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1. INTRODUCCION

En el ano 2000, aproximadamente 194 millones de personas en el mundo
padecian DM (2.8% de la poblacion mundial) y se espera sobrepase las 366
millones de personas para el 2030 (4.4% de la poblacién mundial) (Wild S et al
2004; Steiner G 2006). Su prevalencia en México en el 2006 fue de 14.42%,
que corresponden a 7.3 millones de mexicanos de la poblacion general
(Villalpando S et al 2010), se ha proyectado que existiran 11.7 millones de
mexicanos con diabetes en el 2025 (Federacién Internacional de Diabetes,
2003). Para los estados del centro occidente, entre ellos Michoacan en el 2006

la prevalencia fue de 18.3%(Villalpando S et al 2010).

La hiperglucemia cronica de la DM esta asociada con el dafo, disfuncién
y falla de varios 6rganos, principalmente ojos, rifiones, nervios, corazon y vasos
sanguineos (Asociacibn Americana de Diabetes 2010). Es una de las 10
causas mas frecuentes de hospitalizacién en adultos (Federacién Internacional
de Diabetes 2003). Desde el afio 2000 la cardiopatia isquémica y la DM son las
dos causas de muerte mas frecuentes en México. Por lo que su atencién es
uno de los mayores retos del sistema de salud (Cérdova-Villalobos JA et al

2008).
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2. MARCO TEORICO

2.1DIABETES MELLITUS

2.1.1 DEFINICION

La Diabetes Mellitus (DM) se define como un grupo de enfermedades
metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia, consecuencia de defectos en la
secrecion de insulina, accién de la insulina 0 ambos (Asociacion Americana de

Diabetes 2010).

2.1.2 ETIOLOGIA Y CLASIFICACION

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) ha clasificado la Diabetes
de acuerdo a su etiologia en cuatro grandes grupos: Diabetes Tipo 1, Diabetes
Tipo 2, otros tipos especificos (aqui se encuentran los de componente
genético, endocrinopatias, secundaria a farmacos, etc.) y Diabetes Mellitus
Gestacional. La gran mayoria de los casos se encuentran en dos de estas
categorias etiopatogénicas: Diabetes Tipo 1 (DM1) y Tipo 2 (DM2) esta ultima
es con mucho la forma mas comun, constituye el 90% de los casos en el

mundo.

En la DM2 se presenta una combinacién de resistencia a la accion de la

insulina e inadecuada respuesta de secrecion de insulina compensatoria. La
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combinacion de estas dos caracteristicas dan como resultado la hiperglucemia,
caracteristica que al presentarse de una forma marcada provoca la aparicién
de los sintomas clasicos que incluyen: poliuria, polidipsia, pérdida de peso y en
algunas ocasiones polifagia y vision borrosa. La etiologia de la diabetes es
inespecifica; se ha observado que el riesgo de presentarla aumenta con la
edad, obesidad central u abdominal y sedentarismo. Ocurre con mayor
frecuencia en mujeres con Diabetes Mellitus Gestacional previa y en individuos
con hipertension o dislipidemia y su frecuencia varia en diferentes razas y
subgrupos étnicos. Esta frecuentemente asociada a una fuerte predisposiciéon
genética, la cual es compleja y no estd claramente definida (Asociacion

Americana de Diabetes 2010).

2.1.3 PATOGENIA

La resistencia a la insulina (Rl) es una caracteristica distintiva de
alteraciones metabdlicas, incluidas DM2 y obesidad, las cuales se caracterizan
también por la presencia de disfuncién endotelial (DE) (Kim JA 2006). Estas
alteraciones metabdlicas son el factor de riesgo mas importante para las

enfermedades cardiovasculares (Ford SE 2005).

En conjunto los estudios celulares, fisiolégicos, clinicos vy
epidemiolégicos apoyan de manera importante la existencia de una relacion

reciproca entre Rl y DE (Kim JA et al 2006; Bakker W et al 2009; Leteif AA
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2005; Hamburg NM et al 2008; Balletshofer BM et al 2000; Pasimeni G et al
2006; Ardigo D et al 2006; de Aguilar et al 2006). Esta relaciéon y la
ateroesclerosis resultante se ha observado principalmente en DM2 (Kim JA et
al 2006; Bakker W et al 2009; Calles-Escandon J et al 2001; Benjamin EJ et al

2004; Meigs et al 2004; Tesauro M et al 2007; Meigs JB et al 2006).

La insulina desempefia un papel clave en la regulacién de varios
aspectos de la funcion y el metabolismo cardiovascular incluido el metabolismo
de la glucosa y de los acidos grasos de cadena larga, traduccién de proteinas,
produccién de oxido nitrico (ON) por el endotelio, tono vascular, aumento del

flujo sanguineo, entre muchas otras funciones (Bertrand L et al 2008).

La resistencia a la insulina (RIl) se define como la disminucién de la
capacidad de la insulina de estimular la captacién de la glucosa por el musculo
esquelético y el tejido adiposo y de suprimir la produccion hepatica de glucosa
(Haffner 2003; Kim J et al 2008). Se ha propuesto como el paso inicial y la que
juega el papel mas importante en el desarrollo de DM2 (Savage BD et al 2005).

En los dltimos anos, se ha demostrado que el endotelio vascular no sélo
cumple funciones de revestimiento sino que ademas se comporta como un
organo efector-receptor que responde a estimulos secretando las sustancias
adecuadas para mantener el balance vasomotor y la homeostasis tisular
regulando asi también la coagulacion, la fibrindlisis y la adhesion plaquetaria

(Esper JR et al 2006).
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El término disfuncion endotelial (DE) se refiere a una alteracién en la
capacidad del endotelio para mantener apropiadamente la homeostasis
vascular. A pesar de que el término es usado frecuentemente en referencia a la
pérdida de biodisponibilidad del 6xido nitrico, la disfuncion endotelial también
incluye un aumento en la produccion de vasoconstrictores, alteraciones en la
regulacion de la inflamacién, trombosis, angiogénesis y aumento del nivel
plasmatico de otros productos endoteliales (Widlansky ME et al 2003; Tabit EC
et al 2010). Los mecanismos fisiopatolégicos que contribuyen tanto a Rl como

a DE incluyen glucotoxicidad, lipotoxicidad e inflamacién (Figura 1).

GLUCOTOXICIDAD LIPOTOXICTDAD INFLAMACION

_ Estrés oxidativo. - Estrés oxidativo. - Fartores proioflamatorios.
- Producios de glicosilacién avanzada. - Seiiales proinflamatorias. (TNF-or, IL-1, IL-6, PAT-1.
- Via de Ia hexosamina. - Acidos grasos libres. FvW.CRP)

- Seiiales proinflamatorias.

DISFUNCION
ENDOTELIAL

RESISTENCIA
ALAINSULINA

DIABETES MELLITUS

Figura 1. Mecanismos fisiopatolégicos de resistencia a la insulina y disfunciéon endotelial
en Diabetes Mellitus
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Estos mecanismos moleculares vy fisiopatolégicoas subyacentes
relacionan reciprocamente la Rl y la DE y provocan un circulo vicioso que
refuerza la relacién entre las alteraciones metabdlicas y cardiovasculares (Kim
JA 2006; Tabit EC et al 2010). Se considera la disfuncién endotelial como el
evento inicial en el desarrollo de ateroesclerosis (Creager MA et al 2003; Steffel
J et al 2009) y por consiguiente del aumento del riesgo de presentar

complicaciones cardiovasculares.

2.2 BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL E INFLAMACION

La busqueda de marcadores bioquimicos de DE y prediccién del riesgo
de enfermedades cardiovasculares ha concentrado la investigacion de varios
grupos, la confluencia de algunas de sus hipétesis destacan la activacién de
factores relacionados con la inflamacién, trombosis y alteracién endotelial.
Formas solubles de estas moléculas pueden ser detectadas en sangre
periférica, sus niveles elevados se interpretan como marcadores de DE que
revelan el inicio y/o progresion de cambios arterioscleroticos de la pared

vascular.
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—

Figura 2. Biomarcadores de disfuncion endotelial e inflamacion

2.2.1 CITOCINAS INFLAMATORIAS

La DM2 esta asociada con a una respuesta inflamatoria crénica,

caracterizada por la produccién alterada de citocinas y activacién de vias de

senalizacion inflamatorias (Savage et al BD 2005; Beckman JA et al 2002). La

ateroesclerosis resultante de estas patologias es reconocida como una

enfermedad inflamatoria (Libby P et al 2002) el endotelio vascular se encuentra

afectado y ademas contribuye al proceso inflamatorio (Huang AL et al 2006).

La familia de las citocinas probablemente es el grupo de moléculas

mediadoras de la inflamacion mas estudiadas que incluyen: Factor activador de
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macréfagos (MAF), factor inhibidor de la migracién de macrofagos (MIF),
interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, etc.), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y quimiocinas [IL-8, proteina quimiotactica de monocitos-1
(MCP-1) e interferbn gamma (IFN-y)]. Desempefian diferentes funciones en el
desarrollo de la inflamacion y en el control de la duracién y naturaleza de la
respuesta inmune, principalmente por medio de la facilitacién de las sefales
intercelulares (Tedgui A 2005). Estas tienen capacidad de “activar” el endotelio
por via de la activacion del factor nuclear kB (NF-kB)(Monaco C et al 2006) y
por consecuencia promover la expresion de moléculas de adhesién como:
molécula de adhesién de células vasculares-1 (VCAM-1) y moléculas de
adhesién intracelulares-1  (ICAM-1) y factores quimiotacticos (Proteina
quimiotactica de monocitos-1) que aceleran el proceso inflamatorio y el
reclutamiento de los leucocitos en sitios arteriales especificos (Libby P et al
2002), lo que permite se inicie la expresion de la compleja cascada de
mediadores inflamatorios. En sistemas experimentales la “activaciéon” endotelial
esta relacionada a disminucion de la actividad del ON derivado del endotelio,
por la disminucion en la expresion de la éxido nitrico sintetasa (Verma S et al
2002), la cual se inactiva por la unién con especies reactivas de oxigeno (ERO)
cuya produccion endotelial esta aumentada en respuesta a las citocinas
(Stocker and Keaney 2004); esto acelera el proceso inflamatorio, promueve la

trombosis y dafna el tono vasomotor local (Huang LA et al 2006).
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El TNF-a es una citocina inflamatoria potente que estimula la expresién
de ICAM-1 y E-selectina que se une de forma preferente a los neutroéfilos.

La IL-1 induce la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 capaces de unirse a
linfocitos y monocitos, respectivamente.

La IL-6 es una citocina multifuncional que interviene en la respuesta
inflamatoria e inmune, se produce en respuesta a varios factores incluidos: IL-1
y TNF-a. La IL-6 es el determinante primario de la induccién de sintesis de la
proteina C-reactiva y de otras proteinas de fase aguda por el higado. Las
citocinas son producidas en varios sitios del organismo entre ellos el tejido
adiposo y células inflamatorias como los macréfagos y linfocitos (Tedgui A

2005).

2.2.2 FACTOR DE VON WILLEBRAND (VWF)

El FvW es una glicoproteina multimérica con un tamafno de 500 a 20,000
kDa y 3 funciones biol6gicas principales: acarreador y protector del factor
procoagulante VI, mediador de la adhesién plaquetaria a la matriz sub-
endotelial de los vasos sanguineos dafiados y mediador de la agregacién
plaguetaria. Actia como puente de union entre las glicoproteinas Ib (via

clasica) o llb-llla (via alternativa) expresadas en la superficie plaquetaria.

Es sintetizado por las células endoteliales y los megacariocitos. Se

almacena en los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales y en los
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granulos alfa plaquetarios; la regulacién de su liberacion de estos sitios no se
conoce completamente, se sabe que inductores de fase aguda como las
citocinas proinflamatorias promueven su liberacién. Los niveles plasmaticos de
esta proteina han sido relacionados a DE en varios desérdenes vasculares

(Virgds-sefior B et al 2008) y DM2 (Ouvifia SM et al 2004)

2.2.3 INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO 1 (PAI-1)

En condiciones normales las células endoteliales producen activador
tisular del plasminégeno (t-PA) para la formacién de plasmina a partir del
plasmindégeno, actida en unién a la trombina en el proceso de fibrindlisis. Sin
embargo, el endotelio "activado" o disfuncional genera tanto tPA como uPA
(activador tipo urokinasa) en presencia de trombina, disminuye su sintesis en
respuesta a la IL-1 o TNF-a. Simultaneamente, las células endoteliales
producen inhibidores del activador del plasminégeno (PAI-1 y PAI-2), enzimas
tipo serin-proteasas capaces de unirse e inactivar a los tPA y uPA, alterando la
fibrindlisis. La trombina, IL-1 y TNF-a aumentan los niveles de PAI-1,
potenciando, los mecanismos de aterogénesis al favorecer el depédsito de
fiorina en la pared arterial. Las causas desencadenantes de esta
hiperproduccién de inhibidores de la fibrindlisis permanecen inciertas, la
insulina parece regular sus niveles plasmaticos, por lo que la RI altera los

niveles de PAI-1 (Pandolfi A et al 2005; Tedgui A 2005).
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2.2.4 SISTEMA CD40/LCD40s

El sistema CD40/LCD40 son glicoproteinas transmembranales de 39-kD,
relacionada estructuralmente con el TNF-a. Se expresan principalmente en los
monocitos/macréfagos, células endoteliales, células del mdsculo liso y

plaquetas (Tedgui A 2005).

La interaccion de este sistema en estas células provoca una serie de
eventos que ocurren en la pared vascular y en la circulacion durante la
respuesta inflamatoria en curso, los cuales se identifican en un fenotipo
inflamatorio y protrombotico observado tanto en los estadios tempranos como
tardios de ateroesclerosis (Santilli F et al 2007). Al unirse el LCD40 sobre las
células endoteliales y las células del musculo liso induce la expresion de
moléculas de adhesion tales como VCAM-1, ICAM-1 y P-selectina, las cuales
promueven el reclutamiento y extravasacion de monocitos y linfocitos en el sitio
de la lesién vascular. Este es también promovido por la secrecién inducida por
LCD40 de citocinas como la IL-1, IL-6 y TNF-a por varias células. Finalmente
las sefnales de CD40 inducen la expresion del Factor tisular, el cual promueve
la coagulacién sanguinea (Santilli F et al 2007). En conjunto todos estos

eventos contribuyen al desarrollo de ateroesclerosis.
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2.2.5 CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES (EPC)

Las células endoteliales progenitoras son células inmaduras circulantes
producidas en la médula 6sea con la capacidad de diferenciarse en endotelio
maduro y formar parte del mecanismo de neoangiogénesis (Asahara T et al
1997). Existen dos linajes: las hematopoyéticas y las endoteliales, (Fadini GP
et al 2005) pueden movilizarse a sangre periférica en respuesta a varios
estimulos (Aicher A et al 2005) como la isquemia tisular, factores de
crecimiento y citocinas.

Durante la ultima década los datos disponibles indican que las alteraciones
en las EPC pueden tener un papel importante como causa del desarrollo de
practicamente todas las complicaciones de la diabetes, lo que sugiere que
tienen un papel trascendental en la biologia cardiovascular; de hecho, la
cantidad de EPC circulantes esta actualmente considerada como un reflejo de
la salud cardiovascular (Fadini GP et al 2007). Practicamente todos los factores
de riesgo para ateroesclerosis han sido asociados con disminucion y/o
disfuncién de las EPC circulantes (Werner N y Nickenig G 2006), asi como un
aumento de las EPC circulantes estq asociada a una disminucion de la

mortalidad cardiovascular (Werner N et al 2005).
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Figura 3. Funciones de las células progenitoras endoteliales en la neovascularizacion

El estudio de la biologia de las EPC consiste en 2 aspectos relevantes: su
evaluacion cuantitativa y funcional. Las EPC circulantes pueden ser
cuantificadas ex-vivo usando citometria de flujo, que es considerada el
estandar de oro para este proposito (Rustemeyer P et al 2006); los antigenos
de superficie tipicos identificados en las EPC son CD34, CD133 y KDR. Las
caracteristicas funcionales son examinadas in vitro utilizando protocolos
estandarizados (Urbich C y Dimmeler S 2004). Ambos métodos han
demostrado que los pacientes diabéticos tipo 1 y Tipo 2 tienen menos EPC
circulantes comparados con sujetos sanos. Ademas que las EPC de los

diabéticos muestran alteraciones funcionales como disminucién de su
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proliferacion, adhesion, migracion e incorporacién dentro de las estructuras

tubulares. (Fadini GP et al 2005; Loomans CJ et al 2004).
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Figura 4. Reparacion endotelial por las células progenitoras endoteliales

2.3 MEDICION DEL GROSOR DE LA iNTIMA MEDIA CAROTIDEA POR
ULTRASONIDO DOPPLER

El ultrasonido doppler es el método de imagen mas usado para valorar las
propiedades estructurales de la pared vascular en estudios de carétidas pues
da una evaluacion no invasiva para detectar placas de ateroma, sus
caracteristicas y el grado de estenosis. Su utilidad se ha demostrado como

método de tamisaje de riesgo cardiovascular en pacientes asintomaticos.
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Se ha demostrado que la intima media carotidea se encuentra
engrosada en pacientes diabéticos comparados con control y es considerado
un estudio de valoracion predictiva de eventos cardiovasculares similar a la
puntuacién de Framingham (Djaberi R et al 2008; Dejaberi R 2010; Bernad S et

al 2005).
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3. JUSTIFICACION

Se ha encontrado una mayor incidencia de enfermedad cardiovascular
en pacientes con Diabetes Mellitus tipo2 derivada de su evolucion y relacién
con la ateroesclerosis secundaria en gran parte al dafo endotelial y

subsecuente disfuncion endotelial.

La Diabetes Mellitus tipo2 es un modelo de disfuncién endotelial, por lo
que la determinacién de sus marcadores nos permitird comprender parte de la
fisiopatologia y la relacibn de esta con probables aplicaciones en el

diagnéstico, valoracion, tratamiento y pronéstico de esta patologia.
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4. HIPOTESIS

Los marcadores de DE mantienen un gradiente en el nivel de expresion
que va en disminucion en pacientes diabéticos descontrolados, diabéticos

controlados, pacientes obesos y sujetos del grupo control.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL.:

Determinar la expresion de marcadores de disfuncion endotelial en

pacientes diabéticos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- A. Determinar el estado inflamatorio, protrombético y de alteracion de las
células endoteliales.

- B. Analizar el estado del sistema de reparacion endotelial mediante
cuantificacion de células progenitoras endoteliales circulantes.

- C. Determinar el estado metabdlico mediante la determinacién de las
pruebas de laboratorio convencionales.

- D. Definir la relacién de los resultados con los datos clinicos de los

pacientes.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 SITIO DE ESTUDIO

Unidad de investigacion “Dr. Mario Alvizouri”, el departamento de
oftalmologia, el departamento de imagen y el laboratorio del Hospital General
“Dr. Miguel Silva”; en el laboratorio de Hemostasia y Biologia Vascular y el
laboratorio de Citopatologia molecular del departamento de estudios de

posgrado de la facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”.

6.2 MUESTRA

La muestra total se dividi6 en cuatro grupos con un minimo de 35
integrantes cada uno pareados por edad, género y tiempo e evolucion (2
anos). 1.- Pacientes diabéticos descontrolados (DMD); 2.- Pacientes diabéticos

controlados (DMC), 3.- Pacientes con obesidad (OB) y 4.- Grupo control (GC).

6.3 DISENO EXPERIMENTAL

Es un estudio clinico descriptivo, prolectivo, transversal, observacional

con 3 grupos de pacientes y 1 grupo control.
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6.4 CRITERIOS DE INCLUSION

GRUPO 1 (DMD). Pacientes con DM2 de al menos dos afos de diagndstico

clinico, controlados (Hemoglobina glucosilada <7%)(Criterio de la ADA).

GRUPO 2 (DMC). Pacientes con DM2, pareados con el grupo 1 por edad +2
anos, género y tiempo de evolucién de la diabetes (2 afos), descontrolados

(Hemoglobina glucosilada >7%).

GRUPO 3 (OB). Pacientes con obesidad. Indice de Masa Corporal igual o
mayor a 27 en estatura mayor de 1.60 m e igual o mayor a 25 en estatura
menor a 1.6 de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM 174-SSA 1-1998)

pareados por edad +2 afnos y género con el grupo 1.

GRUPO 4 (GC). Grupo control, pareados con el grupo 1 por género y edad +2
anos. Para fines de este estudio se definird como sujeto del grupo control
“sano” aquellos con historia clinica sin DM, con IMC < 25 y glucosa en ayunas

y 2 horas posprandial normales, sin otras patologias cronicas.

Para todos los grupos:

1. Mayores de 18 afnos
2. Que sepan leer y escribir.

3. Que acepten participar y firmen carta de consentimiento informado.
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6.5 CRITERIOS DE EXCLUSION

- Enfermedad tiroidea, autoinmune, del tejido conectivo o maligna.

- Pacientes con comorbilidad grave que comprometa la participacién del
paciente y la interpretacién de resultados a juicio del clinico.

- Pacientes con limitaciones practicas para completar los examenes
clinicos y paraclinicos.

- Pacientes nefropatas (creatinina sérica >2 mg/dl.).

- Pacientes con alguna complicacion aguda actual de DM2.

- Pacientes con antecedentes de hepatitis aguda o crénica.

6.6 CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Pacientes con estudios biolégicos incompletos, o cuyas muestras
biolégicas no hayan sido almacenadas apropiadamente por lo que no se

asegure su calidad para el estudio.
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6.7 PROCEDIMIENTOS

En todos los participantes se realizo:

Valoracion clinica

-Historia clinica: Con énfasis en el interrogatorio de factores de riesgo
cardiovascular y la medicién de presion arterial, peso, talla, indice de masa
corporal, circunferencia abdominal. Se calculdé el riesgo de enfermedad
cardiovascular a 10 afos segun la escala de Framingham. Se valoraron todos
los participantes en la unidad de oftalmologia del Hospital, siendo el observador

(médico oftalmélogo) ciego a qué grupo pertenecia cada participante.

Determinaciones de laboratorio.

-Se solicitd a los participantes una muestra de orina y se tomaran muestras de
sangre periférica de las que se obtendra suero y plasma para realizar: Glucosa,
Urea, Creatinina, Acido Urico, Hemoglobina glucosilada (HbA1C), perfil de
lipidos y examen general de orina, en el laboratorio del H. General “Dr.Miguel

Silva”.

Citometria de flujo.

-Se realiz6 cuantificacion de células endoteliales progenitoras utilizando el
citbmetro de flujo de la marca BECKMAN COULTER del laboratorio de
citopatologia molecular de la division de estudios de posgrado de la Facultad
de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez”. Se tehiran 500,000

células de sangre periférica con los anticuerpos monoclonales especificos

JOSE JUAN SOTO BAHENA

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA SALUD Pagina 30



BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS TIPO 2

CD45, CD34, CD133 y KDR durante 30 minutos a temperatura ambiente , se
lavaran 2 veces con PBS, centrifugandose posteriormente a 1000 rpm durante
5 minutos, se lisaran los eritocitos con cloruro de amonio incubéandolos a 4 °C
por 15 minutos, posteriormente se lavé 2 veces con PBS y nuevamente se
centrifugé a 1000rpm durante 5 minutos, el botén celular se re suspendera en 1
mL de PBS al 1% de paraformaldehido, la muestra se adquiri6 en el clitdmetro

de flujo y se cuantificara el porcentaje de células positivas.

Ensayo de ELISA.

-La técnica de ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorbent Assay) se basa en la
deteccion de antigenos inmovilizados sobre una fase solida, mediante
anticuerpos que directa o indirectamente producen una reaccién cuyo producto
se mide por espectrofotometria.

Se congelaron las muestras de suero sanguineo a -70°C para evitar variacion
interanalitica y posteriormente se determindé por técnica de ELISA tipo
“SANDWICH?” las concentraciones de: IL-1, IL-6, FNT-a, PAI-1, FYW, L-CDA40;
en el laboratorio de Biologia Vascular de la divisidon de posgrado de la facultad

de Medicina.
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Figura 5. Ensayo de ELISA tipo "Sandwich"

Medicion del grosor de la intima media carotidea por ultrasonido Doppler.
La medicion del grosor de la intima media carotidea (IMT) se llevé a

cabo utilizando un equipo ultrasonografico de alta resolucion modo B.

El ultrasonido doppler es el método de imagen mas usado en estudios de
carotidas pues proporciona una evaluacién no invasiva para detectar placas de
ateroma, sus caracteristicas y el grado de estenosis. Se ha demostrado su
utiidad como método de tamizaje de riesgo cardiovascular en pacientes

asintomaticos.

El examen se hace con transductores de alta resolucién, y la exploraciéon se
hace en modo B en planos transversal y longitudinal, doppler color en planos
longitudinal y transversal y doppler espectral en plano longitudinal. La medicién

del grosor del complejo intima media muestra valores considerados normales
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de .6 a .8 mm, entre .8 y 1.0 mm se considera indeterminado y mas de 1.1 mm

es el valor patolégico mas aceptado.

Se realiz6 esta determinacidon a todos los participantes, siendo el

observador (médico radidlogo) ciego a qué grupo pertenecia cada participante.

Figura 6. Ultrasonido Doppler para medicion de intima media carotidea
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé estadistica descriptiva utilizando medidas de tendencia central
(media) y medidas de dispersion (desviacidén estandar).

Se realizé la prueba de Kolmogorov Smirnov para determinar la
distribucion de las variables.

La comparacién entre los cuatro grupos para variables de distribucidn
paramétrica se realizo6 con ANOVA, en las variables que se encontrd
significancia estadistica se realizé pruebas post hoc tipo Tukey para las
diferencias intergrupo.

La comparacion entre los cuatro grupos para variables de distribucién no
paramétrica se realizé con la prueba de Kruskal-Wallis, en las variables que se
encontrd significancia estadistica se realizaron comparaciones intergrupo con
la prueba de “U” de Mann-Whitney.

Se uso6 correlacion bivariada no paramétrica (coeficiente de correlacion
de Spearman) para correlacionar los biomarcadores de disfuncion endotelial
con las variables de riesgo cardiovascular.

En todos los casos se considero significativo un valor de p<0.05 y un
indice de confianza de 95%. Se utiliz6 el programa estadistico SPSS versién 18

para Windows.
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6.9 CONSIDERACIONES ETICAS

Este proyecto se apeg6 estrictamente a la normatividad vigente por la
Secretaria de Salud para los estudios en humanos. Se realiz6 una carta de
consentimiento informado la cual se presentd a cada uno de los pacientes
participantes en el proyecto para su respectiva firma, la cual enfatizé la
naturaleza del estudio, su caracter voluntario, los investigadores responsables,
la ausencia de riesgos para su salud, los beneficios esperados, la manera
como se pretende cuidar su integridad, la naturaleza confidencial de los datos y
la salida voluntaria en caso de que asi se desee. A los pacientes que en alguna
de las pruebas se detecté como anormal se les informé y orienté con asesoria

médica especializada y de ser necesario, la modificacion de su tratamiento.
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7. RESULTADOS

A. Datos generales.

Se incluyeron un total de 160 participantes distribuidos en los 4 grupos, en
la tabla 1 se muestran sus caracteristicas generales, cabe sefalar que en las
variables que se encontraron diferencias significativas fueron: Escolaridad, se
observé que los DMD y DMC tienen un nivel de escolaridad en afios menor al
de los grupos OB y GC. En el IMC en el grupo de OB se observé mayor IMC y
entre los grupos DMD y DMC no se observaron diferencias; el GC todos los
integrantes presentaron un IMC <25. En la TAS se observan diferencias de los
pacientes diabéticos con el GC. En sindrome metabdlico es importante sefalar
que el 50% de los pacientes con OB lo presentaron y mas del 85% de los
pacientes con DM2 presentaron este sindrome.

En la figura 7 podemos observar que ambos grupos de pacientes diabéticos
presentan un mayor riesgo a 10 afos de presentar enfermedades
cardiovasculares que los del grupo OB y GC.

En la tabla 2 se observan algunas de las complicaciones importantes en las

cuales no se encuentran diferencias significativas entre los grupos.
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Tabla 1 Caracteristicas generales

DMC OB GC KRUSKAL-
VARIABLES n=36 n=40 n=39 WALLIS “U” MANN-WHITNEY
Valor de p Valor de p
Edad afios 46.6 51.1 46.9 46.8 0.377*
(X/DE) +13.2 +10.5 +13.6 +13.9
Género (H/M) 11/34 11/25 9/31 7/32 0.641
Escolaridad afios 7.3 7.1 9.9 11.4 0.001 Emg ve g‘z zz:z
Vs GC 0.
(X/DE) +4.2 +4.8 +53 +5.6 DMC vs OB 0.015
DMC vs GC 0.001
Menopausia 18 15 15 13 0.433
(52.9%) (60%) (48.3%) (40.6%)
Actividad fisica 20 13 11 15 0.448
(44.4%) (36.1%) (27.5%) (38.5%)
Tabaquismo 9 2 4 5 0.250
(20%) (5.6%) (10%) (12.8%)
indice tabaquico 5.1 7.3 3.7 4.8 0.751*
(X/DE) +4 +2.4 +3.2 +3.7
IMC 294 30.2 329 22.3 <0.0001 DMD vs OB <0.0001
DMD vs GC <0.0001
(X/DE) +5 +6 +45 +2.1 DMC vs OB 0.012
DMCvs GC <0.0001
0B vs GC <0.0001
OBESIDAD <0.0001 OMD v5 08 <0.0001
DMD vs GC <0.0001
PesoNormal 8(17.8%) 6(16.7%) 0 39(100%) DMC vs OB 0.002
Sobrepeso 7(15.6%) 7(19.4%) 0 D:scvfeii;%?):zl
Obesidad Gl 26(57.8%) 18(50%) 31(77%)
Obesidad GII 2(4.4%) 1(2.8%) 5(12.5%)
Obesidad GllI 2(4.4%) 4(11.1%) 4(10%)
TASmm/Hg 121.8 121.7 111.7 108.4 0.001 DMD vs GC 0.001
DMC vs OB 0.040
( X/DE) +22.8 +21.1 +11.6 +17.7 DMC vs GC <0.0001
TAD mm/Hg 77.7 77.7 72.4 70.4 0.001 DMD vs GC <0.0001
DMCvs GC 0.004
(X/DE) +10.7 +11.7 +13.6 +10.9 0B s GC0.019
Sindrome metabdlico 43 32 20 <0.0001 DMD vs 08 <0.0001
DMD vs GC <0.0001
(NCEP-ATPIII) (95.6%) (88.9%) (50%) DMC vs OB <0.0001
DMCvs GC <0.0001
OB vs GC <0.0001

*ANOVA.
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Grafica 1 Riesgo cardiovascular- Framingham a 10 afios
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Tabla 2 Complicaciones

KRUSKAL-
VARIABLES DMC OB GC WALLIS
n=36 n=40 n=39 Valor de p
Microproteinas 11.29 8.14 6.68 8.69 0.555
enorina +15 +7.9 +3.7 +6.2
mg/dl (X /DE)
Grosor de intima 0.591 0.628 0.628 0.523 0.202
media carotidea 0.21 0.27 10.18 10.17
mm(X /DE)
Placas de ateroma 3 2 2 0.477
(6.7%) (5.6%) (5%)

B. Datos generales pacientes diabéticos.

Observamos en la tabla 3 las caracteristicas generales y en la tabla 4 la
presencia de retinopatia en estos pacientes de acuerdo a 2 clasificaciones de
los pacientes con diabetes mellitus, son grupos muy homogéneos ya que no se
encuentran diferencias significativas entre estos dos grupos en las variables

analizadas.
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Tabla 3 Caracteristicas generales-pacientes diabéticos

DMC “U” MANN-WHITNEY

VARIABLES - n=36 Valor de p
Diagndstico DM2 afios 7.8 7.3 0.494
(X /DE) +6 +6.5
Hipertension arterial 16 13 0.959
sistémica (35.6%) (36.1%)
Diagnéstico HAS afios 6.4 11.6 0.551
(X /DE) +4.2 +11.8
Sindrome metabdlico 43 32 0.258
(NCEP-ATPIII) (95.6%) (88.9%)

FARMACOS 0.552
Biguanidas 35(77.7%) 31(86.1%)
Sulfonilureas 34(75.5%) 21(58.3%)
Acarbosa 2(4.4%) 1(2.7%)
Tiazolidinedionas 1(2.2%) 0
Inh. DPP-4 0 1(2.7%)
Insulina 8(17.7%) 5(13.8%)
IECA 9(20%) 5(13.8%)
ARAI 6(13.3%) 5(13.8%)
Diuréticos 4(8.8%) 3(8.3%)
B-bloqueadores 2(4.4%) 0
Ca-antagonista 3(6.6%) 7(19.4%)
Estatinas 3(6.6%) 7(19.4%)
Fibratos 3(6.6%) 5(13.8%)
Ezetimibe 2(4.4% 1(2.7%)

Tabla 4 Retinopatia pacientes diabéticos

DMC “U” MANN-WHITNEY
VARIABLES n=36 Valor de p
RETINOPATIA 7 5 0.835
(15.6%) (13.9)
CLASIFICACION CLINICA 0.835
Sinretinopatia 38(84%) 31(86%)
No proliferativa LEVE 2(4.4%) 0
No proliferativa MODERADA 2(4.4%) 4(11.1%)
No proliferativa GRAVE 0 0
PROLIFERATIVA 3(6.7%) 1(2.8%)
CLASIFICACION ETDRS 0.829
Sin retinopatia Microaneurismas 38(84%) 31(86%)
No proliferativa LEVE 1(2.2%) 0
No proliferativa MODERADA 1(2.2%) 1(2.8%)
No proliferativa GRAVE 2(4.4%) 3(8.3%)
No proliferativa MUY GRAVE 0 0
Proliferativa NO ALTO RIESGO 0 0
Proliferativa ALTO RIESGO 1(2.2%) 0
Proliferativa AVANZADA 1(2.2%) 0
1(2.2%) 1(2.8%)
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C. Datos de laboratorio.

Se observé un gradiente que va en aumento en los 4 grupos de estudio en
las variables de glucosa en ayuno, glucosa 2 horas posprandial y hemoglobina
glucosilada (gréficas 2 y 3), observandose una diferencia significativa aun entre
el GC y el grupo de OB.

Se observa que existe una elevacion en los niveles de insulina en los DMD,
DMC y OB al compararlos con el GC, y no existen diferencias entre estos 3
grupos (gréfica 3). En la resistencia a la insulina medida por HOMA, se observa
un gradiente en aumento en los 4 grupos y observamos que los grupos de
DMC y OB no existen diferencias en esta variable (grafica 4). Se observa un
aumento en la funcion de las células beta pancreaticas medida por HOMA en el
grupo de OB, y se observa una disminucion de la funcionalidad en el grupo de
DMD (grafica 4).

En el perfil de lipidos no se observaron diferencias significativas entre los 4
grupos en el colesterol total y el colesterol LDL, sin embargo, se observaron
diferencias en el colesterol HDL al comparar los DMD, DMC y OB con el GC;
ademas se observdé un gradiente en aumento en los 4 grupos en los

triglicéridos (grafica 5).
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Grafica 2 Glucosa en ayuno y 2 h posprandial
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HOMA- RESISTENCIA A LA INSULINA HOMA- CELS. B FUNCIONALES
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Grafica 4 HOMA: Resistencia a la insulina y % de células beta funcionales
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Grafica 5 Perfil de lipidos
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D. Biomarcadores inflamatorios.

En la velocidad de sedimentacion globular medida por en el laboratorio del
hospital general, se observo una tendencia al gradiente en aumento en los
cuatro grupos sin embargo no se observo diferencia estadistica entre estos. Se
observd que existe una elevacion en los niveles de proteina C reactiva en los
DMD, DMC y OB al compararlos con el GC, sin embargo, no existen
diferencias entre estos 3 grupos (gréfica 6).

En el factor de necrosis tumoral alfa observamos un gradiente en aumento
en su nivel de expresion entre los 4 grupos de estudio (grafica 7).

En la interleucina 1beta observamos un aumento en las concentraciones en
el grupo de DMC, de forma interesante el grupo que menor concentracién de
tiene es el OB. En la Interleucina 6 observamos que el grupo que tiene una
menor concentracion es el de DMD y el de mayor concentracion el DMC

(gréfica 8).
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Grafica 6 VSG y Proteina C reactiva
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E. Biomarcadores protrombéticos.

Es importante sefalar que en los biomarcadores protrombdéticos: plaquetas,

VPM, CD40Ls y vWF no se observé diferencia estadistica entre los grupos

(tablab).

Tabla 5 Biomarcadores protrombéticos

DMC OB GC KRUSKAL-
VARIABLES n=36 n=40 n=39 WALLIS
Valorde p
Plaquetas K/pL 248.7 254.4 245.2 265.6 0.530*
(X/DE) +65.7 +78.3 +56.2 +60.1
VPM fL 9.17 8.76 8.82 8.69 0.067
(X /DE) +0.99 +1.13 +0.88 +0.64
CcD40oL ng/ml 0.478 0.469 0.312 0.418 0.577
(X /DE) +0.60 +0.60 +0.30 +0.38
VWF % 111.6 100 108.9 105.3 0.621*%
(X /DE) +46.6 +46.2 +30.2 +37.4
*ANOVA.
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F. Reparacion endotelial.

Se observo que existe un aumento de las EPC en los grupos de OB y DMC
sin embargo, interesantemente en el grupo de DMD no se observé este

aumento. En cuanto a las células CD34+ se observa que existe una

disminucidn significativa en el grupo de los DMD (gréafica 9y 10).
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Grafica 9 Determinaciéon de CD34+ y EPC (paciente del grupo DMC)
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G. Correlaciones.

Se realizé correlacion bivariada no paramétrica (coeficiente de correlacion
de Spearman) para correlacionar los biomarcadores de disfuncion endotelial
con las variables de riesgo cardiovascular. Se encontraron las siguientes
correlaciones significativas: La proteina C reactiva tuvo una correlacion positiva
con la hemoglobina glucosilada, la VSG, la IL-6 y el VWF (tabla6). El factor de
necrosis tumoral alfa se correlaciond positivamente con hemoglobina
glucosilada, VSG, vWF y se correlacioné negativamente con colesterol HDL
(tabla 7). La interleucina 1 beta se correlacioné de manera positiva con IL-6 y
se encontraron 2 correlaciones negativas con EPC e IMC (tabla 8). La
interleucina 6 se correlaciond positivamente con proteina C reactiva, VSG, IL 1
beta y se correlacioné negativamente con las EPC (tabla9). En las EPC se
encontraron 3 correlaciones positivas con IMC, cintura e insulina, y 3
correlaciones negativas con hemoglobina glucosilada, IL1 beta e IL6 (tabla 10).
La escala de riesgo cardiovasculas a 10 anos segun Framingham se
correlacion6é de manera positiva con la hemoglobina glucosilada, el factor de

necrosis tumoral alfa y el VWF (tablai1).
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Tabla 6 Correlaciones de PROTEINA C REACTIVA (Spearman)

PROTEINAC Hemoglobina VSG IL-6 VWF
REACTIVA glucosilada
Rho 0.202 0.194 0.231 0.203
Valorde p 0.010 0.014 0.003 0.010

Tabla 7 Correlaciones de FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (Spearman)

FACTORDE Grosor H

NECROSIS Hemoglobina VSG vWF intima olestero

TUMORALa glucosilada media HDL
carotidea

Rho 0.403 0.203 0.208 0.189 -0.316

Valorde p <0.0001 0.010 0.008 0.017 <0.0001

Tabla 8 Correlaciones de INTERLEUCINA 1 BETA (Spearman)

INTERLEUCINA 1 IL-6 EPC IMC

Rho 0.301 -0.242 -0.185

Valorde p <0.0001 0.002 0.019
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Tabla 9 Correlaciones INTERLEUCINA 6 (Spearman)

INTERLEUCINAG6 ProteinaC VSG IL-18 EPC
reactiva

Rho 0.231 0.199 0.301 -0.200

Valorde p 0.003 0.012 <0.0001 0.013

Tabla 10 Correlaciones de CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES (Spearman)

IMC Cintura | Insulina | Hemoglobina | IL-1 IL-6
EPC Bl P
glucosilada
Rho 0.252 0.236 0.161 -0.379 -0.242 |-0.200
Valorde p | 0.002 0.003 0.045 <0.0001 0.002 0.013
Tabla 11 Correlaciones Framingham (Spearman)
RIESGO DE Hemoglobina TNF-a vWF
lucosilada
FRAMINGHAM | ©
Rho 0.437 0.295 0.221
Valordep <0.0001 <0.0001 0.005
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8. DISCUSION

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el
mundo occidental (Murray CJ et al 1997); a partir del afio 2000 a la fecha la
cardiopatia isquémica y la diabetes mellitus, dos enfermedades
cardiovasculares, son la causa de muerte mas frecuente en México. Por lo que
su atencion se ha transformado en uno de los mayores retos de los sistemas
de salud (Cordova-Villalobos JA et al 2008). El proceso patologico subyacente
a las enfermedades cardiovasculares es un engrosamiento de la pared arterial
debido a la formacién de placas ateroescleréticas, las cuales se complican
frecuentemente con un trombo y pueden dar lugar a sindrome coronario agudo
o0 accidente cerebrovascular. Uno de los mayores retos de la medicina
cardiovascular es encontrar la manera de predecir el riesgo de un sujeto de
sufrir un evento cardiovascular. En las ultimas décadas, existe un gran interés
en la busqueda de biomarcadores que puedan ser identificados a nivel
sanguineo con implicaciones en el diagnéstico, tratamiento, evolucion y
prondstico en las enfermedades denominadas de riesgo cardiovascular
(Vivanco F et al 2005).

En este estudio se observdo el comportamiento de algunos de los
biomarcadores de disfuncién endotelial, que intervienen en los procesos
inflamatorio, protrombético y de remodelacién vascular que juegan un papel
primordial en la fisiopatologia de la diabetes mellitus, asi como el estudio

comparativo con un grupo de personas con obesidad que se ha constituido en
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las dltimas décadas como un problema de salud publica en nuestro pais y uno
de los principales factores de riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus.

En las variables de control glucémico: glucosa en ayuno, glucosa 2
horas postprandial y hemoglobina glucosilada se observdé un gradiente en el
nivel de expresion que va en aumento entre los 4 grupos, aun entre los grupos
de OB y GC se observa una diferencia estadistica en glucosa en ayuno
(p<0.0001) y glucosa 2 horas postprandial (p<0.0001). Esto es de gran
importancia ya que se demuestra que aun en la obesidad se encuentra una
alteracién de importancia en el manejo de los carbohidratos. Se observa en el
grupo de obesidad un aumento en las concentraciones de insulina en ayuno, si
observarse diferencia con los grupos de diabéticos, es decir que el grupo con
obesidad presenta las mismas concentraciones de insulina en ayuno que los
pacientes diabéticos. En cuanto a la resistencia a la insulina medida por HOMA
observamos un gradiente en el nivel de expresion entre los 4 grupos, en los
integrantes del grupo de OB se observé la misma resistencia a la insulina que
los pacientes con DMC, el grupo de OB se encuentran ya en un estado de
resistencia a la insulina. En la funcionalidad de las células beta pancreaticas
medidas por HOMA se observé una hiperfuncionalidad en el grupo de OB y un
disminucién en esta funcionalidad en el grupo de DMC y aun menor
funcionalidad en los DMD, lo que coincide con la bibliografia que describe las
etapas previas de la diabetes mellitus con una hiperfuncién y una disminucién

progresiva dependiente del dafio en los pacientes con diabetes mellitus.
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En el perfil de lipidos se observé que en los 3 grupos de pacientes DMD,
DMC y OB una disminucién en las concentraciones de colesterol HDL, en
cuanto a la concentracion de triglicéridos existe un gradiente en aumento en los
cuatro grupos, en el colesterol total y colesterol LDL no se observaron
diferencias con significancia. Es importante resaltar el hecho conocido que una
de las comorbilidades mas frecuentemente asociadas a la DM2 son las
dislipidemias, aun en las personas con obesidad se observa una gran
prevalencia de dislipidemias y en este estudio se observo que un 50% de las
personas con obesidad presentan sindrome metabdlico segun la NCP-ATPIII
caracterizado principalmente por 3 de sus componentes, aumento de cintura y
triglicéridos y disminucién del colesterol HDL.

En los biomarcadores de inflamacién se observa un aumento que sigue
un gradiente en aumento en la proteina C reactiva y factor de necrosis tumoral
alfa lo que confirma la literatura del proceso inflamatorio subclinico tanto en
diabetes mellitus cono en obesidad. Se observa ademas una disminuciéon en
las interleucinas tanto 1 como 6 en el grupo de DMD probablemente debido a
una alteracion del sistema inmunoldgico, por probable glicacién no enzimatica
de algunos receptores de las células del sistema inmune.

En cuanto al los biomarcadores protrombéticos no se observo
diferencias importantes entre los grupos, probablemente debido a que son
marcadores que se elevan en etapas mas avanzadas de dafo endotelial.

En el sistema de reparacion endotelial se observa un aumento

probablemente como mecanismo de defensa en el nimero de EPC en los
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grupos de DMC y OB, sin embargo en los DMD las EPC no se observan
aumentadas debido probablemente al dafio en las funciones de proliferacion,
diferenciacion y movilizacion de las células progenitoras de la médula 6sea, y al
aumento de la apoptosis de estas células como consecuencia del dafno por la
presencia de un proceso inflamatorio mayor y aumento importante en glucosa

sanguinea.

9. CONCLUSIONES

Se corrobora que los pacientes con diabetes mellitus tienen un proceso
inflamatorio subclinico importante, y aun mas las personas con obesidad
mantienen un proceso inflamatorio subclinico, lo cual aumenta
considerablemente su riesgo de padecer diabetes mellitus. El sistema de
reparacion endotelial se encuentra alterado tanto en obesidad como en
diabetes mellitus, aun mas en los pacientes con diabetes mellitus

descontrolada.
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10.PERSPECTIVAS

Es importante en estudios posteriores analizar la respuesta de los
biomarcadores de disfuncion endotelial y aun mas en el sistema de reparacion
endotelial (células progenitoras endoteliales) bajo el tratamiento adecuado para
mejorar el control glucémico en los pacientes con diabetes mellitus
descontrolada y con un tratamiento de control de peso y alimentacién en el

grupo de pacientes con obesidad.
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