z_5
x "1|¡a ll i null '¡H ‘ Nau. a. que“. 'u Ll

Ar. n. y u. 1.-" "un muy“ un :xzf': uuu. . a. r-¡rpclnr .rwn .v. (1gp.

-H‘ —w
SB 90­

abHÏ- -- ¡e
Ñ ¡l

l. II R
u un n
u u
c“4: su
r s
c a
.- r '.
c ' E I
u. : _

n ‘ ¿ P
- nun l un.»

.

Á

r I
, ,- . . . . . . . I

r. I‘ '| a to 1'. a IJ.I w Il LI :0 lo
¡Hung c. HBG'Iw.- t-nr-n ¡n a. :on I­
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Figura No28: Marcadores de activación plaquetaria. Hístogramas de cítometría de

flujo A: control negativo de CD62P,control de población plaquetaria con GP IIbIIIa

(P2)y control negativo a'e CD63; B: expresión de

GP 111,111“plaquetas activadas y de CD62P en plaquetas activadas.
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Figura Na29: Análisis de las plaquetas de un paciente del Grupo 1 marcadas con
anticuerpo anti-CD63. Programa WinMDI2.8. Histograma de 10.000 eventos. Se

observa positividad débil:20 % de las plaquetas.

plaqugtas CD62P positivas
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Figura No30: Análisis de plaquetas de un paciente del Grupo I marcadas con
anticuerpo antíCD62P. Programa WinMDI2,8. Hístograma de 10.000 eventos. Se

observa positividad de 45 % de las plaquetas.
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¡.3 DISCUSIÓN

Dentro de las complicaciones que presentan los pacientes diabéticos. la

microangiopatía refleja. a largo plazo. junto al daño renal. las alteraciones metabólicas

propias de esta enfermedad. La activación plaquetaria correlaciona con el daño

endotelial producido y la liberación de factores estimulantes.

La expresión de CI)62P y CD63 en la membrana plaquetaria es consecuencia de

la acción de agonistas tales como trombina. ADP. colágeno. etc. Los pacientes DBT

tipo 2 estudiados se dividieron en dos grupos. Dentro del Grupo l. el 70 % (l4/2()

pacientes) expresaron los mayores niveles de CD62P y CD 63. que correspondieron a

los niveles más elevados de Gl y |le.C (Tablas N° 8 y N" 9).

En el Grupo 2 de pacientes. con características clínicas diferentes al Grupo l.

se hallaron niveles similares de GI y HbAk. (Tabla N° 8) sin embargo. ninguno de los

casos presentó vasculopatía periférica evidenciablc ni expresión CD62l’ y/o Cl)63 en la

membrana plaquetaria. En estos pacientes. con menor daño endotelial. la dosis de

aspirina administrada (325 mg). sería adecuada para inhibir la activación plaquetaria.

En el Grupo l de pacientes. en presencia de vasculopatía periférica. se produjo

activación plaquetaria y consecuentemente. se expresaron P-Sel y GP 53 en la

membrana plaquetaria. aún en los casos con daño endotelial menor (30 °/o de la

población).

La HbA¡Cse ha utilizado como índice de disfunción de proteínas involucradas en

las señales de transducción. La formación de productos de glicosilación finales (Amis).

debida a la persistente hiperglucemia y la consecuente glicosilación de proteínas

estructurales y plasmáticas. afectarían la función endotelial en los pacientes diabéticos y

lavorecerían la activación plaquetaria.
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2. DISFUNCIÓN ENDOTELIAL. OXIDO NITRICO Y ACTIVACION

PLAOUETARIA EN HIPERTENLIÓN Y DIAETES TIPO 2.

2.1 RESULTADOS

[in la 'l'abla N0 l() se detallan los resultados de los dos grupos de pacientes y del

grupo de controles. Se encontró una diferencia significativa en los niveles plasmáticos

de NO entre los tres grupos (Figura N° 31). en la expresión de CD62P en membrana

plaquetaria (Figura N" 32) y en los niveles de lnsulina.

GRUPOS Comparaciones entre Grupos (p)

A B (Í

N 32 37 35 A vs B A vs (Ï B vs ('

llhAk (%) 9.582033 ()..():(l.()() 5.9o:o.07 ¡room - (mot - 0.0|

(il (¿z/l) l.-l3é()_()7 09820.02 (l.8()::().()l -Í().()(ll "0.005 <‘(l.()(ll

l (UI/ml) l-l.-lIl.7 ll).3t(l.() 82:03 “0.05 40.00! '<().()l

('l)62l’ 1%) 33.2 23.5 8.-! : 0.0 5.6:02 20.00l *ï(l.()()l <U.(l(l5

'I'Nl-‘a(pg/ml) 2 l.3t2.5 ¡63:03 IS. li(l.2 (0.05 "().()()I NS

N() (11M) 68.38.? 5().l:3.l 39.3 : 2.2 ¿0.0| --‘().()()l <().()()l

l'NW (l ¡I/ml) l.-l3't().(l5 l.2 l 10.04 l. l 3': ().()-l --0.05 "0.05 NS

sap-Sol (ng/ml) 48.9: 3.8 -l().-l22.9 37.5 z0.8 NS “0.05 0.05

IAS (mml lg) |4‘).()-r2.| l45.()r2.| IZXJ): l.7 NS <(l.(l(ll <0.()l)l

'l'Al) (mmllg) 90.0.: l.() 86.0; L3 8|.(lt: IA NS -1().()()l <0.()()l

Tabla N” ll): Parámetros clínicos y de laborumrin de pucienles‘y ¿"(miro/es.

Los resultados esrán expresadas como Media ÏS. E.M.

HhA¡0: Hemoglohina glicosilada.‘ (il: glucemia: l.‘ lnsulinemia: sP-Sel .‘P-Seleelina

soluble: TAS: Tensión urleriul .s'isrólieu:ÏAD .' Tensión arterial diastólica.
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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 No 33).

N0(HM)

Figura No31: Nivelesplasmáticos de NO. Determinados como nitrilos + nitratos en

plasmas heparínízados por el método de Gríess. Grupo A vs B p < 0,01; Grupo A vs C,

p < 0,001; Grupo B vs C, p < 0,001

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

respecto del B y del C (p < 0,05 y p < 0,001 respectivamente), pero no entre el Grupo

B y el Grupo C.
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Figura N" 32: Expresión plaquetaría de CDÓZP(%) determinada por citomelría de

flujo. Grupo A vs B p < 0,001:Grup0 A vs C p < 0,001: Grupo B vs Cp < 0005

El nivel plasmático de sP-Sel. considerado un marcador de activación

plaquetaria, se encontró 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 l, Gl, y

HbAlc en los Grupos A y B resultaron significativamente más 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 coagulación TP y TTPA y los hemogramas de todos los sujetos

estudiados estuvieron dentro de los rangos de referencia.
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vWF(l'l/ml)

Fígura No33: Nivelesplasmáticos de FvWdeterminados por el método ELISA. Grupo

A vs B p < 0,05; Grupo A vs C p < 0,05; Grupo B vs C p NS.

2.2 CORRELACIONES

En el Grupo A se observó una correlación positiva entre CD62P y HbAlc, Gl e

l (p < 0,001). En la Figura N° 30 se muestra la correlación entre CD62P e I. En el

mismo grupo de pacientes se halló correlación entre I con sP-Sel y NO (p < 0,006 y p <

0.01 respectivamente). En la Figura N° 34 se observa la correlación entre NO e I. En el

Grupo B sólo se encontró una correlación positiva entre NO e I ( p < 0,001) que se

detalla en la Figura N° 35.
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Figura N" 34.' ( 'orrelación entre

(ÏDÓZI’ e I en el (¡ru/2o A. T "sc:.

Cog/¡cientede correlación de

Pearson - = 0.9521.- v '

r3 —0.9066: p 0.01

.m .

'°°°' Figura N" 35: Corre/ación

= °°° entre NO e I en el Grupo A.

°°° (oq/¡ciente de correlación de

m' . ‘ Pearson r —0.9226: r3 *

0.85123]) 0.01.
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Figura N”36: Correlación entre W

N0 e I en el Grupo B. (oe/¡ciente E
de correlaciónde Pearson r -
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2.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultados se expresaron como media i DE. Se consideró significativo un

nivel de p < 0.05. Las comparaciones entre grupos se realizaron con el l test y el análisis­

de correlaciones de Pearson.

2.4 DISCUSIÓN

Los AGljs se acumulan en los tejidos en función del tiempo y de la

concentración de glucosa e inducen alteraciones permanentes en los componentes de la

matriz extracelular. estimulan la liberación de eitoquinas y la producción de especies

rcactivas dc oxígeno a traves de receptores específicos y modifican las proteínas

intracelulares. En el Grupo B. de pacientes hipertensos. los niveles de l se encontraron

signilicativamente elevados respecto del Grupo C: algunos autores han reportado que

la hipertensión arterial podría considerarse un estado de insulino-resistencia con niveles

elevados de dicha hormona para mantener el nivel de glucemia relativamente normal“.

A pesar de los altos niveles de N0 encontrados en los pacientes estudiados. el

estado hipertensivo persistió; en estas situaciones la biodisponibilidad de NO podría

estar reducida por mecanismos que involucrarían al anión superóxido. Los niveles

aumentados de N0 podrían ser citotóxicos y estar relacionados con Ia lisiopatología del

infarto de miocardio. cardiomiopatía y shock SÓleCOln.

Tanto en el Grupo A como en el Grupo B correlacionaron los niveles de N0 e

I. Esta correlación se explicaría debido a que la l induce la expresión del mRNA de la

¡NOS y también la de eNOS. produciendo. por lo tanto. un aumento en la síntesis de

N0. lil aumento de la liberación de 'l'NFa está asociado a una mayor cantidad de NO.

debido a que esta eitoquina proinllamatoria induce la expresión de la iNOS. Los niveles

elevados de HbA¡C y Gl correlacionaron con el aumento de expresión de CD62P. es

decir, con el aumento de activación plaquetaria en los pacientes diabéticos.

No se observó correlación entre los niveles plasmáticos de FvW y de sP-Sel.

sugiriendo que esta última tendría un mecanismo de liberación que no dependería de los

mismos parámetros que el FvW. lo que indicaría que sP-Sel podría ser un producto de

liberación cndotelial y mayoritariamente plaquetaria en estos pacientes. En el Grupo A

se encontró también una correlación positiva de la l con P-Sel _vcon CD62P. indicando
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que la insulinemia estaría directamente relacionada a la activación plaquetaria cn los

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

DIABÉTICOS TIPO 2.

3.] RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los pacientes estudiados y los controles se detallan

en la Tabla N° l l. Los niveles plasmáticos de ET-l y NO de los pacientes se

encontraron significativamente elevados respecto de los controles (p < 0.01 y p < 0.05).

Se encontró una correlación positiva entre NO e l (p < 0.05) (Figura N0 37) y NO y

FvW (p < 0.05) (Figura N° 38) en el grupo de pacientes.

En este estudio se determinó también la homocisteincmia. como factor de riesgo

vascular asociado a la ET-l.

En la población de pacientes diabéticos estudiada cl nivel plasmático dc

homocisteína resultó: 16.35 i 4.48 uM. No hubo diferencias significativas con el valor

hallado en los controles (¡5.0 i 7.4 uM).
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PACIENTES CONTROLES

n = 30 n = 25 p

EDAD (años) 64.9i l .7 59. 1¿2.0 NS

SEXO(F/M) 14/16 12/¡3 NS

ET-¡(pg/ml) 4.]Oi0.04 l.l0i0.03 <0.00l

NO (pM) 62.6i0.6 35.7106 <0.05

FvW (U/ml) 1.65i0.05 I.09i0.04 <o.05

HbA.c(%) 9.8i0.3 5.5i0.l <0,05

Gl (mg/dl) 153.2i0.7 96.1i0.6 <0.05

1(U/ml) 16.9i0.3 8.4i0.2 <0.001

TG (mg/dl) 148.6i 1.7 77.9il .0 <0.05

'l'Col (mg/dl) 225.6il .5 177.3il.0 <0.001

HDL (mg/dl) 4l.8i0.5 54.9i0.6 <o,05

LDL (mg/dl) 159.0i1.3 114.6:t 1.2 <0.05

PCR (mg/dl) 0.77i0.56 0.50:o.05 <o.os

Fg (mg/dl) 368.8129 315.3¿610 <0.05

TAS (mmHg) ¡55.305 l28.0i0.9 <0.05

TAI) (mmHg) 95.2i0.3 8 1.OztO.I <0.05

Tabla N° l l .' Parámetros plasmáticos a'olos pacientes y controles. ET-l : Endotelina-l .'

N0: Óxia’oNítrt'co; FvW: Factor von Willebrand.’ HbA¡1.:Hemoglobina glicosilada: GI:

Glucemia; l: lnsulinemia; TG: Triglicéridos: t('ol: Colesterol total; PCR: Proteína ('

reactiva: Fg: Fibrinógeno; TAS: Tensión Arterial Sistólica y TAD: Tensión Arterial

Diastólica. Los resultados se expresan como Media i- DE.
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3.2 DISCUSION

Se encontró una correlación positiva y significativa entre N0 e l y entre NO y

l’vW (p<0.05) y PCR vs FvW (p < 0.00l) en el grupo de pacientes. Todos los

parámetros estudiados se hallaron aumentados en los pacientes respecto de los controles

('l'abla l l).

Las proteínas reactantes de fase aguda como FvW. Fg y PCR estuvieron

significativamente elevadas en estos pacientes (p < 0.05). como reflejo del estado

inflamatorio y el daño endotelial presente. agravado por el perfil lipídico alterado.

A pesar del nivel elevado de NO. el estado hipcrtensivo persistió. como ya se

mencionó anteriormente. debido a la baja biodisponibilidad de NO como resultado del

aumento del stress oxidativo. y además por la elevación en los niveles plasmáticos dc

lil-l.
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4. RELACION ENTRE LOS NIVELES PLAS¿"IATICO_S DE PAI-l. OXIDO

NITRICO. INSULINA Y PEPTIDO C.

4.1 RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Determinación del rango dc referencia de la actividad plasmática de PAI-l cn 20

sujetos normales para el método y equipo utilizados (ver materiales y métodos)

Rango de rc/crencia obtenido: mediana (rango) =l.20 (0.7-3.4) U/ml.

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla N° l2.

Pacientes Controles
(n = 20) (n = l7) p

Edad (años) 59,] i 4,7 60,3 i 3,9 NS
Sexo (ll/M) lI/9 9/8 NS
IMC (kg/ml) 27,3 i 3,7 26,9 i 4,8 NS
Fumadores 8 6 NS
GI (gr/l) l,7 i 0,7 9,6 i l,3 0.00]
1(U/ml) 21,3 (ls-45,4) 7,3 (SJ-16,5) 0.003
Pépt C (ng/ml) 2,8 i 1,3 1,7 i 0,7 0.03
HbAn (%) 10,0 i 2,4 5.5 t 1,7 0.001
Fg (mg/dl) 3 I5,3 i 62,0 254,6 :t 35,9 0.01
FvW (Ul/ml) 2,5 i 0,4 l,l i 0,6 0.00]
PAI-l (U/ml) 4,0 (2,869) |.2 (0,7-3,4) 0.001
NO (pM) 70,2 i 22,5 36,0 i 12,2 0.00]
TAS (mmHg) 153 :t 23 128 i 2l 0,02
TAD (mmHg) l06 i 15 9| i lO 0.03

'l'ahla N" ¡2: Resultados dc ¡Jacicntes_t'contro/cs. (il: (iluccmia: lM( Indice dc masa

corporal: l: lnsulincmia.‘ l’épt. ( I’éptido ('.' HbAlc: Hcmoglobinu glicosilada: Fg:

Fihrinogcno: FvW: Factor ron Willehrand.‘PAl-I.‘ lnhihidor del activador tisular del

plasminógcno.‘ N0: Óxido nítrico: TAS: Tension arterial sistólica y TAD: Tensión

artcrial diastólica.

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

hallaron las siguientes correlaciones entre:
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l con NO (p = 0.01)

FvW (p = 0.05)

lle¡c(P = 0.03)

PAI-l (p < 0.05)

Además:

NO correlacionó con Hb/\¡c y FvW (p = 0.04 y p < 0.05)

FvW correlacionó con Fg (p = 0.02)

HbA¡c corrclacionó con (il (p = 0.04).

lin estos pacientes se ha relacionado a la hiperinsulinemia con una actividad

librinolítiea disminuida debido a los elevados niveles plasmáticos de l’Al-l. La relación

entre PAl-l y la l no ha sido bien establecida. Si bien hay controversia. algunos autores

han concluido que en los pacientes diabéticos los niveles de PAI-l correlacionan con el

nivel de insulino-resistencia“. En este estudio se halló también esta asociación.

Se estudió, además. la relación entre todas las variables y el Pe'ptido C (Pépt. C)

Este péptido es clivado de la proinsulina. liberándose además la insulina. No se halló

relación entre el l’e'pt C y los otros parámetros estudiados. El Pept C es una hormona

activa con efecto fisiológicos potencialmente importantes. Aunque es co-seeretado con

la insulina. se debería considerar que el Pépt. C es una entidad separada con

características bioquímicas y fisiológicas 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 relacionadasm. Esto explicaría

la falta de correlación encontrada entre los niveles de Pépt. C y de PAI-l.
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5 EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN ENDOTELIAL POR ECO-DOPPLER

Se obtuvieron los siguientes resultados:

l)l.v\.\ll",'l‘R() "o l)l-', l-'\'\\' °ol)l-'. .\'() °ol)l€

(iRl'l’O (em) :\l'.\lli.\"l‘() (l'l dl) .-\l'.\ll"..\"l‘() (_u.\l) \'.-\Rl.-\Cl(.).\'

(inlpo Dll 0.4093 |5.()7 "/0 38.753.353 l5.-l‘) "o IO} f 2.l “.3 ',’/o
Conlrol p - 0.0| p «r(mm 1 p < (unl_—

nm 0.47Io ¡02501107 ‘ ¡Lo - 2.3

llT.'\-l)ll'l' Dll 0.4235 7.2 0/0 100.35". l2.|() 0.7| "/n |3.| 1 3.0 4)." 0/0
nasal p NS p NS p < 0.05

l)|’l (1.4542 Illl.Í)7'l27.8(l lll : l.l

ll'l'.-\-l)ll'l' Dll 0.42!“ l|_2-l "o “¡8.2 I :(l.9() HLK‘)“o I3_I °. 2_l 7.2 “a;

l’oslrill. p < 0.05 p < 0.0| p < 0.05

I)l’l (Hill-l |2().():ll.5 l-H) : 4.|

'I'ahla N” 13: Resultados de los % de Variación del diámetro arterial
(DA). nitritos y FvWpre y post-isquemia. pre y post-tratamiento con
quinapril. DB: DA basal, DP]: DApost-isquemia. HTA-DBT basal:
pacientes hipertensos diabéticos pre-tratamiento. HTA-DBT Postrat:

pacientes hipertensos diabéticos post-tratamiento con quinapril.

5.l DISCUSION

L'dfunción endotelial evaluada por la vasodilataeión post-isquemia de la arteria

braquial presenta una marcada alteración en los pacientes diabéticos y en hipertensión.

La evaluación del DA por eco Doppler es una técnica incruenta. que puede repetirse en

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

manifestaciones clínicas de enfermedad cardiovascular. Esta prueba. refleja la

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

cuanto a su actividad vasoreguladora.

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

producir vasodilatación, produce vasoconstricción. El estudio de la respuesta coronaria

se 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 razón

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

evalúo la respuesta vasodilatadora en la arteria braquial midiendo por eco Doppler su
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diámetro pre y post-isquemia de 5 minutos de duración. aplicando una presión de 200

mm l-lg. La vasodilatación producida por la isquemia es una acción dependiente del

endotelio.

En los pacientes la respuesta vasodilatadora post-isquemia estuvo por debajo del

límite considerado normal. es decir. fue menor de lO % y en el grupo control fue mayor

del lO %. Esta prueba evalúa el aspecto vasomotor del endotelio. que se encuentra

alterado en diabetes, hipertensión. dislipemias. tabaquismo. etc. La posibilidad de

mejorar la función endotelial disminuiría en estos pacientes el riesgo asociado de

padecer eventos trombóticos. por esta razón se los recvalúo luego de 8 semanas dc

tratamiento con una droga antihipertensiva del grupo de los lF.CA que tiene efectos no

sólo sobre la disminución de la tensión sanguínea. sino también sobre la función

cndotelial, hallándose que ésta mejoró en estos pacientes (Figura N° 40). La respuesta

vasodilatadora a la isquemia fue significativamente mayor (p < 0.05) después del

tratamiento. La diferencia entre las respuestas pre y post-tratamiento fue mayor del 2 °/o.

siendo este valor indicativo de mejoría endotelialm. Luego del tratamiento la variación

del DA en los pacientes fue mayor del lO %. En este estudio el tratamiento con un

lECA no modificó el DA basal (previo a la isquemia). pero sí la respuesta post­

isquemia, dada por un mayor DA debido a la mejoría endotelial.

En cuanto al nivel plasmático de FvW. se halló una diferencia significativa entre

los pacientes pre-tratamiento y los controles (p < 0,02) (Figura N° 39). En el grupo

control la diferencia entre los niveles de FvW pre y post-isquemia hiperemica fue de

15.07 % (p < 0.0|) y en los pacientes pre-tratamiento esta diferencia fue de 7.2%

(p = NS). Luego del tratamiento con quinapril los pacientes presentaron una mayor

liberación de l-‘vWpost-isquemia: l0.89% (p < 0.05), asemejándose esta respuesta a la

dc los controles (Figura No 38).

La isquemia hiperémica es un estímulo para la liberación de NO y en los

controles sc halló una diferencia pre y post-isquemia de 13.3 % ( p < 0.03). lin los

pacientes pre-tratamiento no se encontró diferencia entre los niveles pre y post­

isqucmia, que además 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 función endotelial habría una menor activación

de iNOS, y consecuentemente. un menor nivel plasmático de N() y una mayor respuesta

a la isquemia.
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15.40 °/o ¡0.89 %

p<0.0]
0.71 °/o pNS

50 IFVWBASAL
.FVW PI

40

20
0 .

Control lltantBasal HtantPosTt

Figura N039: Nivel de FvWbasal
Figura No38: Nível de FvW (pre-tratamiento) de pacientes y

pre y post-isquemia en el grupo control: controles (p < 0,02).
porcentaje de variación = 15,40% (p < 0,001);

en lospacientes pre-tratamiento: porcentaje
de variación : 0.71% (p NS)y en los pacientes
post-tratamiento: porcentaje de variación : 10,89%

(p < 0,02).HtantBasal: nivel de FvWbasal
en los pacientes diabéticos hipertensos;

HtantPosTt: nivelde FvWpost-tratamiento
en los pacientes diabéticos hipertensos.

(LS r

0,48

0,464

0.44­
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Figura No40: Diámetro arterial (cm) Figura No41: Nivel de NO en los pacientes
de lospacientes pre y post-isquemia pre y post-isquemia pre-tratamiento con

pre tratamientoconquinapril quinapril. (Htant pretrat), porcentaje de
(HtantB): porcentaje de variación = variación = -6,9 % (p < 0,05); nivel de N0
7,2 % (p NS); diámetro arterial pre y en los pacientespre y post-isquemia post­
post-isquemiapost-tratamiento con tratamiento (Htantpostrat), porcentaje de
quinapril (HtantTt): porcentaje de variación = 7,2 % (p < 0,05) y controles

variación = 11,24% (p < 0,05) y pre y post-isquemia."porcentaje de
controles pre y postisquemia.‘ variación = 13,3 % (p < 0,03).

porcentaje de variación = 15,07 %
(p < 0,01).
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En las Figuras N° 42 y 43 se observan las fotografias de la medición del diámetro de

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

Figura No42: Medición del diámetro
pre-isquemia de la arteria braquíal por

eco Doppler.

Figura N043.‘Medición del diámetro arterial
post-isquemia de la arteria braquíal por eco-Doppler.

Isquemia.‘ Se aplicó en el antebrazo un manguíto
de presión insuflado a 200 mm Hg durante 5 minutos.
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5.2 CONCLUSIONES

La droga utilizada controla la tensión arterial a través de la inhibición de la

enzima convertidora dc la angiolensina. _\'también. mejoraría la función endotelial. Si

bien cl diámetro arterial basal. tanto prc- como post-tratamiento. no sc modificó. la

respuesta vasodilatadora a la isquemia hiperémica se incrementó. La función endotelial

post tratamiento, medida a través de la liberación de [-‘vWy de NO. se asemejó a la del

grupo control.
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6 EFECTO DE DOS DROGAS ANTIHIPERTENSIVAS SOBRE LA FUNCIÓN

ENDOTELIAL. EVALUACIÓN POR ECO-DOPPLER.

6.! Porcentaje de variación del diámetro de la arteria braquial cn la prueba de

isquemia hiperémica.

6.2 Medición de parámetros plasmáticos asociados a disfunción endotelial: FvW y
PAI-l.

6.3 EVALUAClÓN PRE-TRATAMIENTO

Se evaluaron 30 pacientes diabéticos tipo 2 hipertensos. con función renal

conservada. bajo tratamiento con sulfanilureas y un grupo de 10 individuos sanos

(Grupo C) comparables en edad, sexo. índice de masa corporal (IMC). habitos

alimentarios y de fumar.

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

En la Tabla N° 14 se detallan los datos de pacientes y controles.

Variable Grupo A Grupo B Grupo C

lidad (años) 55,4 i 5,8 52,9 i 7,2 53,5 i 6,7

Sexo (ll/M) 8/7 8/7 5/5

IMC (kg/m2) 27.7 28.1 76 9

Fumadores (%) 4 3 l

(ilucemia (g/l) l.43 i 0.5| 1.52 i 0.59 l.07 i 0.15

TAS (mml lg) 155.5 i ().l 159.4 i 5.8 l28.4 i 2.3

'l‘AD (mml-lg) 98.8 i 8.1 99.] i 8.2 85.4 i 3.7

Tabla N" [4: IM( índice de masa corporal: TAS:Iensión arterial sistólica: TAD:

tensión arterial diastólica. Grupo A.' n = 15: Grupo B: n Z [5: Grupo ('.' n '—10. Entre

los Grupos Ay B no hay diférencias significativas en todas las variables. En GI A vs ('

y B vs (' p < 0.05. en TASA vs (' y B rs (' p < ().()4_1'en TAD A vs (' y B vs (' p< 0.05.

Los resultados están expresados como media i DE.
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6.3.] Medición de la variación del diámetro de la arteria braquial por eco

Doppler pre y post-isquemia:

Grupo A Grupo B Grupo C

Variación del

diámetro 7.2 6.9 15.1

arterial (%)

p A vs B = NS; p A vs C = 0.001: p B \'s C : ().()()l

6.3.2 Porcentajes dc variación pre y post-isquemia de los marcadores plasmáticos
dc disfunción endotelial:

% de variación Grupo A Grupo B Grupo C

FvW 0.78 0.82 15..”

PAI-l 0.91 0.86 12.4

FVW: p A vs C. p B vs (‘ = 0.00]

PAI-l:pAvsC.vasC=0.0l

6.4 REEVALUACIÓN DE LOS PACIENTES LUEGO DE 8 SEMANAS DE

TRATAMIENTO CON:

Quinapril (20 mydía)
Ncbivolol (5 mydía)

Mecanismo de acción de quinapril: actúa inhibíendo a la enzima convertidora de

angiotcnsina (IECA).
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Mecanismo de acción de nebivolol: actúa como antagonista de los B.­

adrenorcceptores cardio-selectivos produciendo vasodilatación mediada por NO.

Post administración durante 8 semanas de:

Grupo A : quinapril

Grupo B : nebivolol

Grupo C : placebo

Reevaluación a las 72 horas de suspendido el tratamiento.

6.4.1 Medición de la variación del diámetro de la arteria braquial por eco Doppler

pre y post-isquemia:

Grupo A Grupo B Grupo C

Variación del

diámetro l 1.2 14.4 15.9

arterial (%)

pA vs B 0.02;pAvsC ‘ 0.0]: p B \'S(' =

6.4.2 Porcentajes de variación pre y post-isquemia de los marcadores plasmáticos
de disfunción endotelial:

% de variación Grupo A Grupo B Grupo C

I-‘vW ¡0.9 14.8 16.7

PAI-l ¡2.5 17.3 18.2

FvW : pA vsC = 0.01. p B vs C =().()7. pAvs B = 0.04

PAI-l:pAvsC=0.0l.pBvsC=NS.pAvsB=0.03
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6.5 CORRELACIONES

Se halló una correlación positiva entre el nivel de FvW y el diámetro arterial

(p<0.001) del Grupo C vs los Grupos A y B.

6.6 CONCLUSIONES

En esta evaluación se encontró que el tratamiento con ambas drogas mejora la

función endotelial.

Los pacientes tratados con nebivolol presentaron una mayor respuesta en la

vasodilatación endotelio-dependiente y en los marcadores plasmáticos quc los

pacientes medicados con quinapril. indicando que la vía metabólica del NO sería más

eficiente que la de inhibición de la enzima convertidora de la angiotensina. en cuanto a

al efecto restaurador sobre el endotelio y a mejorar su función vasodilatadora.
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7 SEGUIMIENTO DE 49 PACIENTES HIPERTENSOS BAJO TRATAMIENTO

CON NMVOLOL DURANTE5 MESES

7.] RESULTADOS

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla N° 15. Entre la consulta inicial y

el primer control la diferencia en los valores medios dc TAS resultó significativa: TAS

vs 'l‘ASlC p < 0,05, entre la consulta inicial y el 2d" control: TAS vs TAS2CO p < 0.05

y entre la consulta inicial y cl 3er control: TAS vs 'l‘AS3CON p < 0.05. pero entre el

segundo y el tercer control no se registraron diferencias significativas: TAS2CO vs

TAS3(‘()N p = NS (Figura N” 45). En la TAD se encontraron diferencias significativas

entre los valores medios de la consulta inicial (TAD) y el lr". 2do y 3"'c0nlrol. p<0.05

respectivamente. mientras que entre el lr0y 2d" control. como en el caso dc la TAS. no

se observaron diferencias significativas (p = NS) (Figura N° 46). Las variaciones tanto

en la TAS como en la 'l'AD de cada paciente entre la consulta inicial y el control a los 5

meses se observan en las Figuras N" 47 y 47bis. p < 0.00] y p < 0.05 respectivamente.

Como se observó un descenso significativo en TAS en 47 de los 49 pacientes. la

respuesta a la droga fue buena. En la 'I'AD no se observó el marcado descenso

registrado con la TAS. Esto indicaría que el efecto principal de la droga seria sobre la

tensión sistólica y no sobre la diastólica.

No se observaron cambios en el IMC. GI e I (p = NS). En cuanto al perfil

lipídico se observó un descenso en el tCol (p < 0.05) y en TG (p < 0.05) pero no en

LDL y IIDL (p = NS). Se encontraron diferencias significativas entre la visita inicial y

el control a los 5 meses en los valores de FvW (p = 0.001) y PAI-¡(p < 0.001). (Figuras

48 y 50 respectivamente). estos descensos indicarían una mejoría de la función

cndotelial. El nivel plasmático de NO aumentó entre la consulta inicial y el control a los

5 mcscs(p < 0,05) esto es debido a que la acción de la droga cs producir vasodilatación

a través de la liberación de NO y bloquear los receptores [3|adrenérgicos.

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

descenso en la tensión sistólica y una significativa mejoría en la función endotelial.
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TablaN"15:Resultadosobtenidosenelgrupode49pacienteshipertensosentratamientoconnebivolol5mg/díadurante5meses.

IMCGItColLDLHDLTGlTASTADFvWNOPAI-l(kg/m2)(g/l)(mg/dl)(mg/dl)(mg/dl)(mg/dl)(U/ml)(mmHg)(mmHg)(U/ml)(pM)(U/ml)

Con.l29.]:6.0lO7.lilS.l224.4137.0l47.4i34.444.!i6.9l7l.8i56.8¡2.3i8.l155.5i6.l90.8i7.91.38i0.4437.2i‘).83.33i0.98

¡“Con----------------—-------------------l39.2i10.785.5i7.6------------------------­2'Con-----------------------------------¡39.2i10.785.5i7.6------------------------­

3“Con28.4:59¡06.8i20.0210.7:215l37.7i35.944.5i6.9¡53.8i326ll.78i6.7l30.9i8.482.4i6.7I.23i0.3l4|.2i1222.4li0.65

ConJ:consultainicial:¡”Comprimeraconsulta:2"Con:segundaconsulta;3Ton:terceraconsulta:IMC:índicedemasacorporal

(kg/n12):GI:glucemia(g/l’l):tCOI.‘colesteroltotal(mg/dl):TG:triglicéridos(mgdl);I:insulincmia(U/ml):TAS:tensiónarterialsistólica
(mmHg):TAD:tensiónarterialdiastólica(mmHg):FvW:factorvonWillebrarzd(U/ml):N0:oxidonítrico(,uM):PAl-l.‘inhibidorch

activadortisulardelplasminógeno(¿I/ml).Losresultadosestánexpresadoscomomediai-DE.
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TAS TAS1 C TASZCO TASSCON

Figura No 45: Comparacion entre los valores medios de la
Tensión Arterial Sistólíca en la consulta inicial (TAS); en el
1” control (TASIC); en el 2° control (TASZCO) y en el
Se’control a los 5 meses (TAS3CON). Valores de .p TAS y
TASIC < 0,05;pTASy TAS2CO(50,05,‘pTASy TAS3CON
0,001; pTASZCOy TAS3CON : NS

110

100

ÉíÉH
60

É
*30

N = 4a 4a 4a 48

TAD TAD1C TADZCO TAD3CON

Fígura No46: Comparación entre los valores medios de la TensiónArterial
Diastólíca en la consulta inicial (TAD); en el le" control (TADIC):en el 2° control
(TAD2CO)y en el 3" control a los 5 meses (TAD3CON);pTADy TADIC < 0,05;

pTADy TADZCO< 0,05; pTADy TAD3CON< 0,001;pTAD2COy TAD3CON: NS
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Value
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Figura No 47: Variación de TAS(mm Hg) en
cada paciente controlado (49pacientes), al
inicio (TAS——)y a los 5 meses de tratamiento
(TAS3('()N*—)

110

TAD

60 TAD3CON

1 7 13 19 25 31 37 43

4 10 16 22 28 34 40 46

Figura N047bis: Variación de TAD (mm Hg) en
cada paciente controlado (49pacientes) al inicio

(TAD—) y a los 5 mesesde tratamiento
(TAD3CON—)
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95%CI

95%CI

1.21

N = 45 4-8

FVW3CON

Fígura No48: Descenso en los niveles de FvW
(UI/ml) luego de los 5 meses. (p < 0,001). FvW:

consulta inicial; FvW3CON: a los 5 meses.

46

44

42

4o —_

38

36

N = 4a 4a

NO NO3CON

Figura N” 49: Aumento en los niveles de N0 (yM)
entre la consulta inicial WO) y a los 5 meses

(NO3CON), p< 0,05.
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95%CI

N = 4a 48

PAH PAI3CON

Fígura N" 50: Descenso en los niveles de PAI-1
(UI/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° l6. Entre la consulta inicial.

el 2duy 3cr control la diferencia en TAS resultó significativa p < 0.05 respectivamente,

entre el segundo control y el tercero no se registraron diferencias significativas (Figura

N“ Sl). En la TAD no sc observaron diferencias significativas. entre los valores dc la

consulta inicial y los controles posteriores (Figura N° 52). En la 3“ consulta los valores

de 'l'AS fueron similares a los de la consulta inicial. debido a ésto en la Figura N“ 53 se

observa la variación entre la consulta inicial y la 2". Como esta variación se encontró en

25 de los 30 pacientes. ésto estaría indicando que en este grupo de pacientes no sería

suficiente el régimen higiénico-dietético para controlar su tensión arterial. Se

encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en los valores de TG, (COL, y LDL

entre la consulta inicial y el control a los 5 meses. pero no en los valores de FvW. NO y

PAI-l.

1704 l ‘I

162
I"------- -* t

I l | l

I i

HI i 1 ‘
l

_ l

l l

145- |

l _J í
13a . i

i

IJÜ­

TAS ns": narco rAsacON

120 cases

F¡guru N"5I.‘ Comparación de los valores medios de las Tensiones Arteriules Sislólicus

expresados en Inm Hg en lu consulta inicial (TAS):en el I” control (TAS/(7: en el 2" control

(TAS2( '()) y en el 3" conlrol (TAS3( '()N j: p TAS vs TAS/C = NS: p TASrs TAS2('() < 0.05;

p TAS vs TASJC'ON < 0.05: p TAS/C vs TAS2('() —-NS.
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TablaN"16:Resultadosobtenidosenelgrupode30pacienteshipertensosconrégimenhigiénico-dietéticocontroladosdurante5meses.

IMCGItColLDLHDLTGlTASTADFvWNOPAI-l(kg/m2)(g/l)(mg/dl)(mg/dl)(mg/dl)(mg/dl)(U/ml)(mmHg)(mmHg)(U/ml)(uM)(U/ml)
C0n.|29.9i5.4|08.lil9.l225.0i33.2|43.6i27.94|.8i8.8l93.3i|49.5l3.3i7.7l54.2i6.390.3:7.4|.49:0.439.7il0.33.6il.O

I'Con---------------------------------------------------------------------|55.2i||.490.5:65------------------------­Z'Con--------------------------------------------------------------------IS|.3ilO.390.2i5.6------------------------­
3"C0n29.7:53|06.8i"0.02l0.7i7l.5|37.7i35.944.5:69¡53.8i32.6¡40:82|52.2il0.l82.4:6.7l.48i0.3639.5:I¡.93.5:l.0

IMC.'índicedemasacorporal(kg/mg):GI:glucemia(g/l):tCol:colesteroltotal(mg/dl):TG:triglicéridos(mg/dl):I:insulincmia(U/ml):

TAS:tensiónarterialsistólica(mmHg):TAD.‘tensiónarterialdiastólica(mmHg):PAl-l(U/ml):FvW:factorvonWillebrand(U/ml);

Conl:ConsultaInicial:¡”Comprimeraconsulta:2"C0n:segundaconsulta:3"C0n.'terceraconsulta.

N0:óxidonítrico(yM).PAl-l.'inhibidordelactivadortisulardelplasminógeno(¿Ü/ml).Losresultadosestánexpresadoscomomediai-DE.
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100­

TAD TADÍ C TADZCO TADJCON

‘20 cases

Figura N"52: (‘omparación de los valores medios de las Ïensiones Arteriales

Diastólicas expresados en mmHgen la consulta inicial (I'AD): en el l control

(MD/(Í); en el 2"c0mr0/ (l'AI)2( '()) y en el 3‘”control ('I'AI)3('()N ).

p'I'Al). 'I'ADK‘ NS: p'l'AD. ÏA1)2(‘() ” NS: pTAD. TA1)3(‘()N * NS.

now ;
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l'igura No53: Variación de la Tensiónarterial sistólica (TAS)entre la consulta inicial
(TAS)y la consulta a la 2“consulta ('l'AS2('())de cada paciente controlado

(30pacientes) 'I'AS—- y MSX '()
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La mejoría observada en el perfil lipídico se debe a la dieta hipocalórica e hiposódica

que seguían los pacientes. pero no fue suficiente para controlar la tensión arterial ni para

mejorar la función endotelial. ya que no se observó una disminución de los niveles

plasmáticos de FvW ni de l’Al-l. lil NO se encontró dentro de los valores normales y

no sc modificó luego de los 5 meses de dieta hiposódica e hipocalórica.

En consecuencia la dieta presentó beneficios en cuanto a la disminución de los lípidos.

que representan un factor de riesgo cardiovascular. pero no logró modificar

sustancialmente la tensión arterial. si bien hubo una disminución global de TAS entre el

inicio y los 5 meses. hubo una gran variación cn la respuesta individual y en varios

pacientes no fue efectiva para controlarla. lil efecto de la dieta sobre 'l'Al) resultó menor

que sobre TAS.
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l CULTIVOS CELULARES: CÉLULAS ENDOTELIALES HUMANAS DE

CORDÓN UMBILICAL (HUVEC)

l.l ACCIÓN DE AGEs Y TNFa SOBRE HUVEC

En la Tabla N“ l7 sc detallan los resultados obtenidos por cuadruplicado

FvW (%) Nitritos (uM)

(‘Ii l,l:0,l 20‘0:O,2

(‘l'ï + BSA (300 pg/ml) l.4i0.l 27.li().2

(T; -t AGP-,3(300 pg/ml) 2.5i0.2 40.5:03

CL-' l AUljs * 'l'Nl-‘a 4.0:0.3 941.4320.3

(‘li + 'l‘Nl-‘a(I7 ng/l) 3.0i().2 45.()i().3

'I'uh/u N" l 7.’AL'Iivación de células andare/¡alas va.s'culur'e.s'(HL/VEO por AGES
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1.2 SOBRENADANTES DE CULTIVOS HUVEC. RESULTADOS DE LA

ELECTROFORESIS EN PAGE- SDS.

PM BSA BSA-AGES

Figura Na58.' Electroforesís de los sobrenadantes de los cultivos de H UVEC.Se
observa una banda de 130 kDa correspondiente a y otra a 66 kDa correspondiente

a....... ..PM.‘ Marcadores de Pesos Moleculares; BSA.‘HUVEC + BSA;
BSA-AGEs: H UVEC + BSA-AGEs

1.3 EXPRESIÓN DE ¡NOS EN CELULAS ENDOTELIALES. RESULTADOS
DEL WESTERN BLOT.

El western blot del gel indicó la expresión de iNOS dentro de la fracción

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

Control BSA BSA-AGEs
Negativo

Figura N059: Western Biol
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1.4 RESULTADOS DE INMUNOFLUORESCENCIA EN CE.

Marcación de HUVEC post activación con AGEs.

.Fígura No60: Expresión del FvWpost AGEs en CE vasculares cultivadas en

vidrios móviles (630x)

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

Las células tratadas con anticuerpo anti-VE-caderina migraron más que las

controles. (Figura 61, color rojo).

La diferencia en la migración no se debió a una proliferación diferente ya que el

número de células inhibidas no varió significativamente respecto del de las células

controles.

La migración en presencia de AGEs fue intermedia entre el control y el ensayo

con anticuerpo, sugiriendo que los AGEs actuarían inhibiendo las uniones célula-célula

en un grado menor respecto del anticuerpo. (Figura 61, color azul).

La VE-caderina incrementó la cohesión de las uniones célula-célula y por este

motivo es menor la migración celular respecto de las células inhibidas. Es un marcador

específico de las CE y un marcador temprano de la diferenciación de las CE in vivo.

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

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

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

um

SN1BS
300

AGEs
200 °

100
Control

0 2 4 6 8 10 14 16 horas

Figura N" 6/ .' Migración de Hill/[:1 ' en presencia de AGES.

La VE-eaderina. se localiza en las uniones estrechas de las CE. Está presente en

todos los tipos y tamaños de los vasos sanguíneos. Cuando la permeabilidad de las CF.

se incrementa por la acción de agentes tales como: trombina. elastasa y factor de

necrosis tumoral (TNFot) en combinación con y-interferón (leF), el patrón de

distribución de VE-caderina se ve severamente alteradom.

El estudio de la expresión de VE-caderina en una variedad de situaciones en las

cuales sc afecta cl normal funcionamiento del endotelio vascular aporta un dato

fundamental en la evaluación de las angiopatias. en especial en la angiopatía diabétiea.

su expresión alterada puede contribuir a la disfunción y a la discontinuidad del endotelio

vascular.
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2 ANIMALES: RATONES BALB/c

2.1 Cortes histológicos de arterias

y u' s i_

- L 3:“; E

:3? {3).
7- ’ f <5

¿33: x ‘ L

A h « “:1 —;¿_\
l Ï' Z

FiguraN”
k; ,

Figura N" 63:

Arteria elástica 20x eosína Arteria elástica 20x PAS

Figura No64: Figura N” 65:

Arteria post-A GES 100x Arteria post-A GES 100x PAS

2.2 Cortes histológicos de riñones

'Ï' "yW-rut-v.
. “NF‘t «¿a ‘“¡mi ' 5A

vr ' ¿a "a:3; ’='. 1

" "ÏV‘V'Í y, "’ í; .J “n " E " " s Y.¡tu EN};' Fixglfinr"Á¿x4’“. 11“ '
Figura N" 66: Figura N" 67:

¡«((1%.""1 ‘ 'Isi»:
(N; , q;«Ü'UY?" 41;};

YJ.

Glomérulo control (BSA) 40x Glomérulo de animal tratado (AGES) 40x
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Figura No68: Figura N“ 69:

Glomérulo control 100x Glomérulo de animal tratado 100x

Los cortes histológicos realizados luego del tratamiento con AGEs mostraron imágenes

alteradas. El endotelio vascular se vio interrumpido en varios segmentos en las arterias

elásticas 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 acumulación de AGES en las

celulas endoteliales que se demostró por la técnica histoquímica de PAS.
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2.3 MEDICIÓN DE PARÁMETROSsÉmcos

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 insulincmia y del nivel de hemoglobina glicosilada.

Se observó una marcada disminución del óxido nítrico en los sueros de los

ratones tratados con AGEs.

1.4 ‘ e 7 12 .

1.2 l! 2 10 .' T

Q 1 l ï E9 3 3 l
2 03 <2 ‘

E 0.-, l l s 6
.8. E 4 A .l.

o 0,4 I É

0.2 — 2 '
0 l 0 l

DAGEs ElControI DAGEs DControI

Hgm-a 7(); [ww] de ¿{mmm e" F¡guru "I .' Nível de insulina en
sueros de ratones. Mélou’o de SUWÜSde "UNWCAZMéÍOdO de

glucosa oxidasa. p.‘NS. ¡3115/4- [KU-03­

A 16 l ¿o 120 7
É: 14 ' -‘:’ l

tu l g 100 -‘ l

B 12 i G8 l
'Q 1° l E 8° 7' 'E
a, 8 l + 60 - T

I l 9: 4o s
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'U l c 20_ a, .
É 2 l 3
Z o l 0 .

Z DAGES
DAGEs ElControl Deontmes

¡gl-gm.“77. MW, de Figura '3.‘ Nivel de .\'() en sueros
hemoghmmu g¡¡¿.0_\.¡¡udue" de rarones. Metodo de (¡r-less
warm. de “¡uma ¡”001 (mIriIos ° nitratos). ¡»10.03.
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Grupo Glu (g/l) lns (UI/ml) HbA¡c% Concentración
de nitritos +

nitratos (uM)
A) AGl-Zs 0.84 i 0.35 8.9 a 1.9 ¡2.8 i 2.0 58 :t 8

B) Control 0.68 i 0.13 5.0 i l.() 9.3 i 0.2 95 119

p NS <0,0S <0,05 <0,05

Tabla N“ IX: Parámetros séricos de ratones controles y tratados con AGES. Los

resultados eslán expresados como media i DE.

2.4 ANÁLISIS DE LA INDUCCIÓN DE ¡NOS EN MACRÓFAGOS

PERITONEALES

2.4.] Observación microscópica de extendidos de macrófagos

La activación con LPS fue efectiva para maerófagos provenientes de ambos

grupos de ratones. Se observó el mismo cambio de morfología: un aumento de tamaño

del citoplasma y degranulacion.

2.4.2 Medición de nitritos en sobrcnadantcs de cultivos de macrófagos

La concentración de nitritos de los medios de cultivo dc los maeról‘agos

provenientes de animales pretratados con AGEs fue significativamente mayor (p < 0.05)

que la de los controles. Esto refleja una mayor producción de óxido nítrico y sugiere la

activación de eNOS y/o la inducción de iNOS.
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l——l

Nitritos(nmol/mgdeprot)

O4N0)AU1O)NCD(OO

r_

[INES DCII'tId

2.4.3 Expresión de la enzima ¡NOS

Nitritos

(nmol/mg
Grupo Nitritos (uM) proteína)
A) AGEs 36,9 i 2,2 8,2 i 0,7

B) Control 11,5 11,8 5,8 i ¡,2

p 0,05 0,05

Figura .\'" 74: Producción de óxido nítrico en
macro/agas perímneales. Los resultados están

expresadas como media i- DE.

lil dot blot mostró un reconocimiento positivo de la enzima ¡NOS para el grupo

A (tratados con BSA-AGES) y negativo para el grupo B (tratados con BSA). sugiriendo

la posible inducción de la síntesis de la proteína bajo la estimulación de AGEs. (Figura

No 75). HI western blot mostró el mismo resultado. Además. las células tratadas con

Afilis y marcadas por inmunofluorescencia indirecta. fueron positivas. mientras que las

controles fueron negativas para iNOS.

AGEs BSA Ctrl + Ctrl ­

Figura N" "’5: D0! Blol. ( 'Irl. ' .' ¿"(mimi
pnsilim. ('lrÍ.-.' control negalii'o.
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2.5 DISCUSIÓN.

2.5.1 Señalización lntracelular en respuesta a AGEs

Wu C. el aim. demostraron que. en la línea celular RAW 264.7. macrófagos

murinos. los AGEs son capaces de activar la trasloeación de Nlï-kappaB a traves de una

cascada dc fosforilacioncs que involucra a Pl3K. PKC y p38 MAPK. Si bien en el

presente trabajo no se midió directamente expresión o transloeación 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 sensibilización a la acción

de LPS como la inducción o activación de la expresión de receptores. intermediarios en

la transducción de la señal u otros factores de transcripción.

2.5.2 El modelo experimental

Luego de cuatro semanas de inyecciones intraperitoncalcs de AGEs no se

detectaron diferencias significativas en la glucemia. Sin embargo. los animales

desarrollaron hipcrinsulinemia y el nivel de hemoglobina glicosilada aumentó

significativamente con respecto a los controles.

lil aumento de la insulinemia en los ratones tratados puede llevar a la

descnsibilimción de los receptores de insulina por endocitosis. Con el tiempo el animal

dejaría de responder a la hormona y no podría regular la glucemia.

La glicosilación de la hemoglobina evidencia la presencia de AGEs en
circulación.

Debido al aumento de la insulina. la glucosa permanece regulada. al menos en el

momento de la extracción. Esto es característico de la diabetes tipo 2. La intolerancia a

la glucosa es previa a la enfermedad. listo es debido a que la complicación vascular

comienza en una etapa preelíniea.

En esta etapa, la glucemia basal puede resultar normal enmascarando así el

problema cuando el análisis es de rutina. Por el contrario. el nivel de hemoglobina

glicosilada puede predecir la enfermedad macrovascular. A su vez. la glucemia

postprandial (o glucemia de segunda hora) correlaciona mejor con el riesgo de

enfermedad cardiovascular. Algunos autores sugieren que la hiperglucemia post­
252

prandial debería ser considerada como un marcador de riesgo .
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En los pacientes diabéticos tipo 2 en la etapa post-prandial se activan factores de

la coagulación, se pierde la capacidad de vasodilatación. se activa la I’KC en células

vasculares y mesangiales. aumenta cl stress oxidativo y la glicosilación no enzimática

dc proteínas dando lugar a la producción de AGEs. Como consecuencia. se dan las

condiciones para que ocurra el daño vascular.

En este estudio se observaron los daños producidos por los AGES. lil monitoreo

continuo dc 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 ANÁLISIS DE LA INDUCCIÓN DE ¡NOS EN CÉLULAS U-937.

La línea celular lJ-937 fue diferenciada a macrófagos (ver Materiales y Métodos.

Figura N“ 26). La diferenciación de U-937 a macról'agos fue corroborada por su

habilidad de reducir el azul nitro-tetrazolio (NTB). Las células tratadas con DMSO 1%
N. . , . . , . 2:3

fueron tenidas con NTB y aproxrmadamente el 65 % mostro activrdad fagocitica ‘ .

3.1 MEDICIÓN DE NITRITOS EN SOBRENADANTES DE CULTIVO

Grupo Nitritos (DM) Nitritos (nmoI/mg proteína)
A) AGl-Is ¡6.54 i 5.76 2.52 i 1.00

B) Control 2.89 i 1.54 0.30 :‘r0.04

p 0,05 0.05

Tath N" I 9."Los raw/lados están expresados como media I DE.

3.2 EXPRESlÓN DE LA ENZlMA ¡NOS

Los lisados de células tratadas con AGEs mostraron reactividad positiva para

¡NOS por western blot. mientras que los controles sólo mostraron el background

incspccífico. listo indicaría que el aumento encontrado en la producción dc Óxido nítrico

correspondcria a una inducción de ¡NOS in vitro por acción dc A0135.

AGEs AGEsl/Z Control+ BSA BSA l/2

Figura N" 76: D0! 1310!.AGifs y BSA.' 300 ,ug/ml. AGEsy BSA I5(),ug/ml.

('(mlrol l .' ¡NOS obtenida u purIir de macro/agus marinos.
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Control BSA BSA-AGEs

Negativo

Figura N” 77.‘Weslern Blol. Expresión de ¡NOS en las células Iraludas con AGE):

3.3 DISCUSIÓN

3.3.] Los productos de glicosilación avanzada cn la disfunción cndotclial

Los AGEs juegan un papel importante en el desarrollo de la disfunción

endotelial en pacientes con DBT tipo 2. El daño endotelial observado en las aortas

abdominales de los ratones inyectados vía intra-peritoneal con AGE-BSA confirma la

primcra hipótesis del trabajo: la presencia de AGEs (AGE-BSA) en circulación. y no la

misma proteína sin glicosilar (BSA). contribuye al deterioro endotelial.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Pankewycz ().G. et al254y

con los de Popov D. el al254 (ratones espontáneamente diabéticos). En lesiones

ateroscleróticas humanas también se detectaron. por métodos inmunohistoquímicos. una

deposición extracelular de AGEs difusa y deposiciones intracelulares densas en celulas

espumosas derivadas de macrófagos y en CMLV.
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Se ha sugerido que estas moléculas glicosiladas depositadas en las lesiones

ateroscleróticas son endocitadas por los macrólagos en una etapa temprana y luego por

las (ÍMLV a través de un RAGH en una etapa avanyadazss.

El aumento de la expresión de ¡NOS es una de las respuestas celulares a la

interacción AGE-RAGE. Según los resultados obtenidos. tanto los macrófagos

peritoneales murinos como los macrólagos derivados de la línea celular monoblástica

humana U-937 aumentan su producción de NO y la expresión de la enzima ¡NOS luego

de la incubación con AGES. Esta respuesta se observó también en CE y en macrólagos

RAW 264.7256.Estos resultados confirman otra dc las hipótesis: los AGEs aumentan la

expresión de ¡NOS in vitro e in vivo.

Ante estos resultados y teniendo en cuenta los altos niveles séricos de NO

hallados en pacientes hipertensos y con DB'I‘ tipo 2. se esperaba que los sueros de los

ratones tratados con AGEs dieran el mismo resultado. Sin embargo. los resultados

fueron contrarios (Figura No 73). Los animales tratados mostraron un nivel de NO

significativamente menor a los controles. El metodo utili7ado mide indirectamente N0

biodisponible (a través de nitritos y nitratos) y no otros compuestos nitrosilados. L‘s

probable que el NO producido por ¡NOS en estas condiciones reaccione con anión

superóxido (02') y forme peroxinitrítos (ONOO') que no son detectados. En condiciones

normales. la generación de 02' es mínima (controles) sin embargo esta aumenta

significativamente en condiciones altamente oxidativas (presencia de AGEs.

hiperglucemia). También debe tenerse en cuenta que los AGFs son capaces de

neutralizar el NO por un fenómeno de quenching.

Dado que los peroxinitrítos son altamente citotóxicos. se presume que mediaron

algunos de los efectos de citotoxicidad por AGEs y contribuyeron al deterioro

cndotelial.
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CONCLUSIONES

La evaluación de la disfunción endotelial que presentan los DBT tipo 2 implicó

que se reali'laran diferentes estudios en los cuales se determinaron siempre los

parámetros metabólicos basales que definen a Ia enfermedad. En cada uno de los grupos

de pacientes diabéticos se determinaron. además. distintos parámetros especiales y no

habituales en el screening clínico.

El tamaño de las poblaciones de pacientes evaluadas. en cada caso clínico. se

debió a la disponibilidad de los mismos en los diferentes momentos en que fueron

estudiados.

En todos los casos. se seleccionaron a los pacientes en función del perfil clásico

de DBT tipo 2 y se analizaron sus variantes de angiopatías.

l. Los pacientes DBT tipo 2 expresan marcadores de activación plaquetaria:

Cl)62P y C063.

La expresión de CD62P y CD63 en la membrana plaquetaria es consecuencia de

la accion de agonistas tales como trombina. ADP. colágeno. etc. Los pacientes DB'I‘

tipo 2 estudiados se dividieron en dos grupos. Dentro del Grupo l. el 70 % expresaron

los mayores niveles de (‘DóZP y Cl) 63. que correspondieron a los niveles mas elevados

de (il y HbA“ (Tablas N° 8 y N° 9). En el Grupo 2 de pacientes. con caracteristicas

clinicas: nulis moderadas de diabetes respecto al Grupo l, se hallaron niveles similares

de (il y HbA¡c, ('l‘abla No 9) sin embargo. ninguno de los casos presentó expresión

CDÓZl’ y/o CD63 en la membrana plaquetaria. En estos pacientes. con menor daño

endotelial. la dosis de aspirina administrada (325 mg). sería suficiente para inhibir la

activación plaquetaria.

2. Los pacientes DBT tipo 2, hipertensos tienen alterado el metabolismo del

NO y presentan altos niveles de sP-Sel.

A pesar de los altos niveles de NO encontrados en los pacientes estudiados, el

estado hipertensivo persistió: en estas situaciones la biodisponibilidad de NO podría

estar reducida por mecanismos que involucrarian al anión superóxido. Se encontró que

los niveles de NO e l correlacionaron en los dos grupos de pacientes y que niveles

elevados de HbAlc y GI correlacionaron con el aumento de expresión de CD62P. es

decir. con el aumento de activación plaquetaria en los pacientes diabéticos.
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En la diabetes los niveles de sP-Sel se encuentran aumentados y relacionados

con la activación plaquetaria y la trombosis. En los pacientes estudiados no se observó

correlación entre los niveles plasmáticos del FvW y de SP-Sel. sugiriendo que esta

última tiene un mecanismo de liberación que no depende de los mismos parámetros que

el FvW, pero se encontró una correlación positiva en el Grupo A entre sP-Sel e l. sP­

Sel podría ser un producto de liberación endotelial y especialmente plaquetaria en estos

pacientes.

Se halló que los niveles de l correlacionaron con los valores de (‘l)62l’. N0 y

sP-Sel en los pacientes diabéticos y con los niveles de NO en los pacientes hipertensos.

lil aumento en el nivel de FvW. en la expresión de CD621). en la liberación de

sP-Scl y de las citoquinas proinflamatorias como el TNFa. contribuyeron en estos

pacientes. a un mayor riesgo de padecer eventos trombóticos.

3. Existe un desbalance entre la sintesis y liberación de ET-l y NO por el

endotelio vascular alterado. Se encuentran niveles aumentados de

reactantes de fase aguda tales como Fg, FvW y PAI-l.

Se encontró una correlación positiva y signilicativa entre NO e l y entre N0 y

FvW (p<0,05) y PCR vs FvW (p < 0.001) en el grupo de pacientes. Se hallaron niveles

de lil-l. N0. FvW. PCR y Fg aumentados en los pacientes respecto de los controles

(ver 'l'abla N" ll).

A pesar de los niveles altos de NO. como ya se dijo. el estado hipertensivo de los

pacientes. se mantuvo. por la baja biodisponibilidad N0 y también por los elevados

niveles de ET-l. La acumulación de metilargininas endógenas257 conduce a la

generación alterada de NO y también incrementa la producción de anión superóxido y

en consecuencia la formación de pcroxinitritos.

La hipercolesterolemia. la hiperglucemia y la aterosclerosis interfieren con la

producción de NO endotelial. El estado de insulino-resistencia agrava. sin dudas. la

patología vascular aumentando la producción y liberación de ET-l.

El Fg y el FvW. reactantes de fase aguda. están significativamente elevados y

este conjunto de factores de riesgo conducen inexorablemente a un estado

protrombótico.
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4. La condición de insulino-resistencia está asociada al aumento de liberación

de FvW y PAI-l.

El nivel de PAl-l correlaciona con la insulinemia. Esto concuerda con la

librinolisis disminuida hallada en el estado de insulino resistencia.

5. Las drogas antihipertensivas del tipo [ECA mejoran significativamente la

función endotelial de los pacientes

Las drogas tipo [ECA producen una mejoría de la función endotelial,

produciendo una mayor vasodilatación. medida a través del aumento del DA

post-isquemia. Los [i-bloqueantes que además inducen la síntesis de NO.

producen una mayor respuesta vasodilatadora que los llÉCA.

6. Las HUVEC son sensibles a la acción de AGEs modificando la expresión

de ¡NOS y la producción de NO y FvW.

Los estudios experimentales realizados con HUVEC en presencia de AGlïs,

dieron resultados que concordaron con lo hallado en los pacientes diabéticos

tipo”) ya que hubo mayor liberación de l-‘vWy se expresó la iN()S.

La migración incrementada de HUVEC en presencia de AGES. podría explicar

las interrupciones que se ocasionan en el endotelio vascular en la DB'l' 2.

7. Los ratones tratados con AGEs producen un cuadro de hiperinsulinemia

y aumento significatico de HbAh, manteniendo controlada la glucemia.

La producción de NOS se ve afectada. Hay daño vascular en los grandes

vasos y en los riñones.

8. Los macrófagos pcritoneales 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 expresó la iNOS en macrófagos peritoneales. además, se

produjo daño endotelial de los grandes vasos y en los glomérulos renales de los

animales. Se observó acumulación de AGEs en las CE.
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9. La línea celular monoblástica humana U-937 diferenciada a macrófagos

expresa grandes cantidades de ¡NOS cuando es cultivada cn presencia dc

AGEs

lin la línea celular U-937 diferenciada a macrófago. se produjo la expresión de

iNOS por acción de AGEs. de forma similar a la de los macrófagos provenientes

de ratones tratados con AGEs. Uno de los mecanismos de inducción ¡NOS sería

a traves de la acción de AGlis.

Los resultados experimentales obtenidos concuerdan con los hallados en los pacientes

estudiados y explican desde el punto de vista de la acción de los AGEs parte de los

trastornos presentes en la angiopatía diabética tipo 2.
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