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1. Complicaciones cronicas de la diabetes mellitus

1.1 Incidencia y prevalencia de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades con mayor
repercusion socio-sanitaria, debido a su elevada prevalencia, al impacto de sus
complicaciones cronicas y a la alta mortalidad que conlleva. A nivel mundial, la
prevalencia de DM diagnosticada ha aumentado drasticamente en los ultimos 40
anos. En 1985 habia aproximadamente 30 millones de personas afectas de DM,
en 1995 este namero se incremento, afectando a 135 millones (4% de la poblacion
mundial), y para el 2025 las proyecciones estiman que su prevalencia aumentara
un 42%, afectando a 300 millones de personas ( 5,4 % de la poblacion mundial).
Mas del 90 % de los casos seran DM tipo 2 (DM2), esperandose que la incidencia
de DM tipo 1 (DM1) permanecera estable. En el 2025, los paises con mayor
nimero de personas afectas de DM seran la India (>57 millones; prevalencia del
6%), China ( > 37 millones; prevalencia de 3,4%) y los Estados Unidos (> 21
millones; prevalencia de 8,9%) (1)

Actualmente, en Espana, se dispone de estudios epidemiolégicos con datos
fiables sobre la epidemiologia tanto de la DM1 como de la DM2. La prevalencia de
la DM2 conocida e ignorada, varia dependiendo de la poblaciéon estudiada y de la
edad, habiéndose descrito desde un 5,5 % en la poblacion de la Cerdanya
(Cataluna) hasta un 18,7 en el estudio Guia efectuados en poblacion Canaria,
utilizando los criterios diagnosticos de la OMS propuestos en 1985. (En la tabla 1,

se resumen los estudios realizados en Espana) (2).

Tabla 1: Prevalencia de la DM2 e intolerancia a la glucosa en Espana

Edad Prevalencia Prevalencia Criterios
Autor, afio Area (anos) | Muestra DM2 TAG diagnosticos
Franch J (3), 1992 Leén >18 572 5,6% 10,3% 1985
Bayo J (4), 1993 Lejona >30 862 6,4% 10,4% 1985
Vila L (5) 1994 Cerdafa >6 692 5,5% No 1985
Muiiiz J (6), 1995 Galicia 40-69 1275 7,5% No 1985
Tamayo B (7),1997 Aragbdn 10-74 995 6,1% 7,2% 1985
Castell C (8), 1999 Cataluia 30-89 3839 10,3% 11,9% 1985
Botas P,(9) 2001 Asturias  30-75 1034 9,0% 13,2% 1985
De Pablos P(10), 2001 Canarias >30 691 15,9% 17,1% 1997
Masia R(11), 2004 Girona 25-74 1748 10,0% 8,6% 1997

Adaptada de la referencia 2
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De entre estos estudios destaca el estudio REGICOR (11), que ha sido
recientemente publicado y utiliza los criterios diagnésticos de la DM propuestos
por la ADA en 1997 (12), y evalia la prevalencia de DM2 en la provincia de
Girona (Cataluna), describiendo una prevalencia de DM estandarizada para edad
del 10% ( 95% IC 9,6-10,5 ). Con relacion a la DM1 en Espaia, el inico estudio de
prevalencia fue publicado en 1987 de los resultados de la Encuesta Nacional de
Salud elaborada por el Ministerio de Sanidad y Consumo, que aunque no
especifica el tipo de DM, el margen de edad restringe los casos practicamente s6lo
a la DM1. En este estudio la prevalencia declarada en personas de 1 — 15 anos fue
del 0,3% (13).

La incidencia de la DM2 es dificil de establecer debido a que esta
enfermedad tiene una primera fase en la que su curso es silente. En estudios
europeos, la incidencia de DM2 varia entre 1,2 y 4,1 casos/1000 personas ano
(14;15). En la poblacion espanola los datos de la incidencia de la DM2 se han
obtenido principalmente de los resultados de una segunda prueba de tolerancia a
la glucosa (TTOG) practicada en la poblacion de Lejona (Vizcaya) que habia
participado 10 afios antes en el estudio de prevalencia de DM2. Se observo una
incidencia acumulada de DM2 de 8 casos por 1000 habitantes y 10 afios, lo que la
situa por debajo del 1% anual (16). En este estudio, como era de esperar, la edad
se confirma como un factor de riesgo muy importante mostrando un mayor
incremento después de los 60 afios de edad. Por lo tanto, si la expectativa de vida
continia aumentando, también lo hara la incidencia de DM2 en los proximos
afnos.

En Espafia, los datos de incidencia de la DM1, se obtienen principalmente
del registro en Cataluiia, en el que desde 1987 se registran anualmente todos los
casos de DM1 diagnosticados de edad entre 0-29 afnos. Los primeros datos que se
publicaron son del periodo de 1987-1990, sobre la poblacion de toda la
comunidad auténoma < 30 afos ( 2.690.394 habitantes). Se establecié una
incidencia de nuevos casos de DM1 en el grupo de edad de 0 a 14 anos del
11,3/100.000 habitantes ano (IC del 95%, 10,3-12,4%) y para el grupo de 15-29
anos de 9,9/100.000 habitantes/afno (IC del 95% 9,8-10,8%). La incidencia fue
minima entre los 0-5 afios y maxima entre los 13-14 afios. No se observo
diferencia en la incidencia por sexos entre los 0 a 14 afios, mientras que entre los
15 y 30 afnos, se observa un claro predominio de varones. Al igual que en otros
paises, la incidencia de DM1 sigue un patrén estacional, con picos de incidencia

en los meses frios del ano (17). Otros estudios realizados en Madrid (18), Navarra



Introduccién tedrica

(19), Extremadura (20) y Canarias (21) incluyendo también el grupo de edad 0-14
anos, muestran resultados similares. Merece una descripcion especial los
resultados acerca de la incidencia de la DM1 en Malaga, publicados en el 2002 y
que describen entre el periodo de 1997-2001, los niveles de incidencia mas

elevados en Espafia con un 20,8 por 100.000 habitantes /afio (22).

1.2 Epidemiologia de las complicaciones crénicas de la diabetes
mellitus

La DM es un grupo heterogéneo de alteraciones metabdlicas,
caracterizadas principalmente por hiperglucemia como el resultado de un defecto
en la secrecion de insulina, en su accion o ambos, y por complicaciones cronicas
especificas que incluyen las complicaciones microvasculares (retinopatia,
nefropatia y neuropatia), y el desarrollo precoz de la enfermedad aterosclerotica
macrovascular (enfermedad cardiaca, cerebral y la enfermedad vascular
periférica).

1.2.1 Complicaciones microvasculares

En la actualidad, en los paises industrializados, una de las causas
principales de ceguera, de insuficiencia renal crénica terminal y de amputacion
no traumatica es la DM, como consecuencia directa de las complicaciones
microvaculares de la DM.

1.2.1.1 Retinopatia

La retinopatia se presenta en todas las formas de DM y, como en todas sus
complicaciones especificas, el desarrollo de la retinopatia esta muy relacionado
con la duracién de la enfermedad (23;24). En la DM1, la historia natural de la
retinopatia ha sido mejor definida al poderse determinar con exactitud el inicio
clinico de la enfermedad. En general, la retinopatia no-proliferativa no aparece
hasta después de 3-5 anos. Después de 77 afios aproximadamente el 50% de los
pacientes con DM1 tienen algin grado de retinopatia detectable y después de 20
anos del diagnostico, practicamente el 100% presentan retinopatia diabética (25).
La historia natural de la retinopatia en la DM2 es mas dificil de definir, debido a
que la DM2 esta presente muchos anos antes de ser diagnosticada. Por ello, al
diagnoéstico de la enfermedad un porcentaje no despreciable de pacientes con
DM2 ya presentan retinopatia e incluso, aunque con menor frecuencia presentan
un grado avanzado de retinopatia, como ha sido evidenciado en el estudio “United

Kingdom Prospective Diabetes Study” (UKPDS) en el que se estableci6 una
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prevalencia de retinopatia en el momento del diagnostico del 21% (26). La
retinopatia afecta entre el 15-50% de los pacientes con DM2, siendo alrededor del
10% retinopatias proliferativas. El riesgo de retinopatia en la DM se relaciona
también de manera directa con el grado de control de la hiperglucemia. El estudio
“The Diabetes Control and Complications Trial” (DCCT) en pacientes con DM1
(27) y el UKPDS en DM2 (26) mostraron de manera concluyente que un mejor
control de la glucemia puede disminuir la incidencia de retinopatia diabética. El
DCCT demostr6 también que un estricto control de la glucosa retrasa la
progresion de la retinopatia de fondo y la no proliferativa (28). Por lo tanto, la
prevencion primaria y la secundaria de la retinopatia pueden conseguirse
efectivamente por un manejo estricto del control glucémico y por un cribaje
oftalmologico regular.
1.2.1.2 Nefropatia

La nefropatia diabética (ND) se desarrolla en aproximadamente el 35% de
los pacientes afectos de DM1 y entre el 15 al 60% de los pacientes con DM2. Si no
se trata de forma adecuada es una de las principales causa de insuficiencia renal
cronica terminal, afectando a un tercio de los pacientes que reciben dialisis
(29;30). Debido a que la prevalencia de la DM2 es 15 veces mayor que la DM1, no
es de extrafar que entre el 60-90% de los pacientes diabéticos que inician
programa de dialisis-transplante sean pacientes con DM2 (30;31). La historia
natural de la ND ha sido caracterizada principalmente en pacientes con DM1 por
el Dr. E Mogensen. Después de 7-13 afios de evolucion de la DM se desarrolla la
nefropatia incipiente, caracterizada por la presencia de microalbuminuria
[excrecion urinaria de albumina (EUA) > 30 mg/dia o 20 ug/minuto] que es la
manifestacion clinica precoz de ND, cuya presencia indica un mayor riesgo de
progresion a nefropatia establecida asi como del desarrollo de eventos
cardiovasculares. La ND establecida se inicia después de 10-20 anos de DM y se
caracteriza por un continuo incremento de la proteinuria clinica o
macroalbuminuria (excrecion urinaria de albimina > 300 mg/dia o 200
ug/minuto). En esta fase el filtrado glomerular inicia una disminucion gradual y
la presion arterial aumenta progresivamente, lo que condiciona la aparicion de la
insuficiencia renal crbonica progresiva que conlleva a la insuficiencia renal
terminal (32). De igual forma que con la retinopatia, el control estricto de la
glucemia se ha demostrado que es de suma importancia como medida de

prevencion primaria contra el desarrollo de la ND.
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En Espana se han realizado varios estudios sobre la prevalencia de las
distintas fases de la ND. En las muestras estudiadas, la prevalencia de
microalbuminuria es del 13-16% para la DM1 y del 23% para la DM; la proteinuria
macroscopica es del 4,6% al 5% y la de insuficiencia renal del 4,8 al 8,4% (33-37).

1.2.1.3 Neuropatia

De todas las complicaciones cronicas de la DM, la neuropatia diabética es
la méas frecuente, pero la menos conocida. Alrededor del 40% de los pacientes
afectos de DM presentan algin tipo de alteracion neuropatica. La prevalencia
varia mucho de unos estudios a otros, dependiendo de los criterios diagnosticos
empleados y de la sensibilidad de las pruebas utilizadas. Su prevalencia aumenta
con el tiempo de evolucion. Asi, el 50% de los pacientes con DM presentaran
neuropatia con una evolucion de la enfermedad de 25 afios o mas (38). El estudio
UKPDS en pacientes con DM2, observd que mas del 50% de los pacientes al
momento del diagnostico presentaban algin grado de neuropatia (26). En
Espana, la prevalencia de neuropatia en DM1 ha sido descrita del 14% y en la
DM2 del 30% (39). La deteccion precoz de la neuropatia disminuye las
hospitalizaciones de pacientes con pie diabético y las amputaciones de
extremidades inferiores, por lo que en ausencia de una clara evidencia, los
consensos de expertos recomiendan anualmente que a todos los pacientes con
DM se les realice un examen sensorial y la vigilancia de ulceraciones en los pies.

1.2.2 Complicaciones macrovasculares

El estudio Framingham demostr6 que la presencia de DM incrementaba
de manera significativa el riesgo cardiovascular (CV), principalmente en la mujer,
confirmando a la DM como un factor de riesgo independiente para el desarrollo
de aterosclerosis (40). La enfermedad CV en pacientes con DM es la responsable
de mas del 80% de todas las muertes y del 75% de todas las hospitalizaciones, a
expensas principalmente de la enfermedad coronaria (EC), seguida por los
eventos vasculares cerebrales y periféricos (41). Figura 1. Con relacion a la
poblacion general, los sujetos con DM2 tienen un riesgo relativo de desarrollar EC
e insuficiencia cardiaca, entre 2-4 veces (42) y 2-5 veces (43) superior,
respectivamente. Incluso los estados prediabéticos, como la intolerancia a la
glucosa, se asocian a mayor mortalidad por EC (44;45). La DM es la causa mas
comun de EC en personas jovenes. Asimismo, mas del 50% de los pacientes recién
diagnosticados de DM2 tienen EC en el momento del diagnostico de DM (41).
Haffner et al (46), concluyd, basado en los resultados de un estudio poblacional

finlandés, que los pacientes con DM2, que no han desarrollado atn EC presentan
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el mismo riesgo de desarrollarla y una mortalidad similar a la de los individuos no
diabéticos que ya la padecen. En el Joslin Diabetes Center se realizd un
seguimiento prolongado de pacientes con DM1 que demostr6 un elevada
mortalidad CV en comparaciéon con la poblaciéon general. Hasta pasados los 30
anos de evolucion de la DM, no se detect6 un aumento de riesgo coronario en
estos pacientes. Los primeros casos de EC se detectaron a finales de la tercera
década o principios de la cuarta, independientemente de la edad de inicio de la
DM. El riesgo de EC aument6 con rapidez después de los 40 anos y, alrededor de
los 55 afios el 35% de los sujetos con DM1 habian fallecido de EC (47).

Los pacientes con DM tienen tres veces mas riesgo de desarrollar
accidentes cerebrovasculares (ACV) que la poblacion general (48). En el estudio
Honolulu Heart Program los pacientes varones con DM tenian el doble de riesgo
de desarrollar ACV de origen tromboembolico que los pacientes no diabéticos, y
este incremento en la incidencia fue independiente de otros factores de riesgo
conocidos para el desarrollo de ACV. Ademas, en este estudio se observé que los
pacientes que presentaban un ACV tenian mas probabilidad de que tuvieran una
DM2 no diagnosticada (49). Los pacientes con DM tienen menos probabilidad de
sobrevivir a un ACV que los pacientes no diabéticos y mas probabilidad de tener
secuelas permanentes si sobreviven (50). En el estudio Framingham los sujetos
con intolerancia oral a la glucosa tenian el doble probabilidad de presentar
infartos cerebrales que los pacientes con normoglucemia (40). La evidencia
cientifica demuestra pues que la incidencia de ACV es mayor y que comporta un
peor pronostico en los pacientes con DM.

La enfermedad vascular periférica (EVP) es 4 veces mas frecuente en
pacientes con DM. La EVP en pacientes con DM involucra principalmente las
arterias de las pantorrillas ( arterias tibial y peroneal) y también tienen mayor
dificultad para desarrollar circulacion arterial colateral en las extremidades
inferiores. Los sintomas incluyen claudicaciéon intermitente, dolor de reposo en
las extremidades inferiores, pérdida del vello en el dorso de los pies, frialdad

distal y disminucion o ausencia de pulsos periféricos (51).
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Figura 1. Complicaciones crénicas de la diabetes mellitus (adaptada de la cita 41)

2. Factores implicados en el desarrollo de las complicaciones

cronicas en la diabetes mellitus.

2.1 Hiperglucemia
La relacion causa-efecto entre la hiperglucemia cronica y las

complicaciones microvasculares de la DM fue sugerida durante mucho tiempo
por estudios experimentales y clinicos. En pacientes con DM1 los resultados del
DCCT establecen de forma concluyente que el riesgo relativo para el desarrollo de
las complicaciones diabéticas aumenta a medida que los niveles medios de HbA,.
incrementan. En este estudio los pacientes con DM1 que recibieron tratamiento
intensificado con insulina, mantuvieron un nivel de HbA,. un 2% menor que los
que recibieron tratamiento convencional con insulina, y presentaron una
reduccion del 76% en la incidencia de la retinopatia, del 54% en la incidencia de la
nefropatia y del 60% de la neuropatia (27). Después de los resultados del DCCT,
no hay duda de que mantener los niveles de glucemia lo mas cerca de la
normalidad con el tratamiento intensificado con insulina disminuye el riesgo de
las complicaciones microvasculares. Sin embargo, continua el debate sobre cual

es el nivel de HbA,. 6ptimo en los pacientes con DM1, y si existe un umbral para
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HbA,. por debajo del cual el riesgo de desarrollar complicaciones microvasculares
es minimo. Sucesivos analisis del grupo DCCT sefialaron que no parecia que
existiese un umbral por debajo del cual el riesgo de progresion de la retinopatia
fuera eliminado, y han reiterado que el riesgo de progresion de la retinopatia, de
desarrollo de microalbuminuria y neuropatia es continuo, aunque no lineal para
los diferentes niveles de HbA,. (52). Recientemente, la publicacién de la evolucion
de los pacientes que participaron en el estudio DCCT tras 8 afios de finalizar el
estudio, reafirman que el efecto beneficioso del tratamiento precoz intensivo con
insulina, persiste para la EUA, lo que demuestra que retarda la progresion de la
ND y disminuye la incidencia de hipertensién. Asi como, en el desarrollo y
progresion de la retinopatia (53;54).

El UKPDS en pacientes con DM2, al igual que los resultados del DCCT en
pacientes con DM1, estableci6 la importancia del control intensivo de la
hiperglucemia cronica en la reduccion del riesgo de complicaciones
microvasculares. Muchos de los estudios observacionales en pacientes con DM2,
también sugerian una relacion entre el control glucémico y las complicaciones
diabéticas. Sin embargo, previo al estudio UKPDS, solo 2 estudios controlados y
randomizados habian valorado el beneficio del control glucémico sobre la
incidencia de las complicaciones microvasculares, con conclusiones variables. El
primero de estos estudios fue el University Group Diabetes Program efectuado en
pacientes con DM2, que no mostré un beneficio del control glucémico en estos
pacientes. En este estudio, el tamano de la muestra fue pequefio (200 pacientes) y
en los afos en que se realizo este estudio (publicado en 1970) atin no se disponia
de la HbA,. como indice del control metabolico, de tal manera que la diferencia
entre los pacientes del grupo de tratamiento intensivo y los otros grupos de
tratamiento fue sélo de 30 mg de glucemia en ayunas. Sin embargo, el hallazgo
mas relevante de este estudio fue la observacion de que el uso de sulfonilureas
(tobultamida) y la biguanida (fenformina) para reducir la hiperglucemia se
asociaba con un incremento de la mortalidad CV (55). El segundo estudio
controlado fue publicado en 1995, realizado en una pequefia muestra (110
pacientes Japoneses) en el que se mostré que el tratamiento con multiples dosis
de insulina producia un mejor control glucémico (HbA,.=7,1) comparado con el
tratamiento convencional (HbA,.=9,4%), y reducia significativamente las
complicaciones microvasculares de la DM (56). La reduccion del riesgo en este
estudio fue similar al observado en pacientes con DM1 en el estudio DCCT,

sugiriendo que el mecanismo principal de las complicaciones microvasculares en
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DMz2 es idéntico al de la DM1, es decir, la hiperglucemia. La DM2 tiene una
naturaleza heterogénea, pudiendo variar la susceptibilidad a las complicaciones
cronicas en funcion del grupo poblacional estudiado. En el UKPDS, la diferencia
de 0,9% de HbA,. entre la terapia intensiva y la convencional fue suficiente para
demostrar un beneficio en la retinopatia, nefropatia y la neuropatia. Estas
complicaciones microvasculares disminuyeron en un 25% y mostraron una
relacion continua con la glucemia, de tal manera que por cada punto de
disminucién en la HbA,. (por ejemplo de 9 a 8%) hubo un 35% de reduccion en el
riesgo de complicaciones. Tanto para la retinopatia, como para la nefropatia, el
beneficio del control glucémico fue mayor en los estadios precoces de la
enfermedad (26). Los resultados de otros estudios son también interesantes, el
estudio The Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetes Retinophaty ha valorado
sistematicamente la importancia del control glucémico para el desarrollo de las
complicaciones micro y macrovasculares en 1370 sujetos y demostr6é tras un
seguimiento de 10 afios, que el rango de progresion de la retinopatia
incrementaba sustancialmente del menor al mayor cuartil de HbA,., sugiriendo
que la progresion de la retinopatia es dependiente del nivel de hemoglobina
glicosilada, en donde 1% de incremento en los niveles de HbA,. resultaba en un 70
% de incremento en la retinopatia proliferativa y en un 20% de incremento de la
proteinuria (57;58).

A pesar de que nadie duda de la relacion de la hiperglucemia con el
desarrollo de las complicaciones microvasculares de la DM, su asociacion con las
complicaciones macrovasculares es menos clara. En pacientes con DM1, existen
pocos estudios prospectivos que evaltien la relaciéon entre la hiperglucemia y la
enfermedad CV, siendo sus resultados contradictorios ya que en algunos estudios
se ha observado una asociacion independiente, mientras en otros no. En el DCCT,
a pesar de que se produjeron pocos eventos CV para extraer conclusiones solidas,
en el grupo de tratamiento intensivo los eventos CV se redujeron aunque no
significativamente (41%) (59). Otro estudio prospectivo de 7 anos de seguimiento
mostré que el mal control glucémico ( HBA; > 10.4%) es la principal variable
asociada con EC después de ajustar para otros factores de riesgo CV (60). En el
estudio Pittsburg Epidemiology of Diabetic Complications Study of type 1
diabetes (EDC), con 108 eventos CV ocurridos durante los 10 afios de
seguimiento, asi como en el EURODIAB Complications Study, los resultados no
demuestran a la HbA,. como predictor de futuros eventos CV (61;62). Por el

contrario, el analisis anticipado del estudio EDC y los resultados del Wisconsin
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Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy senalaron a la HbA,. como un factor
predictor independiente de la EVP (63;64).

Los primeros estudios de la glucosa como factor de riesgo de
complicaciones CV en pacientes con DM2, fueron publicados en 1965 en el Reino
Unido (el estudio Bedford) (65) y en los Estados Unidos (estudio Tecumseh) (66).
Estos analisis transversales sugerian que la elevacion de la glucosa podria estar
asociada con la mortalidad de origen CV y realmente el seguimiento de ambos
grupos verifico esta hipotesis. En 1979 el International Collaborative Group
publicé un meta-analisis de 11 estudios con un seguimiento entre 4—15 anos sobre
la glucosa como factor de riesgo CV, estos autores concluyeron que en los 11
estudios evaluados no se encontr6 una asociaciéon consistente entre la
hiperglucemia y la enfermedad CV. Probablemente ésta conclusion sea
consecuencia de varios factores tales como un periodo corto de seguimiento, el
pequeno tamano de la muestra en algunos estudios o el menor grado de
estandarizacion de las pruebas de tolerancia oral de la glucosa cuando se
desarroll6 el analisis (67). Desde 1993, algunos grandes estudios prospectivos en
sujetos con DM2, han demostrado que el control glucémico es importante para el
riesgo CV. El primer estudio de esta serie en demostrar una asociacioén positiva
entre control glucémico y la enfermedad CV fue publicado por Uusitupa et al, en
1993, que estudiaron 133 sujetos con DM2 de edad media y de reciente
diagnéstico, y observandose que la mortalidad CV a los 10 afos de seguimiento
era tres veces superior en el tertil mayor de glucosa y de HbA.,. y que la
hiperglucemia, valorada al tiempo del diagnostico o a los 5 o 10 anos continuaba
siendo un predictor constante para la mortalidad CV a los 15 afios de seguimiento
(68). Estas observaciones fueron confirmadas por Kuusisto et al en un grupo de
pacientes con DM2 de edad entre 65 y 74 afios al inicio del estudio, en donde
observaron que la HbA,. fue un predictor significativo no solo de la EC, sino
también de los ACV fatales y no fatales (69;70). El estudio UKPDS incluy6 2693
sujetos con DM2 de reciente diagnostico, de edad entre 25 y 65 anos y mostro que
el control intensivo de la hiperglucemia con sulfonilureas o insulina disminuye el
riesgo de enfermedad macrovascular (infarto de miocardio fatal y no fatal y de
muerte sibita), un 16% de reducciéon, aunque no alcanzo significacion estadistica
(P=0.052), por lo que este estudio se ha considerado como negativo para la
asociacion entre hiperglucemia y enfermedad CV. Solo el analisis del subgrupo
pequeio en tratamiento con metformina (342 pacientes obesos) demostr6 que

reducia el riesgo de infarto de miocardio, por lo que el tratamiento con
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metformina es el farmaco de primera eleccion en los pacientes con DM2 y
sobrepeso. Esta incapacidad del UKPDS para demostrar un beneficio del control
de la hiperglucemia, probablemente este relacionado con el disefio del estudio o
las propias limitaciones de la terapia estudiada o por la propia naturaleza
multifactorial de la enfermedad CV, en donde otros factores como hipertension,
dislipemia o consumo de tabaco, contribuyen al desarrollo de aterosclerosis en
pacientes con DM (71-73).

La DM2 esta precedida por un periodo de tiempo variable de
hiperglucemia asintomatica, conocido como prediabetes, que fue por primera vez
aceptado en 1980 cuando la OMS reviso los criterios diagnosticos para DM e
intolerancia oral a la glucosa (IOG), definiendo a la IOG como una categoria
intermedia entre la tolerancia normal de la glucosa y la DM. En este estadio
prediabético, los niveles de glucemia en ayunas se mantienen cerca de la
normalidad, mientras que los niveles de glucosa postprandial son ligeramente
elevados. Varios estudios han descrito que los sujetos con IOG tienen un riesgo
dos veces superior de enfermedad CV (74;75), asi como, que al diagnostico de la
DM2 es ya frecuente la presencia de complicaciones CV (776). A pesar de lo dicho,
queda ain por demostrar de manera concluyente el beneficio del control de la
glucemia en la prevencion de la enfermedad macrovascular en los pacientes con
DM.

La tabla 2 muestra algunos estudios prospectivos que incluyen un gran
numero de sujetos con DM2 en los que se observa que el control glucémico es

importante para el riesgo CV.

Tabla 2: Estudios prospectivos que demuestran una asociacion entre los eventos CV'y

el control glucémico en pacientes con DM2

Ano de Numero Edad Duracion Evento Referencia

publicacion de

pacientes seguimiento
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Finlandia

Finlandia

Finlandia

Suecia

EEUU

Dinamarca

Suecia

Alemania

Alemania

Finlandia

Finlandia

U.K.

EEUU

Dinamarca

1993

1994

1994

1995

1995

1995

1995

1996

1996

1996

1997

1998

1998

2003

133

229

229

411

1,370

328
620

1,139

290

1,059

1,059

2,693

471

160

45-64

65-74

65-74

23-94

>30

20-65

59-77

30-55

<76

45-64

45-64

25-65

25-64
48-62

10

3,5

3:5

10

11

10

755

Mortalidad
Cv
Mortalidad

y
morbilidad
por EC
Incidencia
de ACV
Mortalidad

y
morbilidad
por EC
Mortalidad
por ECe
incidencia
de ACV
Mortalidad
CcvV
Mortalidad
Ccv
Incidencia
de infarto
de
miocardio
Mortalidad
CcvV
Mortalidad

y
morbilidad
por ACV
Mortalidad

y
morbilidad
por EC
Mortalidad

y
morbilidad
por EC
Mortalidad
Ccv
Morbilidad

mortalidad
CV

Uusitupa et
al. (68)
Kuusisto et
al.(69)

Kuusisto et
al. (70)
Andersson
and
Svardsudd
(77)
Klein
(58)

Gall et al
(78)
Malmberg

etal (79)
Hanefeld et

al. (80)

Standl et al

(81)
Lehto et al.
(82)

Lehto et al
(83)

Turner et
al.(71)

Wei et al
(84)
Gaede et al
(85)

2.2 Hipertension

Adaptada de referencia (41)

La hipertension arterial (HTA) es uno de los principales factores de riesgo

CV y de enfermedad renal, asocidndose con elevada frecuencia a la DM y su

prevalencia en la poblacién con DM es mucho mayor que en la poblacién general.

La HTA es un determinante de la morbilidad y mortalidad asociada a la DM ya
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que acelera el desarrollo de las lesiones tanto microvasculares (nefropatia y
retinopatia) (86), como el desarrollo de aterosclerosis y sus manifestaciones de
EC, ACVy EVP (87). La prevalencia de la HTA en la DM, asi como el momento de
su aparicion a lo largo de la historia natural de la enfermedad, difieren segtin el
tipo de DM. Dado que la frecuencia de DM2 es nueve veces superior al de la DM1
y que en la primera el riesgo de desarrollar HTA es también mayor, en naimeros
absolutos, la problematica de la HTA en la DM es mucho mayor en la DM2 (88).

En la DM1, la prevalencia de HTA es cerca del doble de la que se encuentra
en la poblacion general, dependiendo en gran parte de la presencia y grado de
nefropatia diabética (89;90). Antes del desarrollo de la nefropatia, cuando los
pacientes tienen una EUA normal o presentan una MIC persistente, lo habitual es
que los niveles de presion arterial (PA) se encuentren dentro de los limites
considerados normales. Cuando la proteinuria esta presente, indicando que la
nefropatia esta establecida, un elevado porcentaje de pacientes son hipertensos,
cifras que alcanzan practicamente el 90% cuando se llega al estadio de
insuficiencia renal. Los pacientes que no desarrollan ND permanecen
normotensos a lo largo de la vida, a no ser que se asocie una HTA esencial (91;92).
En la DM2, la prevalencia de HTA es muy elevada alcanzando con los criterios
actuales valores > 80% a lo largo de la historia natural de la enfermedad. A
diferencia de la DM1, el desarrollo de la HTA en los pacientes con DM2 es
independiente de la presencia o no de la lesion renal, aunque el desarrollo de la
nefropatia aumentara aiin mas la prevalencia de HTA. Ademas, estos pacientes
presentan con mayor frecuencia otras alteraciones renales como son la
pielonefritis cronica y la enfermedad vascular renal que pueden desarrollar o
agravar la HTA.

En la patogénesis de la HTA en la DM existe una asociacion de factores
genéticos y adquiridos que intervienen en mayor o menor intensidad segin cada
caso. La importancia de cada uno de los factores implicados ya sean genéticos
(93-95), celulares (96), metabolicos (97) y hemodinamicos (98), no esta del todo
aclarada, en parte por sus interrelaciones, que hacen dificil deslindar el peso
especifico de cada uno. Entre los factores genéticos se han implicado alteraciones
de la actividad del cotransporte Na/Li y de la actividad del transportador Na/H
antiporter (94;99). Se ha estudiado el polimorfismo I/D del gen de la enzima de
conversion de la angiotensina (ECA), comprobandose que el genotipo DD
confiere mayor riesgo CV (100). Los factores fetales también pueden influir, ya

que se ha visto que el retraso del crecimiento intrauterino predispone al
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desarrollo de HTA y DM (101). Entre los factores ambientales, la obesidad y el
consumo excesivo de sal son los mas importantes en la DM2 y entre los factores
metabolicos, la hiperglucemia y la hiperinsulinemia. La hiperglucemia aumenta la
reabsorcion de sodio en el tabulo proximal por wun mecanismo
insulinodependiente que se acompana de mayor reabsorcion de agua en el
segmento distal, aumentando el volumen extracelular (102). La hiperinsulinemia
por su parte, ocasiona hiperactividad adrenérgica (103), aumenta la reabsorcion
de sodio en el tabulo distal (104), incrementa la proliferacion celular, produce
disfunciéon endotelial que contribuye al aumento de las resistencias periféricas y
reduce la distensibilidad vascular (105). Aunque en el desarrollo de la HTA, los
factores metabolicos son de gran importancia, el efecto de esta alteracion
metabolica se manifiesta a través de las repercusiones sobre el rifidon y los vasos.

La HTA en los pacientes con DM tiene algunas caracteristicas que aunque
no son especificas, se presentan con mayor frecuencia en estos pacientes. Una de
las principales caracteristicas es la tendencia a una mayor elevacion de la PA
sistolica sobre la diastdlica, con una elevada prevalencia de la llamada
hipertension sistélica aislada y una presion del pulso aumentada que es una
consecuencia de la severa afectacion de la distensibilidad de los grandes vasos. El
ortostatismo, debido a la neuropatia autonémica subyacente también es
frecuente. Un aspecto recientemente detectado con la introduccion de los equipos
automaticos para la monitorizacion ambulatoria de la PA ha sido las alteraciones
de la variabilidad circadiana que puede ser un factor de mayor gravedad o incluso
un factor patogénico del dafo vascular y/o renal. Lurbe et al, observaron en un
grupo de pacientes con DM1, que la atenuacion de la caida fisiologica de la PA se
asocia con el desarrollo de microalbuminuria, asi como también demostr6 que,
adin en el rango de normotension, existen diferencias de PA nocturna entre el
grupo de pacientes con normoalbuminuria y los microalbuminuricos, con niveles
mas altos en los dltimos (106). Ademas, se ha descrito que la EUA tiene una mejor
correlacion con la PA sistolica nocturna y con la mayor variabilidad de la PA
diurna (107).

Ya se ha comentado el mayor riesgo CV y/o renal de los pacientes con DM
comparados con la poblacion general no diabética, y diversos estudios de
intervencion han demostrado el gran beneficio que se consigue con el control de
la PA. Asi, el adecuado control de la PA reduce las complicaciones CV y/0 renales
asociadas a la DM en magnitud comparable, cuando no superior, a las que se

consiguen con el correcto control metabdlico. Ademas, los estudios de
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intervenciéon nos han proporcionado informaciéon referente a los valores de PA
que deben alcanzarse con el tratamiento antihipertensivo, y el beneficio del
tratamiento de la HTA sistolica aislada. Los resultados de estos estudios
prospectivos, randomizados, han contribuido a que el objetivo de tratamiento
para los pacientes con DM haya disminuido progresivamente desde 1990, tanto
para los niveles de PA sistdlica como diast6lica. Actualmente, el objetivo de la PA
del tratamiento antihipertensivo es una presion arterial media casual <130/80
mmHg para todos los pacientes que pueden tolerar esta reduccion de la PA sin
presentar efectos secundarios. Atn no se ha establecido, cual es la definicion de
normalidad para la monitorizacion de la presion arterial ambulatoria en pacientes
con DM, a pesar del cual, la incorporacion de este sistema de medida de la PA es
de gran utilidad en el deteccion de las alteraciones del perfil durante 24 horas de
la PA en este grupo poblacional (108;109).

Aunque existen algunos estudios de intervencion realizados
especificamente en poblacion diabética, la mayor parte de ellos se han realizado
en poblacion hipertensa en general, que incluia un nimero de pacientes con DM2
o tanto pacientes con DM1 y DM2 sin diferenciarlos especificamente, pero que
han permitido realizar el andlisis por separado entre poblacion con DM vy
poblacién general no diabética. Los resultados de estos analisis muestran que el
beneficio de la reduccion de la morbimortalidad CV en los pacientes con DM es
superior a la obtenida en los pacientes no diabéticos con la misma clase y
duracion del tratamiento hipotensor. Sin pretender revisar todos los estudios
realizados en poblacion con DM, me centraré en aquellos grandes ensayos
clinicos, que por el disefio (caracter prospectivo, grandes muestras, seguimiento
prolongado, aleatorizacion, doble ciego de los tratamientos...), han aportado
datos de suficiente calidad para la obtenciéon de recomendaciones en el manejo
del paciente hipertenso con DM. En pacientes con DM1 los primeros ensayos
clinicos se han enfocado en la proteccion del rifién, abundando las publicaciones
sobre la regresion farmacolégica de la microalbuminuria con el objetivo de
preservar la funcion renal y retardar la progresion de microalbuminuria a
proteinuria. Lewis et al, demostraron por primera vez el efecto renoprotector de
los IECAs en el Collaborative Study que analiz6 los datos de un gran ntimero de
pacientes con DM1 (207 pacientes recibieron captopril y 202 recibieron placebo)
en los que el tratamiento con captopril se asoci6 a un 50% de reduccion en el
riesgo del evento final combinado (muerte, dialisis y transplante), e incluso un

mayor beneficio fue observado en aquellos pacientes cuyo nivel de creatinina
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basal fue >1,5 mg/dl (110). Varios estudios en pacientes con DM1 también han
confirmado que el tratamiento intensivo de la hipertension (independientemente
del agente antihipertensivo utilizado) permite la remision de los niveles de EUA,
incluso en niveles de rango nefrotico (111;112). En un estudio posterior del
Collaborative Study con ramipril, Lewis et al, demostraron que un nivel de PA
media de 92 mmHg o menor se asociaba con una disminucion significativa en los
niveles de excrecion de proteinuria (de 1,043 mg/dia a 535 mg/dia), 32 de los 126
pacientes alcanzaron al final del estudio una excrecion de proteinuria total menor
de 500 mg/dia, demostrando este estudio que el control estricto de los niveles de
PA junto con una combinaciéon de IECAs puede lograr una remisiéon o aparente
remision de la ND (113). Actualmente existe evidencia de que pacientes con DM1
y ND incipiente, incluso con normotension se benefician del tratamiento con
IECAs. El meta-analisis realizado por el “Diabetic Nephropathy Trialist Group”
establece de manera definitiva que en pacientes normotensos con DM1 y
microalbuminuria, los IECAs reducen significativamente la progresion a
macroalbuminuria y aumentan la posibilidad de regresion de la lesion renal (114).
Aportando evidencia de que los IECAs tienen efectos adicionales al
hemodinamico, ya que los cambios en los niveles de PA que se observan con estos
agentes, no explican completamente el efecto antiproteinurico de esta clase de
farmacos.

En pacientes con DM2, uno de los estudios mas significativo es el
subestudio del UKPDS que incluy6é a 1148 pacientes con DM2 de reciente
diagnostico, que tenian unos niveles de PA de 160/94 mmHg y fueron
randomizados 6 al grupo con control de la PA estricto (n=758) 6 al grupo con
cuidado habitual de la PA (=390). En el grupo de control estricto, 400 pacientes
recibieron tratamiento con captopril y 358 con atenolol que es un bloqueador
selectivo. La diferencia obtenida de los niveles de PA entre los dos grupos fue de
10/5 mmHg (144/82 vs. 154/87 mmHg), un descenso de los niveles de PA,
suficiente para demostrar un beneficio importante con una reduccion en el grupo
de tratamiento estricto del 44% de los ACV, del 56% de la insuficiencia cardiaca,
del 34% en la retinopatia, del 37% de la enfermedad microvascular (sobre todo a
expensas de una reduccién de la fotocoagulacion retiniana) y del 32% de todas las
muertes relacionadas con la DM, a pesar de que los valores de PA obtenidos en
este grupo fueron muy superiores a los que se recomiendan actualmente (76;115).
Tabla 3.
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Tabla 3: Subestudio del UKPDS, el efecto es expresado como reduccion

porcentual del riesgo (control estricto frente a moderado).

Control  Glucémico* Control  P. arterial**

Riesgo p Riesgo p
Mortalidad global -6% 0,44 -18% 0,17
Mortalidad por DMY| -10% 0,34 -32% 0,01
Morbilidad por DM# -12% 0,03 -24% 0,04
Morbilidad microvasculart -25% <0,002 -37% <0,002
IAM -16% 0,05 -21% 0,13
ACV +11% 0,52 -44% 0,01
Vasculopatia periférica* -35% 0,15 -37% 0,17

7: incluye muerte subita o por IAM, vasculopatia periférica, ACV, fallo renal,
hipoglucemia o hiperglucemia. # incluye muerte stubita, muerte por hipo e
hiperglucemia, IAM, angina, fallo cardiaco, ACV, fallo renal, amputacién, hemorragia
vitrea, fotocoagulacién retiniana, ceguera, faquectomia. 7: incluye retinopatia con
fotocoagulacién, hemorragia vitrea y fallo renal, IAM: incluye casos mortales y no
mortales, y muerte stbita. ACV: incluye casos mortales y no mortales. (-): Reduccién.
(+) Incremento. (*): HbA,. 7,0% frente a 7,9%. (**): PA sistélica /diastélica 144/82
mmHg frente a 154/85 mmHg. (76;115)

El estudio HOT (Hypertension Optimal Treatment) analiz6 cual es el nivel
optimo de reduccién de los valores de la PA para conseguir una mayor reduccion
de la morbilidad y mortalidad CV. En este estudio se incluyeron 18.000 pacientes,
observandose que la reduccion de la PA diastélica conseguia reducir la morbilidad
CV, pero que valores inferiores a 83 mmHg no implicaban un mayor beneficio.
Sin embargo, el subanélisis de los 1.501 pacientes diabéticos incluidos mostraba
que una reduccion de la PA diastdlica < 80 mmHg continuaba reduciendo el
riesgo CV en este grupo poblacional (116). En prevencién primaria recientemente
se ha publicado, el estudio Bergamo Nephrologic Diabetes Complications Trial
(BENEDICT). En este estudio se evaludé en 1204 pacientes con DM2, hipertensos
con EUA normal, el efecto de 2 mg/dia de un IECA el trandolapril méas 180
mg/dia de verapamilo (que es un bloqueador de los canales de calcio no
dihidropiridinicos, en su formulaciéon de liberaciéon sostenida), frente a
trandolapril solo (2 mg/dia), verapamilo solo (en su formulacién sostenida de
240 mg/dia) y un grupo control con placebo. Se podia utilizar en el estudio otros
farmacos hipotensores para obtener unos niveles de PA < 120/80 mmHg. Con un
seguimiento de 3,6 afios, trandolapril + verapamilo y trandolapril solo, retraso el

inicio de microalbuminuria por un factor de 2,6 y 2,1 veces, respectivamente

(117).
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En los udltimos anos los resultados de varios estudios especificamente
disefiados en poblacion hipertensa con DM2, han evaluado la regresion
farmacolodgica de la microalbuminuria (prevencion secundaria), la disminucion de
la EUA asi como, variables de morbimortalidad. Nos referimos al estudio IDNT
(Irbesartan Diabetic Nephropathy Study) (118), el RENAAL (Reduction of
Endpoints in NIDDM with the AIl Antagonist Losartan) (119), el IRMA II
(Irbesartan Microalbuminuria Type II Diabetes Mellitus in Hypertensive
Patients) (120) y al estudio LIFE (Losartan Intervention for Endpoint Reduction
in Hypertension) (121). En la tabla 4 se muestra los resultados de los estudios con

ARALII en pacientes con Nefropatia diabética establecida.

Tabla 4: Principales resultados de estudios con ARA II en pacientes hipertensos

con DM2. Resultados expresados como reducciones porcentuales del riesgo

Riesgo (%) Creatx2 Proteinuria IRT Mortalidad Eventos
cv
IRB frente a C -29% -33 23% -8 -9
IDNT IRB frente a AML -39% -10 0 -12 -12
AML frente a C +15 -6 23* +4 -3
RENAAL -25% -35* -28* +2 -10

*:Diferencias estadisticamente significativa. IRB: irbesartan. AML: amlodipino. C:
grupo control. Creat x2: tiempo hasta doblar el valor basal de creatinina. IRT:
insuficiencia renal terminal. (+) Incremento del riesgo. (-): Disminucion el
riesgo(118;119).

Estos grandes ensayos clinicos han demostrado el beneficio del control
estricto de la HTA en el paciente con DM, en donde el efecto del control de los
niveles de PA sobre las complicaciones microvasculares es comparable con el
obtenido con el control glucémico estricto, y superior a este, al considerar la
morbilidad CV. También el beneficio del control de la PA es mayor en los
pacientes hipertensos con DM respecto a los pacientes hipertensos no diabéticos.
En la actualidad, el tratamiento antihipertensivo es la principal herramienta de la
renoproteccion, particularmente desde la introduccion hace mas de 20 anos, de
los agentes que bloquean el sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) en la
que se ha realizado un avance en retrasar la progresion del deterioro de la funcion
renal tanto en la enfermedad renal no diabética como de la ND. Algunos grandes

ensayos clinicos sugieren que la eficacia renoprotectora del bloqueo del SRAA, no
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solo es debido al hecho de que los bloqueadores del SRAA son eficaces agentes
hipotensores en la poblacion renal, sino también a propiedades renoprotectoras
de este bloqueo. Como he descrito, en pacientes con DM1 se ha demostrado el
efecto nefroprotector de los IECAs, mientras que en pacientes con DM2 los
antagonista de los receptores ARA II han sido establecidos como
renoprotectores. Sin embargo, otros grandes estudios no han confirmado la
superioridad renoprotectora del bloqueo del SRAA frente a otros agentes
hipotensores. El estudio ALLHAT, que es el estudio mas grande, que compara
diferentes clases de agentes hipotensores en mas de 30,000 sujetos hipertensos,
no consigue demostrar un beneficio adicional del tratamiento con IECAs frente a
otros agentes hipotensores, tanto en pacientes con o sin DM (122). Ademas, los
resultados del estudio UKPDS, tampoco confirmaron una mejor renoproteccion
del bloqueo del SRAA sobre el bloqueo beta, lo que sugiere que la clave de la
nefroproteccion mediante el tratamiento antihipertensivo reside en el control
estricto de la PA. Aunque si bien, existen evidencias concluyentes del especial
beneficio de la inhibicion farmacologica del SRAA, por lo que este tipo de
intervencion probablemente constituya la base del tratamiento nefroprotector.
Sin embargo, no hay que olvidar que la mayoria de los pacientes precisaran 2 o
mas farmacos antihipertensivos para alcanzar el grado de control idoneo de la PA.

En la tabla 5 se muestra los principales estudios en pacientes con DM que

establecen una relacion entre el control de la PA y el desarrollo de eventos CV.

Tabla 5: Relacién entre la disminucion de los niveles de presién arterial y el riesgo de

enfermedad cardiovascular en pacientes con diabetes mellitus

Control | de la PA

# de | Dur. Menos estricto | Estricto Tratam. Evento

Pac. | (a) inicial primario

SHEP 583 5 152/72 143/68 Clortalidona ACV ns
1996 Ev.CV 34
EC 56

Syst-Eur 492 2 162/82 153/78 Nitrendipino ACV 69
1999 Ev.CV 62
HOT 1501 3 144/85 140/81  Fenlodipino Ev.CV 51
1998 M 50
ACV ns

Mort. CV 67

UKPDS 1148 8,4 154/87 144/82 Captopril  Ev. DM 34
1999 o] Muerte 37
atenolol  ACV 44

Ev. Micro 37

HOPE 3577 4,5 Disminucién en la ........... Ramipril  Ev.CV 25
Micro-HOPE PA sistolica de 2,4 VS. Mort. CV 37
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2000 mmHg y de 1,0 placebo IM 22
mmHg en la PA ACV 33
diastolica Mort. Tot 24
CAPP 572 7 155/89 s Captopril IMF+IMNF
2001 vs. vs. diuréticos +ACV+Mort. 41
153/88 o) CV.
B-bloquean.
IDNT 1715 2,6 <135/85 e Irbesartin  Creat x2+ 23
2001 VS. IRT+
Amlodipino Mort.total 20.
o placebo .
IRMA 590 2 144/83 e IRB 150 mg Inicio de 35
2001 143/83 IRB 300 mg Nefropatia 65
141/83 Placebo diabética
RENAAL 1513 3,4 152/82 ... Losartin  Creat x2 25
2001 VS. VvS. IRT 28
153/82 Placebo Muerte ns
LIFE 1195 4,8 146/79 e Losartin ~ Ev.CV 22
2002 VS. VS. Mort. Tot en 39
148/79 Atenolol DM

SHEP: Systolic Hypertension In the Ederly Program (123); Syst-Eur: Systolic Hypertension in
Europe (124); HOT: Hypertension Optimal Treatment (116); HOPE: Heart Outcomes Prevention
Evaluation study; Micro-HOPE sub-study of HOPE in microalbuminuria (125); CAPP: Captopril
Prevention Project (126); IDNT: Irbesartan Diabetic Nephropathy Trial (118); IRMA: Irbesartan
MicroAlbuminuria in type 2 diabetes (120); RENAAL: Reduction in End points in NIDDM with
Angiotensin I Antagonist Losartan (119); LIFE: Losartan Intervention for Endpoint Reduction in
Hypertension Study (121). ACV: accidente cerebro-vascular; EC enfermedad coronaria; Ev. CV:
eventos cardiovasculares; IM: infarto de miocardio; IMF: infarto de miocardio fatal; IMNF:
infarto de miocardio no-fatal; Mort. CV: Mortalidad de origen CV; EV. DM: eventos relacionados
con la DM; EV. Micro: Eventos microvasculares; Creat x2: Doblar los niveles de creatinina
sérica; IRT: Insuficiencia renal terminal; Mort. Tot en DM: Mortalidad total en DM. Adaptado de
referencia (127)

2.3 Dislipemia
En la DM2 ademas de las alteraciones del eje glucosa-insulina, se

producen notables cambios en la composicion y distribucion de las particulas de

las lipoproteinas, que asociado a la mayor prevalencia de otros factores de riesgo

CV, justifica que la incidencia de eventos CV sea de 2 a 5 veces mayor que en la

poblacion no diabética (128;129).

La dislipemia diabética se caracteriza por:

e Un incremento de la lipemia post-prandial con aumento de las lipoproteinas
ricas en triglicéridos, quilomicrones y particulas VLDL (lipoproteinas de muy
baja densidad),

e Por niveles disminuidos de lipoproteinas de elevada densidad (C-HDL),

e Aumento de la apo-lipoproteina-B,
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e Un predominio de particulas pequenas y densas de lipoproteinas de baja
densidad ( C-LDL), que son LDL modificadas por oxidacion y glucosilacion de
gran poder aterogénico. Estas alteraciones se presentan en muchos pacientes,
incluso a pesar de niveles de C-LDL normales

e Un aumento discreto de los niveles de colesterol total y de los acidos grasos
libres (130).

Con frecuencia, sujetos con IOG presentan un modelo aterogénico de
factores de riesgo que incluyen niveles elevados de colesterol total, C-LDL y
triglicéridos y niveles bajos de C-HDL (131;132). Hay evidencias de que cada una
de las alteraciones en el metabolismo lipidico que se presentan en los pacientes
con DM, esta asociado con incremento del riesgo de eventos CV. Numerosos
estudios han demostrado una asociacion entre el tamano de las particulas de C-
LDL o en su densidad y la EC (133-136). Ademas, estudios recientes han indicado
que los niveles de particulas pequenas y densas de C-LDL son un factor predictivo
para eventos coronarios independiente de otros factores de riesgo CV (137-139).
La dislipemia diabética estd modificada por maultiples factores como el tipo de
DM, el tratamiento, el grado de control metabolico, el grado de resistencia a la
insulina, la presencia de complicaciones ( la nefropatia agrava la dislipemia) y
factores genéticos como el fenotipo de la apo-E y la actividad de la lipoprotein-
lipasa. Estas modificaciones tienen importantes implicaciones terapéuticas, ya
que el mal control glucémico incrementa la dislipemia diabética, de esta forma, el
control glucémico estricto disminuira el flujo de acidos grasos libres que son el
sustrato que le llega al higado para fabricar lipoproteinas ricas en triglicéridos y
VLDL, que por otra parte son el sustrato para el aumento de la sintesis de glucosa
y el bloqueo de su captacion por parte de los tejidos periféricos (140). El aumento
de los &cidos grasos libres aumenta la resistencia a la insulina por tres
mecanismos: a) produciendo mas hiperinsulinismo al actuar directamente sobre
las células B, b) sobre el higado incrementado la producciéon de las VLDL y de las
particulas LDL, asi como sirviendo de sustrato para la gluconeogénesis y c) sobre
el musculo interfiriendo en la captacion de glucosa. Ademas la disminucion de la
actividad de la lipoprotein-lipasa se traduce en una disminucién de Ila
degradacion de las lipoproteinas ricas en triglicéridos, con lo que permanecen
elevadas en el plasma mas tiempo y, en consecuencia, se produce una
acumulacion de las lipoproteinas no sblo por el aumento de la sintesis sino

también por la disminucion en la degradacion (141-143).
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Los principales objetivos del tratamiento de la dislipemia en pacientes con
DM son evitar el desarrollo de eventos CV y disminuir la mortalidad que estos
eventos conllevan. Los cambios del estilo de vida con modificaciones dietéticas,
reduccion de peso, ejercicio, cesacion del habito tabaquico disminuyen las
alteraciones metabolicas y lipidicas que se observan en los pacientes con DM, por
lo que son una parte integral de cualquier esquema terapéutico en la DM (144).
Aunque, estas modificaciones del estilo de vida pueden mejorar la dislipemia
diabética, con frecuencia se necesita recurrir al tratamiento farmacolégico para
alcanzar los objetivos terapéuticos en este grupo poblacional. Grandes estudios
clinicos epidemiologicos y de intervencion, han demostrado el beneficio del
tratamiento hipolipemiante en los pacientes con DM. Los farmacos con méas datos
remarcables en pacientes con DM son los inhibidores de la 3- hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa o estatinas. Hasta hace poco, en
prevencion primaria, solo se disponia de datos del anélisis del pequeno subgrupo
de pacientes con DM2 del estudio (Airforce/Texas Coronary Atherosclerosis
Prevention Study (AFCAPS/TexCAPS), en el cual los pacientes fueron
randomizados a tratamiento con lovastatina 20-40 mg, o al grupo en tratamiento
con placebo y se observo una reduccion del riesgo del 43% en los eventos CV
(infarto del miocardio fatal y no fatal y de muerte stbita) (145). En el ano 2002,
se publicaron los resultados del estudio HPS (Heart Protection Study), en el que
se randomizo a 5.963 sujetos entre 40-80 afos de edad con DM y/o enfermedad
vascular y colesterol total > 135 mg/dl a simvastatina o placebo. Entre los 2.912
sujetos con DM incluidos en el estudio sin evidencia de aterosclerosis al inicio del
estudio (prevencion primaria), hubo una reduccion del 34% en el riesgo del
evento final combinado (eventos coronarios agudos, ACV y procesos de
revascularizacion) durante un periodo de seguimiento de 5 afos, evidenciando
que el tratamiento con estatinas es claramente beneficioso en los pacientes con
DMz2 (146). Muy recientemente, los datos del estudio CARDS (Primary prevention
of cardiovascular disease in type 2 diabetes in the Collaborative Atorvastatin
Diabetes Study) confirman los resultados de estos estudios previos en prevenciéon
primaria. En este estudio, se planifico un seguimiento durante 5 anos de 2838
sujetos de entre 40-75 afios, con DM2 sin historia de enfermedad cardiovascular
pero con alto riesgo de desarrollarla (presentando ademas uno o mas de los
siguientes factores de riesgo: retinopatia, albuminuria, ser fumador activo o
hipertenso) con niveles de C-LDL < 130 mg/dl, de los cuales 1428 fueron

aleatoriamente asignados al grupo de tratamiento con atorvastatina 10 mg. La
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variable primaria fue el tiempo a la aparicion de primer evento cardiaco, proceso
de revascularizacion o ACV. El estudio fue suspendido 2 afios antes de la
finalizacion prevista debido a la eficacia que se observd en el grupo de tratamiento
con atorvastatina con una reduccion del 37% en el riesgo de desarrollar un evento
CV, o dicho de otra manera, el tratamiento con 10 mg de atorvastatina evitaria 37
eventos CV mayores por cada 1000 personas tratadas durante 4 anos (147).

Los analisis retrospectivos de los estudios de prevencion secundaria, el
estudio 4S (Scandinavian Simvastatin Survival Study) (148), del CARE
(Colesterol And Recurrents Events) (149), LIPID (The longterm Intervention with
pravastatin in Ischaemic Disease) (150) han demostrado que el tratamiento con
estatinas reducia el riesgo de eventos CV en pacientes diabéticos con EC y niveles
elevados de C-LDL en un 55%, 24%, 17%, respectivamente. Estos resultados han
sido recientemente reforzados en el estudio MIRACL (Myocardial Ischemia
Reduction with Aggressive Cholesterol Lowering ) que incluyo 3.086 pacientes
con angina inestable o infarto de miocardio no-onda Q, de los que
aproximadamente 710 pacientes tenian DM2, demostrandose que el tratamiento
con 80 mg de atorvastatina iniciado 24 a 96 horas del evento coronario agudo,
durante 16 semanas, producia una reduccion significativa en el riesgo relativo del
16% [riesgo relativo (RR) 0,84; 95% de Intervalo de Confianza (IC), 0,70-1,00;
P= 0.048] del evento final primario definido como muerte, infarto de miocardio
agudo no-fatal, paro cardiaco con reanimacion, o isquemia miocardica recurrente
sintomaética (151).

El otro grupo farmacolégico hipolipemiante son los fibratos cuyo
mecanismo de accion induce una discreta elevacion de los niveles de C-HDL y
disminucion de los niveles de triglicéridos. En el estudio VA-HIT ( Veterans
Affairs High Density Lipoprotein Colesterol Interventions trial) 2.531 pacientes
varones con historia de EC, niveles normales de C-LDL y niveles bajos de C-HDL
fueron randomizados a tratamiento con gemfibrozilo o placebo. Durante un
periodo de seguimiento de 5,1 afios hubo una reduccion del 32% en los 769
pacientes con DM incluidos (25%) en los eventos CV mayores definidos como
muertes por EC, infarto de miocardio no-fatal y ACV, por lo que los fibratos
pueden ser ftutiles en pacientes con niveles elevados persistentemente de
triglicéridos y niveles bajos de C-HDL a pesar de un control glucémico correcto
(152). La tabla 6 resume la evidencia actual entre en tratamientocon estatinas y el

desarrollo de eventos CV en pacientes con DM
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Tabla 6. Relacion entre el tratamiento hipolipemiante con estatinas y riesgo de

enfermedad cardiovascular en pacientes con diabetes mellitus

Estudios % de eventos

(Subgrupo Diabetes) #de  Placeb Estatina Reducci6  Evento primario

paciente o S n

S del Riesgo

Prevencion primaria

AFCAPS, 1998(145) 155 8,4 4,8 43 IMF+ IMNF, MS
CARDS, 2004(147) 2838 9,0 5,8 37 IMF+IMNF+RV+ACV
Prevencion secundaria
4S, 1999(148) 202 45 22 55 ECF + IMNF
CARE, 1996(149) 602 37 29 24 ECF+IMNF+RV
LIPID, 1998(150) 782 23 19 17 ECF + IMNF
MIRACL, 2001(151) 710 16 Muerte, IMNF,

reanimacion

Prevencion primaria
y secundaria
HPS, 2002(146) 5963 24 IMF+IMNF + ACV + RV

IMF: infarto de miocardio fatal; IMNEF: infarto de miocardio no-fatal; MS: muerte
subita; ECF: enfermedad coronaria fatal; RV: revascularizacién; ACV: accidente
cerebro-vascular. Adaptado de referencia (127).

2.4 Consumo de tabaco

El humo del tabaco contiene tanto como 4.000 constituyentes quimicos y
su composicion varia de manera sustancial, dependiendo del origen del tabaco y
de la via de consumo. Se han identificado cerca de 60 toxicos en el humo de
tabaco que incluyen el monoxido de carbono, amonio y carcin6genos conocidos
como las nitrosaminas y los hidrocarbonos aromaticos policiclicos. Los efectos
adversos del consumo de tabaco (CT) sobre la salud son en general aceptados y
han sido bien documentados en sujetos con DM, ya que existen numerosas
evidencias clinicas y epidemiologicas de que el CT esta asociado con el desarrollo
y progresion de las complicaciones macrovasculares y microvasculares en
pacientes con DM. Sin embargo, su uso contintia siendo muy habitual, el principal
problema es que produce adicciéon y la nicotina ha sido identificada como la
sustancia presente en el humo del tabaco que causa esta adiccion. El CT en
Espaiia es un problema de Salud Publica importante, ya que su prevalencia es de
alrededor del 35%. Al analizar la magnitud del problema en pacientes con DM nos

encontramos con que, a pesar de la frecuente relacion con el personal sanitario, la
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prevalencia del CT en pacientes con DM es muy similar y en ocasiones superior a
la descrita en la poblacion general. En 1995, en Australia, se analizd en una
amplia muestra poblacional de 9.402 sujetos la prevalencia del CT entre
individuos mayores de 15 afios con o sin DM, observando un porcentaje similar de
fumadores entre los dos grupos, pero cuando se estratifico para la edad habia una
prevalencia mas alta de fumadores con DM en sujetos menores de 40 afios (55%),
con relacion a los sujetos del grupo sin DM (32%) (153). En Espana, existen muy
pocos datos acerca de la prevalencia del CT en pacientes con DM, sin embargo
extrapolando de los datos del estudio Diamante sobre la prevalencia de la ND en
pacientes con DM1, se observo sobre un total de 1,882 pacientes, que un 40% eran
fumadores activos, 12,2 eran ex-fumadores y 47,8 eran no fumadores (33).

Algunos grandes estudios prospectivos y poblacionales han permitido
comprobar el papel favorecedor del CT en el desarrollo de DM2 en hombres y en
mujeres. En el Physicians’Health Study, 21.068 varones fueron seguidos durante
12 anos, y 770 nuevos casos de DM fueron registrados, después de ajustar para
miltiples factores de riesgos, el riesgo relativo para el desarrollo de DM2 fue de
1,7 ( 95% de IC: 1,3-2,3) para fumadores actuales de > 20 cigarrillos/dia y de 1,5
(95% de IC 1,0-2,2) para fumadores actuales < 20 cigarrillos/dia comparados con
los que nunca habian fumado (154). En el estudio Nurse’Health Study en 114,247
mujeres que fueron seguidas durante 8 afios, se registraron 2333 nuevos casos de
DMz2 y después de ajustar para multiples factores de confusion, el riesgo relativo
para desarrollar DM2 en mujeres que fumaban > 25 cigarrillos/dia comparado
con mujeres que nunca habian fumado fue de 1,42 (95% de IC 1,18-1,72) (155). El
mecanismo por el cual el CT incrementa el riesgo de desarrollar DM2 atin no se
ha aclarado, sin embargo, algunos estudios experimentales han demostrado que
el CT produce resistencia a la accidon de la insulina en los tejidos periféricos, lo
que junto con la estimulacion de la liberaciéon de hormonas contrarreguladoras,
provocaria que los niveles de glucosa en el plasma se incrementen en aquellos
sujetos susceptibles para el desarrollo de DM.

El CT es uno de los factores de riesgo modificables para el desarrollo de las
complicaciones cronicas en la DM sobre el que se puede y debe intervenir.
Numerosos estudios han valorado los efectos adversos del CT sobre la ND. Las
primeras observaciones ya demostraron que el CT es mas prevalente entre los
pacientes con DM1 y DM2 con ND (microalbuminuria o proteinuria) (156;157).
Christiansen et al, proporcionaron la primera evidencia de que los pacientes con

DM1 fumadores tenian un mayor riesgo de desarrollar ND y esta observacion fue
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posteriormente confirmada en algunos estudios retrospectivos y prospectivos
(158). La evidencia cientifica ha establecido al CT como un factor de riesgo
independiente en el desarrollo de MIC (159-161), de progresion acelerada de
microalbuminuria hasta proteinuria, es decir a ND (160;162), asi como de
progresion desde ND hasta enfermedad renal terminal (163). Se ha demostrado,
que el impacto del CT sobre el rifidén en pacientes con DM es independiente de la
edad del paciente, de la duracion de la enfermedad y del tipo de DM. Scott et al,
en un estudio prospectivo en 943 pacientes con DM1 y normoalbuminuria al
inicio del estudio, demostraron que el CT magnifica el efecto deletéreo del mal
control glucémico, aumentando el riesgo de desarrollar microalbuminuria (164).
En otros dos estudios prospectivos realizados por Chuahirun et al, el efecto
negativo del CT fue confirmado, incluso en pacientes que recibian un 6ptimo
tratamiento hipotensor en que se incluia un bloqueador del SRAA (165;166). Los
mecanismos a través del cual el CT ejerce sus efectos adversos sobre la funcion
renal en la DM no han sido aclarados, pero varios estudios han sugerido que el CT
puede incidir sobre la PA, la hemodinamica renal o incrementando el EO, factores
todos ellos que pueden estar involucrados en la patogenia de la ND (167-170). En
la retinopatia diabética la relacion del CT con su desarrollo es menos definida, sin
embargo, existe informaciéon valida de una peor evolucion de la retinopatia en
pacientes fumadores con DM. Se ha hipotetizado que el CT disminuye el flujo
sanguineo al nivel de la retina, creando un ambiente hipoxico (isquémico), que a
su vez es el principal estimulo para la sintesis del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) responsable de la neo-angiogénesis que se observa en
la retinopatia diabética proliferativa (171;172).

El CT se ha demostrado como un factor aditivo en el riesgo de enfermedad
CV en los pacientes con DM. En el estudio “Multiple Risk factor Intervention
Trial” (MRFIT) se observo que los pacientes varones con DM, que consumian >26
cigarrillos/dia presentaban un incremento del riesgo absoluto de 33,3%o
personas/ano de mortalidad de origen CV, comparados con los pacientes no
fumadores con DM (173). El estudio prospectivo (8 anos de seguimiento) “World
Health Organization Multinational Study of Vascular Disease in Diabetics”,
mostré que el CT es significativamente asociado con un riego aumentado para EC,
pero no de ACV, tanto en pacientes con DM1 y DM2 (174). En el DCCT, el CT no
fue un factor de riesgo significativo para el desarrollo de eventos CV, sin embargo,
los sujetos que participaron en este estudio fueron relativamente jovenes, de tal

manera, que este estudio no fue disenado para evaluar de manera 6ptima el papel
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del CT en el desarrollo de la enfermedad macrovascular (59). En pacientes con
DM2, el UKPDS demostré claramente que el CT es un factor de riesgo
significativo e independiente para EC, ACV y EVP (71;175;176). En un analisis
reciente del anteriormente mencionado Nurse'Health Study, se observé una
relacion con el nimero de cigarrillos consumidos/dia (dosis) y mortalidad, de tal
manera, que el riesgo de mortalidad de cualquier causa es de 1,64 en mujeres con
DM que fumaban entre 15-34 cigarrillos/dia, y 2,19 en mujeres que fumaban mas
de 34 cigarrillos/dia(177).

Actualmente, también hay datos que han demostrado que el cese del CT
produce beneficios evidentes en cuanto a la reduccion del riesgo del desarrollo de
DM, de las complicaciones cronicas especificas de esta enfermedad, asi como de
la morbi-mortalidad CV originada por el tabaco. Un estudio Britanico, con un
seguimiento cercano a los 17 afios, demostr6 en varones fumadores que el
aumento del riesgo de desarrollar DM disminuia después de 5 afios y se
normalizaba 20 anos después del cese del CT (178). Los datos del “Cancer
Prevention Study” fueron usados para analizar la correlacion entre el CT y el
riesgo de desarrollar DM tanto en hombres como en mujeres, y observaron que el
cese del CT producia que el riesgo de desarrollar DM se normalizara después de 5
anos en mujeres y de 10 afios en varones (179). En un estudio prospectivo con
359 pacientes con DM1, se detecto en el 20% de los 28 pacientes clasificados
como ex-fumadores una reduccion de la EUA durante el seguimiento de 2,4 afios,
sugiriendo un efecto beneficioso del cese del CT sobre la ND (160). Por otro lado,
Stegmayr y cols, describieron en un grupo de 34 pacientes, que la mortalidad CV
al afno de ocurrir la enfermedad renal terminal era significativamente menor en
ex—fumadores que en fumadores (180). Chuahirun et al, en un estudio
prospectivo evaluaron el efecto del cese del CT en la evolucion de indices de
injuria renal (excrecion urinaria del factor transformador del crecimiento [,
albimina y de colageno tipo IV) en 80 pacientes con DM2 y microalbuminuria al
mismo tiempo que estaban en tratamiento con IECAs. Los resultados de este
estudio demostraron que el cese del CT disminuia la injuria renal (166). Yudkin et
al, calcularon el beneficio teorico de diferentes abordajes para reducir los factores
de riesgo CV, basados en los datos de mortalidad que se obtuvieron del estudio
MRFIT. Este autor estableci6 que cese del CT en pacientes varones con DM
prolongaria la expectativa de vida aproximadamente en 3 anos (181).
Subsecuentes analisis de la cohorte de pacientes del Nurse’Health Study revelaron

que 10 anos después del cese del CT, el riesgo de EC y de mortalidad se
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normalizaba cuando se comparaba con mujeres con DM no-fumadoras(155).
Chaturvedi et al. en un gran estudio prospectivo analiz6 los efectos del cese del CT
sobre el riesgo CV en pacientes con DM. El riesgo de mortalidad en pacientes con
DM ex-fumadores fue comparado con el riesgo en sujetos que nunca habian
fumado. La mortalidad de cualquier causa fue cerca de un 50% mas elevada en
pacientes en los que el tiempo de abandono del CT estaba entre 1-9 afios y 25%
mas elevada en pacientes que habian abandonado el CT méas tiempo. Los
resultados de este estudio muestran que el cese del CT reduce el riesgo de
mortalidad en pacientes con DM. “ Sin embargo, este riesgo permanece muy
elevado los primeros anos después del cese del CT y es altamente dependiente de
la duracién del CT” (182).

De todo lo expuesto en esta seccion se desprende que los pacientes con
DM1 y DM2 son particularmente susceptibles a los efectos deletéreos del CT.
Generalmente, la condicion diabética per se, incluso en sujetos no fumadores es
asociada con una exposicion prolongada al estrés oxidativo, disfuncion endotelial,
dislipemia y hay suficientes razones para creer que el CT anadido a esta condicion
de elevado riesgo, explique el riesgo adicional de enfermedad CV y otras

morbilidades que se observa en los pacientes con DM fumadores.

3. Mecanismos patogénicos de las complicaciones cronicas de la

diabetes mellitus.

Como ya hemos comentado anteriormente, desde hace tiempo se ha
postulado una relaciéon causal entre la hiperglucemia cronica y las complicaciones
microvasculares, aunque esta relacion no fue definitivamente establecida hasta
que se publicaron los resultados de los dos estudios principales de la DM, el
estudio DCCT en pacientes con DM1 y el UKPDS en pacientes con DM2, en el que
esta relacion fue definitivamente establecida. La hiperglucemia es capaz de alterar
la funcion de maltiple tipos de células que incluyen las células endoteliales, las
células del musculo liso, plaquetas lo que explica la extension de la alteracion en
esta enfermedad. La caracteristica que distingue a las células susceptibles del
dano por la hiperglucemia es que carecen de un mecanismo de dowregulation del
transporte de glucosa cuando los niveles de glucosa extracelular son elevados. Las
células del musculo liso vascular muestran una relaciéon inversa entre la
concentracion de glucosa y el transporte de glucosa. En cambio, las células

endoteliales que son uno de los objetivos principales del dafio inducido por la
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hiperglucemia, no muestran cambios significativos en el transporte de glucosa
cuando la concentracion de glucosa se eleva, por lo que la hiperglucemia
intracelular parece que sea el determinante principal del dafio tisular en la DM
(183). La hiperglucemia intracelular causa dano a nivel tisular a través de dos
mecanismos (a) El primero, incluye cambios agudos y repetidos en el
metabolismo celular que son reversibles cuando la normoglucemia se restablece.
(b) El segundo involucra cambios acumulativos en macro-moléculas de vida larga,
que persisten a pesar de la normalizacion de la glucosa. Estos mecanismos estan
influenciados por determinantes genéticos de susceptibilidad o resistencia al dafio
por la hiperglucemia.

Existen numerosas hipotesis que intentan explicar el mecanismo
patogénico de enlace entre la hiperglucemia cronica y el desarrollo de
complicaciones. Sin embargo, describiremos de manera preferente las cuatro
hipétesis mayores que han generado la mayor cantidad de evidencias cientificas
asi como algunos estudios basados en inhibidores especificos de estos
mecanismos:

e Incremento de la actividad de la aldolasa reductasa ( via de los polioles);

e Incremento de la formacion de los productos finales de glicosilacion
avanzada (AGEs);

e Incremento de la formacién de radicales libres [estrés oxidativo (EO)];

e La activacion de las is6formas de la proteina cinasa C (PKC) y
estimulacion de la fibrogénesis a través de la liberacion de citocinas y la
secrecion de factores de crecimiento.

La lista de las hipoétesis es grande y expresa nuestro escaso conocimiento
actual en la compresion de la patogénesis de las complicaciones cronicas. Es
importante subrayar que las distintas hipdtesis se superponen e interrelacionan
unas con otras, por ejemplo, la formacion de AGEs y la actividad alterada de la via
de los polioles induce EO, que por otro lado, este EO incrementa la formaciéon de

AGEs, que a su vez activa la PKC, etc.....

3.1 Via de los polioles

La aldolasa reductasa es la primera enzima en la via de los polioles. Esta es
una oxido-reductasa monomérica citosoélica que cataliza la reduccidon dependiente

de la nicotamida adenina dinucle6tido fosfatasa (NADPH) de una variedad de
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compuestos carbdnicos, incluyendo la glucosa. La aldolasa reductasa tiene una
baja afinidad para la glucosa (elevado Ki,) en concentraciones de glucosa normal
como sucede en los pacientes no diabéticos. El metabolismo de la glucosa a través
de esta via representa un pequeiio porcentaje del uso total de la glucosa, pero en
un ambiente hiperglucémico, el incremento de la glucosa intracelular resulta en
un aumento de la conversion enziméatica de la glucosa a sorbitol, con una
disminuciéon concomitante del NADPH. En la via de los polioles el sorbitol es
oxidado a fructosa por la enzima sorbitol deshidrogenasa con reducciéon de la
NAD+ (como cofactor) a NADH. El paso de glucosa a través de esta via durante la
hiperglucemia varia desde un 33% de la utilizacion de la glucosa en el cristalino
de conejos hasta un 11% en los eritrocitos humanos, lo que explica que la
contribucion de esta via a las complicaciones diabéticas varie entre especies, y sea
tejido-dependiente. Figura 2

Numerosos mecanismos se han propuestos para explicar el efecto
deletéreo del incremento del metabolismo de la glucosa a través de la via de los
polioles en situacion de hiperglucemia. Estos incluyen:

e El estrés osmotico producido por el sorbitol: El sorbitol no difunde
facilmente a través de las membranas, por lo que inicialmente se sugirid
que producia un dano osmoético en las células microvasculares. Sin
embargo, varios estudios han confirmado que la concentraciéon de sorbitol
intracelular en las células vasculares o nerviosas de los pacientes con DM
es demasiado pequena (en el rango nanomolar) como para causar el dafio
osmotico propuesto, comparado con las concentraciones micromolares o
incluso milimolares de otros metabolitos de la glucosa (184;185).

¢ Disminucion de la actividad de la ATPasa de Na+ y K+ producido por la
activacion de la PKC: La activacion de la PKC por la hiperglucemia
aumenta la actividad de la fosfolipasa A,, la cual a su vez incrementa la
produccion de dos inhibidores de la ATPasa de Na+ y K* como son el
acido araquidodnico y la prostagladina E, (186).

e La oxidacion de sorbitol por la NAD+*: Esta oxidacion incrementa el rango
a nivel citosolico del NADH:NAD+, inhibe la actividad de la enzima
glicerilaldehido-3-fosfatasa  deshidrogenasa e  incrementa las
concentraciones de glicerilaldehido- 3-fosfato, la cual a su vez incrementa
la formacion de metilglioxal que es un precursor de los AGEs y

diacilglicerol (DAG), que finalmente activa la PKC. (187;188)
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e La reduccion de glucosa a sorbitol: Esta reduccion produce una
disminucion del NADPH. La NADPH es necesaria para la regeneracion
del glutation reducido (GSH) que es un anti-oxidante alterando el balance
redox celular, por lo que la disminucién del NADPH provocaria una
inducciéon o incremento del EO. (189)

¢ El aumento del transporte de la glucosa a través de la via de los polioles es
seguido por: disminucion de los niveles de mioinositol, alteracion del
recambio del fosfo-inositol, disminucién de las concentraciones de calcio
y una actividad reducida de la ATPasa de Na* y K*, lo cual se ha postulado
que contribuya al desarrollo de las complicaciones vasculares que se
observan en los sujetos con DM. (190)

La mayor critica de esta hipotesis es que estas alteraciones se producen
solo en los tejidos donde la actividad de la aldolasa reductasa es elevada como a
nivel nervioso, lo que explica la eficacia de la inhibicion de esta via metabolica
para prevenir la neuropatia diabética que se ha observado en animales (191) y en
humanos (192). En 1999 fue publicado un estudio en humanos, multidosis y
controlado con placebo, utilizando un potente inhibidor de la aldolasa reductasa
(Zenarestat) en el que se demostrd un efecto positivo de la inhibicion de esta via
en la neuropatia diabética (193). Por el contrario, en el territorio vascular, la
actividad de la aldolasa reductasa es baja e insuficiente para disminuir los niveles
de glutation reducido e incrementar los niveles de glutation oxidado, asi como
para inhibir la oxidacion del glicerilaldehido-3-fosfato, lo cual es consistente con
los resultados de los estudios en animales en que los inhibidores de la aldolasa
reductasa no son capaces de prevenir la retinopatia o el engrosamiento de la
membrana basal en los capilares de la retina, rinén y musculo (191). Algunos
estudios clinicos con resultados negativos han cuestionado la relevancia de este
mecanismo en humanos, la ausencia de eficacia de estos estudios se ha atribuido
a los efectos adversos que limitan la dosis del farmaco y la incapacidad de

alcanzar una concentracion eficaz del farmaco en los tejidos.
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Figura 2, Via de los polioles: La aldolasa reductasa reduce aldehidos originados
por los radicales libres de oxigeno (RLO) a alcoholes inactivos y la glucosa a sorbitol
usando la NADPH como cofactor. En las células en donde la actividad de la aldolasa
reductasa es incrementada, los niveles del glutatién reducido (GSH) estan disminuidos,
aumentando el EO; La sorbitol deshidrogenasa (SDH) oxida el sorbitol a fructosa,
utilizando la NAD+ como cofactor (194).

3.2 Productos finales de la glicosilacién avanzada

Esta teoria surgio al intentar explicar las complicaciones de la DM como
una forma de envejecimiento precoz. La glicaciéon avanzada se produce durante el
envejecimiento normal, pero en la DM este proceso esté acelerado. Los productos
de la glicosilacion no enzimatica de las proteinas varian en su estructura quimica
pero como grupo se denominan productos finales de la glicosilacion avanzada
(AGE;y). La glucosa intracelular es la principal alteracion que inicia la formaciéon
de los AGE; tanto intracelular como extracelular, por que el grado de formacion
de los AGEs desde la glucosa es menor al de la formaciéon de los AGEs desde los
precursores dicarbonilicos derivados de la glucosa y producidos
intracelularmente (195). Los AGEs pueden originarse desde la auto-oxidacion
intracelular de glucosa a glioxal (196); de la descomposicion de los productos
Amadori a 3-deoxyglucosona y por la fragmentacion de glicerilaldehido-3-
fosfatasa y dihidroxyacetona fosfatasa a metilglioxal (197). Estos reactivos
dicarbonilicos intracelulares (glioxal, metilglioxal y 3-deoxiglucosona),

reaccionan con los grupos aminos de las proteinas intra y extracelulares para
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formar los AGE;. El glioxal y el metilglioxal son eliminados a través del sistema de

la glioxalasa (197).

La formacion de estos compuestos lesiona a la célula a través de varios

mecanismos:

34

Los AGE; alteran la funcion de un amplio rango de proteinas, que incluyen
las modificaciones de proteinas estructurales como el colageno y proteinas
intracelulares (198).

Los componentes de la matriz extracelular, modificados por los
precursores de los AGEs interactian anormalmente con los otros
componentes de la matriz y con los receptores celulares de las proteinas de
la matriz (integrinas). La acumulacion de los AGEs en las proteinas de
vida larga de la matriz aumenta los enlaces cruzados de estos
componentes (199), provocando resistencia a su degradacion e
incrementado la rigidez de los vasos (200;201). Esta acumulacion de las
proteinas de matriz extracelular esta aumentada al menos en parte, por la
induccion de factores de crecimiento y citocinas como el factor
transformador del crecimiento [, (TGFp.) y el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF).

Los AGEs alteran la funcion celular al enlazarse a receptores. Cinco
proteinas que enlazan AGEs han sido identificadas: a) el receptor de los
AGEs (RAGE) que es un receptor transmembrana que forma parte de la
super familia de immunoglobulinas localizados en las células endoteliales,
mesangiales y macrofagos (202). El enlace de las proteinas modificadas
por los AGEs a los RAGE inician una cascada de eventos de senalizacion
celular como la activacion de las protein cinasas activadas por mitégenos
(MAP) o de la PKC, generando radicales libres de oxigeno (RLO), que
inician disfuncion celular, asi como activan el factor de transcripcion
nuclear NF-[k]B que provoca cambios patoldgicos en la expresion de genes
(203;204). La expresion de la RAGE esta incrementada en la DM y en
condiciones de inflamaciéon incluyendo la aterosclerosis, y se ha
demostrado que los monocitos en las placas ateroscleroticas tinen
intensamente para RAGE (205). b) la proteina 60 (p60) que presenta un
95% de homologia al OST-48, que es un componente del complejo
oligosacaril transferasa en las membranas microsomales (206). c) la

proteina 90 (p90) que tiene una secuencia homologa con la 80K-H
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humana que es un sustrato de la PKC (206). d) Galectina-3 que es una

proteina que enlaza carbohidratos y también enlaza AGEs. (207) e) El

receptor “basurero” (scavenger) de macrofagos tipo I y II que enlazan

AGEs y participa en la endocitosis de estos compuestos (208). Sin

embargo, solo se ha demostrado que los RAGE inician senales de

traduccion al enlazarse con los AGEs.

La importancia de los AGEs como mediadores del efecto deletéreo de la
glucosa en la DM se ha determinado utilizando un inhibidor de esta via
metabolica. La aminoguanidina, es un inhibidor de los AGEs y es un derivado
nucleofilico hidrazilico que reacciona con los metabolitos intermedios producidos
en las etapas iniciales de la glicacion de la glucosa (209). Las consecuencias de la
inhibicion de esta via metabdlica con la aminoguanidina en las complicaciones de
la DM han sido investigadas en la retina, rinén, nervio y arteria. En condiciones
experimentales, el desarrollo de cada una de las anormalidades patonogmonicas
evaluadas fueron inhibidas en un 85 a 90%. Esto incluye el desarrollo de capilares
acelulares, microaneurismas retinianos, incremento de la EUA, expansion
mesangial, disminuciéon de la velocidad de conduccion sensorial y motora del
nervio, de la amplitud del potencial de accion, disminuciéon de la elasticidad
arterial y del incremento de la filtracion de fluidos arteriales (209-212). Sin
embargo, los estudios clinicos en humanos no han demostrado resultados
beneficiosos, tal vez por que este compuesto solo bloquea una y probablemente
menor via de formacién de los AGE; dentro de las células (213). Actualmente,
nuevos compuestos como el Phenacylthiazolium bromide (PTB) el ALT 711, que
acttian rompiendo los enlaces cruzados de los AGEs es posible que muestren ser
mas efectivos en prevenir la injuria tisular producida por los AGEs. Se ha
observado que la administracion diaria de PTB a ratas diabéticas con
estreptozotocina reduce los enlaces cruzados del colageno en la cola de estos

animales, asi como la acumulacion de los AGEs a nivel vascular (214). Figura 3
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Figura 3: Mecanismos a través del cual los AGEs lesionan las células vasculares. Las
modificaciones covalentes de las proteinas intracelulares por los precursores AGE
dicarbonilicos alteran algunas funciones celulares. La modificacién de las proteinas de
la matriz extracelular causa interacciones anormales con otras proteinas de la matriz y
con las integrinas. La modificacion de las proteinas del plasma por los precursores
AGEs crean enlaces que se acoplan con los receptores AGEs, induciendo cambios en la
expresion del gen en las células endoteliales, mesangiales y macrdfagos (194).

3.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EO) es el desequilibrio entre la producciéon de
radicales libres de oxigeno (RLO) altamente reactivos y el mecanismo de limpieza
o de bloqueo natural de estas sustancias. Debido a la habilidad de los RLO de
directamente oxidar y danar DNA, proteinas, lipidos, se han asociado a los RLO
con la patogénesis de algunas enfermedades humanas como la aterosclerosis,
cancer, Alzheimer o diabetes, entre otras (215). A continuacién, se revisa
brevemente el mecanismo de produccion de los RLO en el organismo y los
sistemas de defensa antioxidante que protegen contra el dafo oxidativo de las

macromoléculas.
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3.3.1 Bioquimica y origen de los radicales libres de oxigeno

¢Qué es un radical libre? Un atomo contiene un nucleo y los electrones se
mueven alrededor del nticleo, usualmente apareados. Un radical libre es un atomo
o molécula que contiene uno o mas electrones no apareados. Estos electrones no
apareados alteran la reactividad del atomo o molécula, haciéndolos mas reactivos.
El radical hidréogeno (H®; contiene un protoén y un electréon, por lo tanto no
apareado) es el radical libre mas simple. La reacciéon en cadena de los radicales
libres se inicia por la sustraccion de un H® desde otras moléculas (216).

En los organismos aerobicos, el oxigeno (O.) es reducido a agua (H,O) al
final de la cadena respiratoria mitocondrial. La molécula de O, permanece ligada
al complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial ( ferrocitocromo c: oxigeno
oxidoreductasa) hasta que este es reducido a H,O por la transferencia de 4
electrones y 2 protones. Sin embargo, durante el progreso por las distintas fases
en la cadena mitocondrial (complejos I, II i/o III) hay pérdidas de electrones
sueltos principalmente desde las proteinas no heme hierro-sulfuro, produciendo
reduccion parcial del O, a anion superoxido O, que es un RLO. Este superoxido
puede reducirse posteriormente por la adicion de un segundo electron y
convertirse a peroxido de hidréogeno (H.O.) que no es un radical. La adiciéon de un
tercer electron a la H,O. genera la formacion del radical hidroxil (HO-) que es el
mas reactivo y agresivo de los RLO.

El HO- puede también ser producido por dos importantes reacciones
bioldgicas. La reacciéon de Fenton: H.O______, He + HO:, en la que H.O. se
descompone por captar un electron de un i6n metal reducido y la reacciéon de
Haber-Weiss: Fe2 + H,0, Fes + HO- + HO-, en la que el HO- es
generado por la interaccion de O,™y H»0.. El hierro (Fe) asi como el cobre (Cu*)
son los iones de metal de transicion mas comunes, por lo que la naturaleza del
dafio producido por estas reacciones dependera de la disponibilidad y localizacion
de estos iones. Otro radical libre fisiologico es el 6xido nitrico ( NO®), que es un
importante agente vasodilatador, neuro-transmisor. Es sintetizado desde el
aminoacido L-arginina y cuando reacciona con el oxigeno molecular se produce
el NO," que es un RLO iniciando su efecto toxico. Si el NO® reacciona con el O,™
produce el perdxinitrito (ONOO-) que ha sido implicado en la vasoconstriccion de

las células del misculo liso vascular y en la aterosclerosis. En condiciones
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metabolicas normales, la perdida de electrones desde la cadena respiratoria
mitocondrial se produce continuamente durante el metabolismo aerébico. Se
estima que cerca de 1-3% del oxigeno que respiramos es convertido en O,™, por lo
que cada célula del organismo esta expuesta a cerca de 10*° moléculas de O™ cada

dia, generandose cada ano mas de 2 kg de O,™ en el organismo (217;218).

Fez+ - OH Radical hydroxyl

(j:;::;;:;-t) (3atalasa

e.'h-
0 _> .0 _> H202 _PHzo + 02

Anlan superéxido Peréxido de hidroég
| 2GSH -
GSSG
Oxido nitrico
H,O

ONOO~

Peroxinitrito

Figura 4: La formacién de superéxido (0.*) por mecanismos endbgenos, inicia

la formacién de otros RLO (219).

3.3.2 Mecanismo de defensa antioxidante

El metabolismo aer6bico es el proceso principal para la generacion de
energia, pero esta asociado a un proceso paradojico de generacion de RLO, que si
no son neutralizados con antioxidantes endogenos, puede alterar la integridad
celular. El sistema de defensa antioxidante en el organismo es extenso y consiste
de maultiples niveles que protegen en diferentes sitios y contra diferentes tipos de
RLO. Estos mecanismos son diferentes en los compartimientos intracelular y
extracelular y son de naturaleza enzimatica y no enzimatica. Los mecanismos
enzimaticos intracelulares son la superoxido dismutasa (SOD), catalasa, y
glutation peroxidasa. La SOD cataliza la dismutaciéon del superdéxido en H.O, y
oxigeno, estas enzimas se localizan en la mitocondria y el citosol. La catalasa

elimina el perdxido de hidrégeno y se encuentra en los peroxisomas de muchos
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tejidos. La glutation peroxidasa elimina el peroxido de hidrogeno producido por
la SOD en el citosol y la mitocondria. La proporcion de las formas reducida y
oxidada del glutation es considerada como un indice de los eventos oxidativos
celulares (indice GSH:GSSH).

Las proteinas que enlazan al hierro, las proteinas transportadoras de hierro
y la albimina presente en el plasma son ejemplos de antioxidantes extracelulares,
porque disminuyen la concentraciéon de hierro libre y por lo tanto reducen su
potencial peroxidico. La ceruloplasmina es una glicoproteina que enlaza cobre
con propiedades antioxidantes eliminando el superodxido a través de algunos
mecanismos como, enlazando Cu* para disminuir su oxidacion y catalizando la
oxidacion de Fe2+ a Fes+ por actuar como una enzima ferroxidasa. La vitamina
liposoluble: alfa tocoferol (vitamina E) y la hidrosoluble: &acido ascérbico
(vitamina C) protegen contra la peroxidacién y actian como antioxidantes
citosolicos y extracelulares, respectivamente (216-218).

La tabla 7 muestra los principales RLO generado en los organismos

aerdbicos y su mecanismo natural de defensa.

Tabla 7: Radicales libres de oxigeno y su mecanismo natural de defensa

Radicales libres de oxigeno Mecanismo de defensa antioxidante

Radicales libres

0.~ Anion superoxido Antioxidantes Enzimaticos

OH’ Radical hidroxil SOD Superdxido de dismutasa

ROO" Pero6xido lipidico 20,"+2H* ™ H,0,+ O,

NO* Oxido nitrico CAT Catalasa

NO.," Di6xido nitrico 2H.0. _5 O0.+H:0

ONOO- Peroxinitrito GTP Glutation peroxidasa
2GSH+H,05 > GSSG + 2H.0

No - Radicales 2GSH +ROOH™ GSSG + ROH +

2H-0
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Antioxidantes No-Enziméticos

H.O. Peré6xido de hidrogeno  Vitamina A
HOCI Acido hipocloroso Vitamina C  (acido ascérbico)
ONOO- Peroxinitrito Vitamina E (o-tocoferol)
10, Oxigeno libre B-caroteno

Acido Urico

Flavonoides

Sulfidrilos

El punto negro en superindice indica un electrén no apareado; la carga negativa indica
un electrén ganado; GSH: glutatién reducido; GSSG: glutatién oxidado; * El oxigeno
libre es una molécula inestable debido a los dos electrones presentes en su 6rbita
externa que giran en direcciones opuestas (217).

3.3.3 Cuantificacion y caracterizacion del estrés oxidativo

Los RLO son sustancias evanescentes, por lo que l6gicamente, su estimacion
dentro de los sistemas integrados como modelos animales y humanos es
compleja. Para valorar la lesion mediada por RLO o la generacion de RLO in vivo
se han desarrollado una gran variedad de indices. Sin embargo, la literatura
médica inicial ha sido confusa, probablemente por las propias limitaciones de la
metodologia ex-vivo o intrinseca del abordaje especifico utilizado, debido a que
muchos de estos abordajes miden cambios tisulares que son consistentes con un
proceso oxidativo pero no siempre especifico de los RLO. El incremento de la
generacion de los RLO, puede reflejar simplemente mecanismos homeostaticos o
cambios que no son toxicos a las células y, la capacidad para detectar elevado EO
previo a, o concomitante con, lesion celular es consistente con un papel de estas
sustancias en el dafno. Pero, esto no establece una relacion causa-efecto.
Finalmente, la generacion de los RLO puede producir modificaciones de muchas
macromoléculas como los lipidos, las proteinas o el DNA, pero la cuantificacion
de la generacion de los RLO se ha enfocado solo en una sustancia dentro de esta
amplia categoria. Por lo tanto, es evidente que hay una creciente necesidad del
desarrollo de biomarcadores del EO (220).

Entre los sustratos del ataque por los RLO, uno de los que mas
extensamente han sido estudiados son los lipidos por la facil accesibilidad que
tienen muchos investigadores para estimar la peroxidacion lipidica. Se especula
que la oxidacion de las lipoproteinas, especificamente el colesterol-LDL,

desempefia un papel patogénico importante en la aterosclerosis. La medicion de
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productos de la oxidacién en tejidos, plasma y orina, ha sido utilizado en estudios
clinicos para reflejar la peroxidacion lipidica in vivo. Los peréxidos lipidicos son
compuestos inestables que se degradan rapidamente en una variedad de
productos, como los alcanos de cadena corta y los aldehidos. Ejemplos de estos
productos intermedios o finales de la peroxidacion lipidica que han sido
utilizados en estudios clinicos incluyen la medicion de aldehidos citotoxicos, de
dienes conjugados, sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitarico (TBARS)

e isoprostanos.

3.3.3.1 Aldehidos

Siguiendo la peroxidacion de los acidos grasos poli-insaturados omega m3 y
w6 (PUFA,), que son hidroperoxidos de acidos grasos inestables estos son
convertidos en aldehidos méas estables. Los aldehidos mas abundantes formados
siguiendo a la peroxidacion del w6 son el 4-hidroxinonenal (4-HNE) y el hexanal
y del @3 son el propanol y el 4-hidroxihexanal. Estos productos son los aldehidos
mas prevalentes detectados en los tejidos biolégicos. Los aldehidos han sido
asociados con alteraciones de la viabilidad celular. El 4-HNE ha sido relacionado
con la muerte celular, ya que se ha observado que concentraciones milimolares
son agudamente citotoxicos en las células de los mamiferos, producen deplecion
del glutation, inducen incremento de la peroxidacion lipidica, inhiben la sintesis
del DNA, RNA y proteinas, e inhiben la respiracion y la glicolisis. Estos
intermediarios altamente reactivos se enlazan a receptores y moléculas de
sefializacibn modificando su funcién. Tebéricamente, estos aldehidos son
relativamente estables y por lo tanto son capaces de difundir fuera de la célula y
lesionar objetivos distantes de su sitio de origen. Las proteinas modificadas por el
HNE, probablemente derivadas del colesterol-LDL, se han observado en el
ateroma de conejos con hiperlipidemia, asi como también, se han detectado
autoanticuerpos contra las proteinas modificadas por el HNE en el plasma tanto
de conejos y de humanos con hiperlipidemia. Estos aldehidos pueden ser medidos
por métodos altamente especificos y sensibles como la cromatografia de gas y la
espectrometria de masa (GC/MS). Una de las principales limitaciones con
algunos abordajes para medir los aldehidos es que muchos de los preparados
comerciales de solventes organicos para la cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC) contienen aldehidos contaminantes (220-223).

41



Introduccién tedrica

Sustancias que reaccionan con el acido tiobarbititrico

Otro de los indices de la peroxidacion lipidica ampliamente utilizados es la
medicion del malondialdehido (MDA) por el analisis de las sustancias que
reaccionan con el acido tiobarbitirico (TBARS). La muestra para analizar es
calentada con TBARS en un pH bajo, el cromdgeno resultante es medido por
absorbancia a 532 nm o por fluorescencia a 553 nm. Los analisis de TBARS son
muy fidedignos cuando se aplican a sistemas definidos como los liposomas o
microsomas, pero su aplicacion a liquidos corporales o muestras tisulares
disminuye su exactitud. Primero, otros aldehidos diferentes del MDA, pueden
formar cromdgenos con absorbancia a 532 nm y muchos aldehidos diferentes son
generados durante la peroxidacion lipidica. Segundo, los analisis de TBARS
raramente miden el contenido de MDA libre del sistema lipidico, si no que, mide
el MDA generado por descomposicion de los peroxidos lipidicos durante el
proceso de calentamiento del acido durante el analisis. Tercero, otras sustancias
como los azucares, aminoacidos y bilirrubina son también reactivos al TBA. La
sensibilidad de este analisis puede aumentarse combinando este con HPLC para
separar estos compuestos previos al calentamiento del acido, a pesar de lo cual,
las condiciones imperfectas de este dltimo paso contintian. La aplicacién de
analisis de GC/MS para la determinacion del MDA ha demostrado que los
analisis mas utilizados de TBARS sobreestiman en mas de 10 veces los niveles de
MDA, debido posiblemente a la reactividad cruzada con otros aldehidos o a las
condiciones inadecuadas usadas en la preparacion de la muestra. Finalmente, el
MDA no refleja realmente la peroxidacion lipidica ya que es un bio-producto de la
actividad en las plaquetas y muchos de los sindromes clinicos asociados con
aumento de la peroxidacion lipidica cursan con una persistente activacion de las
plaquetas in vivo. A pesar, del desarrollo de técnicas mas refinadas para la
medicion del MDA, la utilidad clinica de esta mediciébn como indice de la

peroxidacion lipidica es discutible (220;223-225).
Dienes conjugados
La peroxidacion de los acidos grasos no saturados se acompanada de la

formacion de dienes conjugados que absorben luz ultravioleta a 230-235 nm. La

medicion de la absorbancia es 1til en estudios ex vivo de lipidos puros, reflejando
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un estadio inicial del proceso de peroxidacion. Sin embargo, la aplicacion de esta
metodologia a extractos lipidicos de muestras humanas en liquidos corporales
probablemente resulte imprecisa. Por ejemplo, la absorciéon en este rango no es
especifica para la presencia de productos de peroxidacion lipidica. En un intento
para disminuir esta dificultad se ha usado el HPLC para separar los dienes
conjugados que absorben luz ultravioleta de una muestra biologica. Una
limitacién mas de esta metodologia es que la generacion de los dienes continda

produciéndose ex vivo tras la obtencion de la muestra (226;227).

3.3.3.2 Isoprostanos

Por lo expuesto anteriormente, la disponibilidad de un abordaje fidedigno y
no invasivo para valorar el EO en humanos es una prioridad en el campo de la
investigacion de los RLO, ya que los métodos descritos previamente carecen de
especificidad, sensibilidad o son demasiados invasivos para la investigacion en
humanos. En 1990 Morrow et al, describieron la formacién de compuestos
similares a la prostaglandina F. en vivo en humanos producidos por la
peroxidacion no-enzimatica inducida por los RLO del acido araquiddnico, que es
un acido graso poli-insaturado ampliamente distribuido en el organismo. Estos
autores denominaron a estos compuestos isoprostanos (IsoPs-F.). A diferencia de
las prostaglandinas (PGs) las cuales estan formadas por la acciéon de enzimas
ciclooxigensas, los IsoPs-F, se generan como un resultado de la peroxidacion
mediada por RLO del acido araquidénico independiente de esta enzima (228). El
origen de los RLO que contribuyen a la formacion de los IsoPs-F. in vivo es
miltiple. Esto incluye: la generacion y transformacion de RLO, como el
superoxido y el radical hidroxil, desde el sistema de transporte de electrones
mitocondrial y de la familia P450 de enzimas que metabolizan los farmacos, la
generacion de superoxido por las oxidasas de NADPH, del radical hidroxiperoxyl
a partir de las lipooxigenasas y la formacion catalizada por metales de transicion
de los RLO, entre otros (229).

El mecanismo por el cual estos componentes se producen esta representado
en la figura 5, y se basa en los principios quimicos propuestos por Pyor, Porter y
otros, de la generacion de intermediarios biciclo-endoperéxidos producidos por la
peroxidacion de otros acidos grasos poli-insaturados. El acido araquidonico

inicial que se muestra al principio de la figura, sufre en un primer momento de la
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abstraccion' de un atomo de hidrégeno bis-alilico2 para producir un radical
araquidonyl, la adicién posterior de una molécula de oxigeno a este radical
produce un radical peroxil. Dependiendo del sitio de la abstraccion y la insercion
de la molécula de oxigeno, se forman 4 diferentes isobmeros3 de radical peroxyl.
Seguidamente estos radicales sufren endociclizacion4 y otra molécula de oxigeno
se anade para formar compuestos similares a las PGG. (regio-isomeros
endoperoéxidoss). Estos intermediarios son entonces reducidos a IsoPs-F,,
formandose cuatro regio-isbmeros que se denominan como serie 5, 12, 8 0 15
dependiendo del &tomo de carbono al cual la cadena hydroxyl esta unida. Cada
uno de los 4 regio-isomeros puede teéricamente estar formado de 8 diastereo-
isomeros racémicos'. De este modo, un total de 64 diferentes compuestos pueden

ser originados por este proceso (230;231).

m' % Acido araquidénico

|
f
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ISOPROSTANOS ., : ' m““” " L
GH T~ ai " g -1} aH IDH
Morrow S-series 12-series §-series 15-series
FitzGerald I I 11 v

1 Abstraccion: separacion de los constituyentes volatiles de una sustancia
2 Bis: presencia de dos grupos complejos idénticos, pero separados, en una molécula; Alilico: radical
monovalente

3 Isémeros: relativo a isomerismo; Isomerismo: Existencia de un compuesto quimico en dos o mais formas
idénticas en el porcentaje de su composicion, pero que diferentes por la posicion de los atomos dentro de la
molécula y por sus propiedades fisicas y quimicas

4 Endociclizacion: incorporaciéon dentro de un ciclo molecular.

5 Regio-isémero: uno de los tipos de isomerismos constitucional: el posicional o regio isémero
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Figura 5: Mecanismo de formacion de los F.-IsoPs (232)

Debido a que los compuestos resultantes son isOmericos a la
prostaglandina F., formada por la ciclooxigenasa, estos compuestos han sido
denominados F.-isoprostanos. Su clasificacién estd basada en el sistema de
nomenclatura para IsoPs aprobado por el Comité de Nomenclatura Eicosanoide, y
ratificada por la “Joint Comission on Biochemical Nomenclature (JCBN) of the
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)” (233). Una sistema
de clasificacion adicional ha sido propuesto por FitzGerald et al, en el cual la
abreviacion iP es utilizada para los isoprostanos, y los regio-isomeros son
designados de III a VI basados en su estructura (234). La existencia de dos
sistemas de nomenclatura ha hecho que la comprension de los F.-IsoPs sea
complicada sobre todo para aquellos que como yo, no somos eruditos en este
campo. Existen también F.-IsoPs que contienen estructuras de anillo alternativas
(como los que son similares a PGD./E, y PGA,/I.) y que también pueden ser
producidos por este mecanismo. Sin embargo, los F»-IsoPs han sido la clase de
IsoPs mas estudiada, y debido a su estabilidad, proporciona una mayor exactitud
en la medicion del EO.

Una importante distinciéon estructural entre los IsoPs y las PG, derivadas
de la ciclooxigenasa y que condiciona diferencias en las actividades bioldgicas, es
que los IsoP;s contienen cadenas laterales que son predominantemente orientadas
Cis? al anillo de propano, mientras que, las PGs tienen solo cadenas laterales con
orientacion Trans'. Otra diferencia importante entre los IsoPs y las PGs es que los
IsoPs estdn formados in situ esterificados a los fosfolipidos y son
subsecuentemente liberados por una fosfolipasa(s), mientras que, las PGs se
generan uUnicamente a partir del 4cido araquidonico libre. Las fosfolipasa(s)
responsable de la hidroélisis del los IsoPs desde los fosfolipidos es/son adin

desconocidas (235-237).

Meétodos para cuantificar los F,-IsoP;

1 Diastereoisdémeros: son isémeros con més de un centro quiral, hay dos potenciales diastereoisdbmeros por cada
centro quiral. Quiralidad: propiedad de no-identidad de un objeto con su imagen en un espejo

2 Cis: forma de isomerismo en la que grupos funcionales similares est4n unidos al mismo lado del plano que
incluye dos atomos de carbono fijos adyacentes
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En la dltima década, se han desarrollado algunos métodos para la
medicion de los F, -IsoPs. Morrow et al, han utilizado la cromatografia de gas y la
espectrometria de masas con ionizacion quimica de i6n negativo (GC/MS) con el
cual midieron los F. -IsoPs, 15F.-isoP ( 8-iso-PGF,,) y otros F. -IsoPs que co-
eluieronz en la CG con este componente (238). Otros investigadores, han
cuantificado diferentes isémeros de F., -IsoPs (239). Algunos preparados
comerciales de estandares internos estan disponibles para cuantificar los F. -
IsoP,. Estos incluyen [2H,] 15-Fa-IsoP y [2H,]-PGF., Las ventajas de la
espectrometria de masa sobre los otros métodos incluyen su elevada especificidad
y sensibilidad, con la obtencién de resultados cuantitativos en el rango minimo de
pico gramo. En contraposicion, su principal desventaja, es que es una técnica muy
laboriosa que precisa equipamientos sofisticados y caros, por lo que generalmente
este método solo se realiza en grandes laboratorios de investigacion, no
encontrandose al alcance de todos los investigadores (238).

Algunas alternativas a la espectrometria de masa han sido desarrolladas
por diferentes investigadores, incluyendo a FitzGerald et al (239;240). De manera
similar, al método para medir 15-F.-IsoP, estos métodos requieren la extraccion
de una fase solida utilizando una columna Ci18, purificacion a través de
cromatografia en capa fina y derivatizacion' quimica. Posteriormente, los IsoPs
son medidos utilizando técnicas de dilucion isotépica usando la GC/MS con
ionizacion quimica de i6n negativo. Pero estos analisis miden otros isomeros de
F. -IsoPs, distintos del 15-F,-IsoP, incluyendo el iPF,,-IV ( que es el 8-F»-IsoP) o
iPF.,-VI (que es el 5-F.-IsoP), existen también estdndares disponibles
comercialmente para estos compuestos. En general, los diferentes métodos son
comparables. Se han desarrollado métodos alternativos a la MS para cuantificar
los F, -IsoPs utilizando técnicas inmunologicas (241). Esta metodologia utiliza
anticuerpos contra 15-F.-IsoP disponiéndose en la actualidad de por lo menos 3
series de analisis que estan comercializados. Las principales desventajas de este
método son que hasta el momento, hay escasa informacion acerca de su precision
y exactitud y ademas hay pocos datos comparando los niveles de IsoPs
cuantificados por immunoanalisis y por MS. De manera similar que para los

métodos que cuantifican PGs, los immunoanalisis de los IsoPs es posible que

1 Trans: forma de isomeria en la cual los 4tomos fijados a dos 4tomos de carbono unidos mediante un doble
enlance estan situados en lados opuestos de la molécula

2 Eluido: sustancia separada de una columna absorbente en cromatografia; Elusién: extraccién con un solvente
apropiado de un material con respecto a otro insoluble en ese solvente
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carezcan de especificidad. Ademés la especificidad y la sensibilidad de los
diferentes preparados comerciales varian entre los distintos fabricantes. Aunque
si bien los métodos de MS para la medicién de los IsoPs son considerados el “gold
standard”, los immunoanalisis han difundido la investigacion en esta area por su
bajo costo y facil manejo. Recientemente, algunos investigadores han generado
anticuerpos policlonales y han desarrollado analisis para la medicion del 15-Fa-
IsoPs. Cuando se comparan con el abordaje mediante MS, hay una buena
correlacion entre estos métodos y la MS, causado al menos en parte, por un
proceso mas amplio de purificacion de los liquidos biologicos que estos

investigadores realizan antes del immunoanalisis (242;243).

Cuantificaciéon de los IsoPs en los fluidos biolégicos

Es importante indicar que los IsoPs pueden medirse en los fluidos
biologicos como sangre y orina (238). Actualmente, los IsoPs se han detectados en
todos los tejidos humanos y fluidos evaluados, y esto es particularmente
importante, ya que permite la valoracion de los efectos de enfermedades como la
aterosclerosis sobre la situacion oxidante endogena (241). Ademas definir los
niveles de IsoPs in vivo es importante porque permitiria la valoracion de la
extension en la cual las intervenciones terapéuticas influyen sobre los niveles de
EO.

Para estudios en humanos, la medicién de los IsoPs en los fluidos
corporales como orina y plasma es significativamente méas conveniente y menos
invasivo que la medicion de estos componentes en tejidos organicos. Basados en
los datos disponibles, la medicion de los F.-IsoPs tanto en plasma como en orina
es un indice preciso y exacto del EO (229;232;241). Ademas, para la valoracion
integrada de la produccion de los IsoPs in vivo es preferible las muestras
recogidas durante 24 horas que muestras aisladas de orina, ya que se ha descrito
una variacion diurna individual de la excrecion de los IsoPs en humanos, aunque
esta variacion no se ha encontrado cuando las poblaciones son evaluadas como
grupo (244). La valoracion mas exacta de la producciéon in vivo de las PGs es la
medicion de los metabolitos excretados en orina en vez de la medicion de la PGs
original. Esto se origina, en el hecho de que las PG originales derivan en gran

parte del rinon. Morrow et al, han demostrado que el mayor metabolito urinario

1 Derivatizacién quimica: proceso en el que se afiade otra sustancia a la molécula para hacerla termo-estable
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del 15-Fa-IsoP es el 2,3-dinor-5,6-dihydro-15-F.-IsoP y han desarrollado un
analisis mediante GC/MS para medirlo con precision. Sin embargo, actualmente
no hay evidencia de que la cuantificacion de este metabolito ofrezca una ventaja
adicional a la cuantificacion de los IsoPs originales (245;246). Otro punto
importante con relacion a la cuantificacion de los IsoPs en los fluidos bioldgicos es
que el nivel en un tejido particular probablemente represente un estado de
equilibrio que es dependiente de la produccién (grado del EO), de su metabolismo
y excrecion (241). Morrow et al, han evaluado la extension por la cual la
disfunciéon hepatica y renal contribuye al incremento de los niveles circulantes de
IsoPs, observando que incluso en situaciones de severa disfunciéon organica, se
produce el metabolismo rapido de los IsoP; originales. Por lo tanto, estos datos
evidencian que las concentraciones de F.-isoP circulantes son principalmente
dependientes de la produccién mejor que de su metabolismo y excrecion, lo que
sugiere que los IsoPs son verdaderamente indicadores del EO in vivo (232;238).
Debido a que el 8-iso-PGF, representa el componente mas abundante de
los F.IsoP totales medido en plasma y orina, se han desarrollado anélisis
especificos para su determinacion por lo que es el mas extensamente estudiado.
Se ha observado que este compuesto tiene importante efectos biologicos, es un
potente vasoconstrictor (247) e induce la sintesis de DNA en las células del
musculo liso vascular, probablemente a través de su interaccion con receptores de
TXA: (248), asi como que activa los receptores de PGF,, y estimula la respuesta

proliferativa en los fibroblastos (249). Figura 6

OH

Figura 6: Estructura del IsoP, 8-epi-PGF.,, también denominado 15-Fx-IsoP e iPF.

La formacion de los IsoPs en la capa de fosfolipidos puede modificar la
funcion celular y su transformacion subsiguiente es posible que libere compuestos

como el 8-iso-PGF.,, que puedan modificar aspectos de la funciéon de las
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plaquetas como las reacciones de adhesividad. La formaciéon de IsoPs en los
monocitos puede modificar aspectos de su funcién como la expresion de los
factores tisulares. Su formacion en las particulas de LDL oxidadas puede hacer
que aumente su captacion por los macrofagos, y por lo tanto que genere un
estimulo para la formacién de las células espumosas. Los IsoPs pueden también
modificar la funcion de las células del musculo liso vascular asi como el acumulo
de éstas células en las placas arterioscleroticas (250). La concentracion de 8-iso-
PGF,, en el rango de inmol/L - 1umol/L induce un incremento dosis
dependiente en el cambio de la forma de las plaquetas, de la liberacion de calcio
desde las reservas intracelulares y de fosfato de inositol (251;252). Ademas, se ha
demostrado que el 8-iso-PGF,, causa una agregacion plaquetaria irreversible en
presencia de concentraciones de colageno, ADP, acido araquidonico y analogos de
PGH,/TXA, y que cuando actiian por separado no son capaces de provocar
agregacion plaquetaria (252). Estos efectos se han visto que pueden ser
bloqueados por antagonistas de los receptores de PGH./TXA. (253). La capacidad
del 8-iso-PGF,, para amplificar la respuesta de agregacion a pesar de su pequeia
concentracion es de importancia en patologias como la DM en la que coincide una
persistente activacion de las plaquetas y un incremento en la formacién de RLO.
Los estudios realizados de la generacion de 8-iso-PGF,, excluyen una
contribucion significativa de su formacion in vivo por un mecanismo dependiente
de la ciclooxigenasa. Esto es sustentado por la observacion de que la aspirina y
otros inhibidores no especificos de la ciclooxigenasa, no tienen efectos sobre la

excrecion urinaria de 8-iso-PGF,,, en sujetos con DM (254). Figura 7
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Figura 7: Excrecion urinaria de 8-iso-PGF,, (en la parte superior) y de 11-
dehidro-TXB. (en la parte inferior) antes y después de la inhibicién de la ciclooxigenasa
con aspirina (500 mg/dia) e idobufen (200 mg/ 2 veces dia). Las barras soélidas
representan la media + 1 DS de los valores del grupo total de pacientes con DM. Como
puede verse la inhibicién de la ciclooxigenasa no indujo cambios detectables en la
excrecién urinaria de 8-iso-PGF,, (254).

F2-IsoPs como indice del estrés oxidativo in vivo

El estudio “Biomarkers of Oxidative Stress Study” (BOSS) financiado por
el National Institutes of Health, ha demostrado que la administracién de carbon
tetracloruro en ratas, un modelo animal bien aceptado de EO, que los IsoP son el
mejor indice de injuria oxidativa. En este estudio realizado por investigadores
lideres en EO, se evalu6 la utilidad de cuantificar un niimero de biomarcadores de
EO. Estos autores concluyeron que los IsoPs ofrecen el mejor abordaje para la
cuantificacion exacta de la injuria oxidativa in vivo, pero el mayor poder de este
estudio, es que por primera vez se compararon cara a cara y de una manera
controlada los diferentes biomarcadores (255;256). La mediciéon de los F.-IsoPs
ha permitido por primera vez, sugerir el papel de los RLO en la patogénesis de
numerosas enfermedades, Tabla 8. En esta tesis nos centraremos principalmente
en la informacion disponible de la asociacion de los F.-IsoPs en la DM ( ver mas

adelante)

Tabla 8: Enfermedades en las cuales la medicion de los niveles de F»-IsoPs han

implicado un papel a los RLO en la patogénesis de la enfermedad (232).

Diabetes mellitus Lesion renal por rabdomiolisis
Consumo de tabaco Colestasis aguda

Enfermedad de Alzheimer Sindrome del distrés respiratorio del adulto
Enfermedad de Huntington Hepatotoxicidad por halotano

Hipercolesterolemia y aterosclerosis Intoxicacion por acetaminofén

Hiperhomocistinemia Lesion isquemia/reperfusion
Sindrome Hepato-renal Intoxicaci6n por cromo
Esclerodermia Intoxicacién por diquat (herbicida)
Insuficiencia renal Lesi6n renal secundaria a Cimplastino
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Deficiencia de Selenio Lesion del organo transplantado durante

la preservacion en frio

Deficiencia de vitamina E Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
Retinopatia en prematuros Enfermedad pulmonar intersticial
Hepatopatia endlica Intoxicacion por 6rganos fosforados
Asma alérgica Hepatotoxicidad inducida pro CCl,

3.3.3.3 Oxidacion de las proteinas

Otras de las macromoléculas que pueden sufrir el ataque de los RLO son
las proteinas, induciendo cambios estructurales o pérdida de la actividad
enzimatica. Las proteinas modificadas como las proteinas carboxyl y los amino
acidos modificados (carboxymetil y el carboxietil lisina) pueden también
generarse por el ataque de los RLO sobre las proteinas. El incremento de estas
proteinas ha sido descrito en el cristalino y en el humor vitreo de sujetos con DM.
El Glioxal y la arabinosa son los mas abundantes productos de la autooxidacion
de la glucosa. El glioxal puede formar el N-&(carboximetil) licina que participa
en la generacion de los enlaces cruzados de pentosidina fluorescente en las
proteinas. El N-&-(carboximetiDlicina se acumula en la pared arterial, asi como
en el suero y especialmente en sujetos con DM en donde su produccion puede ser
atenuada por la SOD, catalasa, vitamina E y desferrosamina. El ascorbato y los
azucares dicarbonilicos como el metilglioxal y la 3-deoxiglucosona que se
observan in vivo, participan en las reacciones autooxidativas. La evidencia actual,
se dirige hacia un papel significativo de la autooxidacion de los azucares, tanto
libre o ligados a las proteinas, en la patogénesis de las complicaciones de la DM

(257;258).

Oxidacién del DNA

La injuria oxidativa al DNA ocurre muy frecuentemente bajo condiciones
metabolicas normales. Se estima que el DNA en cada célula en nuestro organismo
es expuesto a 104 lesiones oxidativas cada dia, lo cual produce la formacion de
maéas de 20 diferentes lesiones oxidativas del DNA. Muchas de estas lesiones se

conocen que son mutagénicas, ademés, hay un namero de enzimas reparadoras
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del DNA como las exonucleasas, las endonucleasas y glicosilasas especificas que

pueden eliminar estas lesiones. Sin embargo, los sistemas de reparacién no son

perfectos. Aunque estos sistemas pueden eliminar cerca del 99% de estas lesiones,

queda un 1%, que permite que estas lesiones se acumulen con el tiempo. Por lo

tanto, el dano oxidativo del DNA y las mutaciones acumuladas con la edad, puede

contribuir a la carcinogénesis y a otras enfermedades degenerativas. El radical

hidroxilo ataca al DNA y el producto generado de este ataque ha sido

caracterizado y es el: 8-hidroxy-2"-deoxy-guanosina (8-OHdG) que es facilmente

detectado en la orina (259). Figura 8

8-Hidroxiguanina
oxidacié)/ Lesién mutagénica

Guanina + OH® _ [guanina-OH]’

reduccic’x

Guanina

Interrupcion de la replicacién del DNA
La reparacion del DNA por enzimas
puede introducir errores

Figura 8: Ataque del radical hidroxilo a la guanina en el DNA

3.3.3.4 Capacidad antioxidante

Un antioxidante es cualquier sustancia que, aunque esté presente en bajas

concentraciones comparada con los niveles de un sustrato oxidable, sea capaz de

demorar o inhibir de forma significativa la oxidacion de ese sustrato. Los

antioxidantes pueden actuar a varios niveles dentro de la secuencia oxidativa.

1.
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Disminuyendo las concentraciones de O. (al combinarse con otra
molécula de O, o desplazandolo)

Previniendo la iniciacion de la peroxidacion mediante la eliminacién de
sustancias capaces de realizar la abstraccion de &tomos de hidrégeno.
Eliminando el O. libre, que puede reaccionar directamente con la
membrana de los lipidos para generar peroxidos.

Enlazando los iones de metal en formas que no generen RLO (como ferryl,
o Fe2+/F3+,

Removiendo peréxidos para convertirlos a productos no radicales, como

los alcoholes.
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6. Rompiendo la secuencia de las reacciones. Los antioxidantes que rompen
estas secuencias son con frecuencia fenoles, aminas aromaticas y el o-
tocoferol.

Otro método de medir el EO en el organismo es a través de la valoraciéon
de la capacidad antioxidante del plasma. El método inicial fue denominado como
“ Andlisis de los parametros antioxidantes de atrapamiento radical total”
(TRAP). Con este método un sistema que genera RLO es calibrado contra un
analogo de vitamina E soluble en agua (Trolox C). La produccion de los RLO
producira una reduccion de la emision fluorescente, pero la adicién de Trolox C
producira un retraso (lag) en la reduccion fluorescente como un resultado de la
eliminacion de los RLO. El tiempo de retraso de esta reaccidon se compara con el
tiempo de retraso producido por una muestra de plasma humano que puede
cuantificarse por curvas estandares. Este método ha sido modificado y se lo
denomina analisis del poder antioxidante de reduccién férrica, que esta
disponible comercialmente. Con este método a diferencia de la medicion de
antioxidantes individuales ( por €j. Vitamina E, acido ascorbico, acido trico, etc.),
tiene en cuenta los antioxidantes conocidos y desconocidos presentes en el

plasma asi como su sinergismo (223;260).

3.3.4 Papel del estrés oxidativo en las complicaciones cronicas
de la DM

En la DM, se han sugerido varios mecanismos que pueden contribuir a la
formacion de los RLO. Se piensa que la oxidacion de la glucosa es el principal
origen de los RLO. En la forma enediol* de la glucosa, esta se oxida a través de una
reaccion dependiente de metal de transicion a un anién radical enediol que es
posteriormente transformado a cetoaldehidos reactivos y a radicales O,™. El O,™
sufre posteriormente dismutacionz a H,O., que si no es degradada por las
enzimas antioxidantes catalasa y GTP, en presencia de metales de transicion
iniciara la generacion de radicales OH® altamente reactivos (261;262). El O,™
puede también reaccionar con el 6xido nitrico generando peroxinitrito. También
se ha establecido que la hiperglucemia promueve la peroxidacion lipidica de las

lipoproteinas LDL mediada por el O,™ , generando RLO. Otro origen importante

1 Enediol: forma especial de enolizacién; Enolizacién: conversiéon de una forma ceto a una forma enol
2 Dismutaci6n: reaccién que incluye una sola sustancia
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de RLO en la DM es la interaccién de glucosa con las proteinas iniciando la
formacion de productos Amadori que a su vez generan AGEs, y como previamente
he explicado, estos AGEs a través de su enlace con sus receptores (RAGEs)
inactivan enzimas, que alteran la funcion y estructura de las proteinas, lo que
promueve la formacion de RLO y el efecto antiproliferativo del 6xido nitrico
(203;204). Ademaés el EO se ha asociado con una disminucién de los niveles de
glutation y deplecion de los niveles de NADPH que es el principal cofactor de la
conversion de glucosa a sorbitol en la via de los polioles, lo que provoca un
desequilibrio entre el NADH/NAD+, favoreciendo la generacion de RLO y como
fue expresado antes, hay numerosa evidencia que asocia a la activacion de la via
de sorbitol por la glucosa como un componente en la patogénesis de las

complicaciones cronicas (189).

Peroxidacion lipidica en la DM

En estudios experimentales se ha demostrado que, la inducciéon de la DM
con estreptozotocina o alloxan en ratas, incrementa los TBARS. En estos animales
se han testado varios componentes como antioxidantes para evitar la formacion
del OH" con resultados variables. Por ejemplo, se ha visto que el aumento de los
TBARS asociado con la DM se previene con el tratamiento con nicotinamida,
melatonina, probucol, aminoguanidina, captopril, enalapril, si este tratamiento es
administrado antes o inmediatamente después del agente diabetogeno. Incluso
cuando la DM esta ya establecida puede ser revertida por el tratamiento
combinado con Vitamina C, E y pB-caroteno (263). En estudios humanos,
utilizando la determinacion del acido MDA se ha demostrado un incremento de la
peroxidacion lipidica en leucocitos tanto de pacientes con DM2 (264), como en
pacientes con DM1 (265). De igual manera las concentraciones de dienes
conjugados, peroxidos lipidicos y una disminucion de los TRAP han sido descritos

elevados en pacientes con DM1 (266).

Generacién de isoprostanos en la DM

La generacion de F2-IsoPs es inducida in vitro en las células del musculo
liso vascular por niveles de glucemia elevados, por este motivo varios
investigadores exploraron la posibilidad de aumento del EO en los pacientes con

DM (267). En la actualidad existe pocos estudios y han sido realizados en los
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dltimos 5 afios, en los que se ha evaluado la formacion de IsoPs en la DM.
Utilizando un radioimmunoensayo especifico, Davi et al, observaron que la
excrecion urinaria de 8-iso-PGF,,, tanto en pacientes adultos con DM1y DM2, era

el doble de la que se observé en sujetos controles sanos de similar edad (Figura 9).
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Figura 9: Excrecién urinaria de 8-iso-PGF., en paciente con DM2 (figura de la
izquierda) y 23 pacientes con DM1 (figura de la derecha) comparado con sujetos
controles sanos. Los puntos representan mediciones individuales y las barras
horizontales representan los valores medios para cada grupo (254).

Esta observacion similar en los pacientes con DM1 y DM2 implica a la

hiperglucemia como la principal alteracién metabdlica, debido a que esta es la
caracteristica fundamental en ambas poblaciones de pacientes. Estos autores
también observaron una correlacidon significativa entre los niveles de glucosa en el
plasma y la concentraciéon urinaria de F2-IsoPs, sugiriendo que la peroxidacion
lipidica estd relacionada con el control glucémico. La observacion de que el
tratamiento intensivo con agentes hipoglucemiantes disminuye los niveles de
glucosa y la excrecion urinaria de IsoPs, apoya la idea de que la hiperglucemia es

responsable de la mayor parte de la formacién de los IsoPs (254). Figura 10
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Figura 10: Cambios significativos (P <0.0001) en la formacién de F.IsoP
asociado con mejoria del control glucémico (254).

Otra importante observaciéon de este estudio, fue el hallazgo de una
correlacion entre la excrecion urinaria del 8-iso-PGF,,, y la activacion plaquetaria
y, sobre la base de estudios previos, en los que se sugeria que el 8-iso-PGF,
amplificaba la agregaciéon plaquetaria inducida por agonistas, estos resultados
sugieren un incremento de la peroxidacion lipidica en pacientes con DM en la que
la formacion de 8-iso-PGF,, inicia la activacion plaquetaria (254). Otros
investigadores como Gopaul et al, encontraron en 39 pacientes con DM2 un
incremento tres veces mayor de IsoPs eterificados comparado con sujetos
controles, pero en este estudio no se observo una relacion de los IsoPs ni con el
nivel de glucemia ni con el de lipidos (268). En otro estudio este mismo autor,
describi6 un aumento agudo de los niveles de IsoPs en el plasma de 27 pacientes
con DM2 tras una sobrecarga oral de glucosa, aportando evidencia directa de la
lesion oxidativa mediada por RLO (269). Catella-Lawson et al, describi6 una
tendencia a niveles aumentados de excrecion urinaria de 8-iso-PGF,, en un grupo
de 18 pacientes con DM, con elevacion estadisticamente significativa en pacientes
con cetoacidosis diabética (270). En otro estudio, los niveles de IsoPs eterificados
en los lipidos plasmatico fueron cuantificados en 61 pacientes ( 15 con DM) a los
que se les realiz6 un estudio angiografico. La afectacion arteriosclerottica
coronaria en los pacientes con DM fue similar a la de los 46 sujetos sin DM. En
los pacientes con DM las concentraciones de IsoPs en el plasma fueron
significativamente elevadas (33.4 * 4.8 pg/mL) comparado con las
concentraciones medidas en los sujetos sin DM (22.9 + 1.9 pg/mL) (p< 0.02)
(271). Sin embargo Vessby et al, utilizando la determinaciéon de IsoPs no
pudieron demostrar que la mejoria del control glucémico esté asociado a una
disminucién del EO en pacientes con DM1 (272).

Davi et al, mostr6 que la administraciéon durante dos semanas de una dosis
de vitamina E (100 a 600 mg/dia) reducia la excrecion de las concentraciones de
8-iso-PGF,,, en sujetos con DM2 de una forma dosis-dependiente, con la mayor
eficacia demostrada con una dosis de 600 mg/dia de vitamina E en la que todas
las determinaciones alcanzaron niveles similares a la de los sujetos sanos, por lo

que los IsoP; es posible que tengan implicaciones practicas para la utilizaciéon de
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suplementos de vitamina E en la prevencion cardiovascular en sujetos con DM
(254).

En resumen, los IsoPs son una nueva clase de productos biol6gicamente
activos derivados del metabolismo del 4cido araquidonico de relevancia especial
en la DM. Su formacion refleja primariamente un proceso no enzimatico de la
peroxidacion lipidica in vivo y provee un indice no invasivo, fiable de la
peroxidacion lipidica en la DM. Elevada excrecion urinaria de IsoPs ha sido

repetidamente asociada con DM.

3.4 Activacion de la proteina Kinasa C

La PKC es una cinasa serina/treonina que participa en los eventos de
transduccion de senal en respuesta a estimulos especificos hormonales,
neuronales y factores de crecimiento. Esta cinasa actia catalizando Ila
transferencia de un grupo fosfato desde el ATP a varios sustratos de proteinas. La
PKC sufre una serie de pasos complejos de fosforilizacion antes de ser activada,
durante la cual es desplazada desde el citosol a la membrana celular (273;274). Se
han identificado aproximadamente 12 isoformas las cuales difieren en estructura
y sustratos requeridos. Estas isoformas han sido clasificadas en tres grupos. Las
PKC convencionales (o, BI, BII, y y) que son dependientes de Ca2* y son activadas
tanto por la fosfatodilserina (PS) y el segundo mensajero DAG; Las PKC noveles
(3, &, n y 6) son Ca2* independientes, y son reguladas por el DAG y la PSy las
PKC atipicas ( y 1/A) que son independientes del Ca2* y no requieren DAG para
su activacion, aunque si bien, la PS regula su actividad. Las isoformas de PKC son
producidas por genes diferentes, con la excepcion de las isoformas PKC BI, BII,
que son variante de la division del mismo gen. La PKC es un polipéptido que esta
compuesto por una region regulatoria N-terminal y una regiéon catalitica C-
terminal. La estructura de las PKC convencionales presentan 4 estructuras
conservadas (C1-C4) y 5 regiones variables (V1-V5). Las regiones N-terminal C1y
C2 son necesarias para la interaccion con el DAG, los esteres de forbol, PS y el
Ca2*, Las diferencias en la estructura de las varias isoformas de la PKC estan
asociadas con la region conservada. Las PKC convencionales tienen las 4 regiones
conservadas, mientras que las PKC noveles tiene una region parecida a la C2 que
no se enlaza al Ca2* y la PKC atipica tiene una region parecida a la C2 pero que

contiene una sola prolongacion de zinc rica en cisteina que le confiere su
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capacidad para enlazarse al DAG. Las isoformas de la PKC estan ampliamente
distribuidas en el organismo y muestran diferencias en la localizacién tisular. Por
lo que respecta a la DM, la isoforma PKCp esta presente en las células de los
islotes pancreaticos, mondcitos, cerebro y muchos tejidos vasculares como la

retina, rinon y corazon (273;275). Figura 11
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Figura 11: La estructura descrita de las isoformas de la PKC (275)

La activacion continua de la PKC puede actuar como una via comun final
que media la injuria tisular inducida por la hiperglucemia y se asocia con
anormalidades bioquimicas y metabolicas. En las células, la activacion de la PKC
se produce a través de las vias metabdlicas que generan diacilglicérol (DAG). Este
DAG es generado por multiples vias que incluyen, la hidrolisis inducida por
agonistas del fosfatidilinositol (FI) por la fosfolipasa C (FC) o por la sintesis de
novo desde los intermediarios glicoliticos fosfato de dihidroxiacetona y del
gliceraldehido-3-fosfatasa (gliceraldehido-3-P). Ademas, tanto el incremento del
indice citos6lico NADH:NAD+* asociado con la oxidacion de sorbitol a fructosa y la
inhibicién del gliceriladehido-3-deshidrogenasa por los RLO puede desviar la via
de gliceraldehido-3-P de la ruta glicolitica hacia fosfato de dihidroxiacetona y
DAG. Finalmente, recientes evidencias sugieren que el aumento de la actividad de
la enzima PKC pueden también producirse a partir de la interaccion de los AGEs y

su receptor de superficie celular (276;277). Figura 12

PLC PLD

% Glucosa PIP, mmmp DAG <=mmm PCHOLINE

Gluc*osa-6-P

Fructosa-6-P NADH NAD*

' v ) \ W 4
Gllceraldeh}gf;\l _ii)P+ 4@ Dihidroxi- » Glicerol-P —— ADAG
Acetona-P

it 1-3 Difosfoglicerato

Piruvato




Introduccién tedrica

Figura 12: Sintesis del diacilglicerol y activaciéon de la PKC; Glucosa-6-P:
glucosa-6-fosfatasa;  fructosa-6-P: fructosa 6 fosfatasa; Gliceraldehido-3-P:
gliceraldehido-3-fosfatasa; PIP.: fosfatidilinositol; PLC: fosfolipasa C; PLD: fosfolipasa
D; Pcholine: fosfatoidilcolina (278)

El incremento inducido por la hiperglucemia en la actividad de isoformas
especificas de la PKC en la membrana se ha descrito en la retina, aorta, corazon,
monocitos y en el glomérulo, tanto en estudios en animales como en humanos con
DM. Los mecanismos propuestos de la activacion preferente de las diferentes
isoformas dentro de un tejido incluyen la diferencia en la sensibilidad de las
isoformas al DAG. Por ej. PKCo es menos sensible al DAG que la PKCf a
concentraciones bajas de Ca2*. Otra posibilidad es que el medio ambiente
diabético produzca un incremento de los niveles de DAG en sitios subcelulares
especificos en la que diferentes isoformas de la PKC estan localizadas. El rango de
sintesis de proteinas y la degradacion de las isoformas de la PKC podria también
diferir y ser reflejada como diferencias en la activacion (273;276).

La importancia de esta via metabdlica ha sido puesta de manifiesto con el
desarrollo de un potente inhibidor de esta via el LY333531, el cual provoca efectos
positivos sobre la evoluciéon de la nefropatia y la retinopatia diabética (279). En
un estudio realizado en ratones transgénicos con sobre-expresion de la isoforma
PKCBII en el miocardio, se observd que estos ratones presentaban una hipertrofia
ventricular izquierda, aumento de la necrosis miocardica y fibrosis y todas estas
alteraciones fueron atenuadas por un inhibidor especifico del PKCBII (280). El
aumento de esta isoforma PKCBII ha sido recientemente referida en pacientes con
insuficiencia cardiaca, proporcionando evidencia de un papel patogénico de esta
enzima en la enfermedad cardiaca (281). Recientes estudios han descrito en el
ritbn que varios tratamientos renoprotectores como los IECAs y la
aminoguanidina reducen la actividad de la PKC (282). Estos hallazgos implican
un papel central a la activacion de la PKC para favorecer el dano vascular,

particularmente en la DM y aporta una razén para explorar el papel de
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inhibidores especificos de esta enzima en el tratamiento de las complicaciones

vasculares de la DM. Figura 13
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Figura 13: Respuestas celulares a las diferentes isoformas de la PKC (275).

4. Mediadores del daiio inducido por la hiperglucemia

Existe numerosas evidencias que indican que la hiperglucemia y sus
anormalidades metabdlicas y bioquimicas asociadas son capaces de modificar la
funcidon de las células vasculares. Estas células incluyen a las endoteliales,
mesangiales, las células del musculo liso vascular, pericitos, plaquetas, linfocitos,
macrofagos, mondcitos, cambios en el modelo de produccion de una serie de
citocinas las cuales, en cambio, influyen en la funcion de las células productoras y
de las células que las rodean por actuar de una manera autocrina y paracrina,
estos mediadores incluyen factores de crecimiento, sustancias vasoactivas,
factores de coagulacion y moléculas de adhesion.

Algunos estudios experimentales en modelos animales y sistemas de cultivo
celular han intentado valorar el papel de varios factores autocrinos y paracrinos
en la enfermedad vascular diabética. Para establecer este papel patogénico es
necesario demostrar que: a) la sintesis local o la accion de ciertas citocinas estan
incrementadas en la enfermedad vascular diabética; b) que la citocina sea capaz
de inducir cambios estructurales y funcionales en los tejidos dianas, imitando las
alteraciones observadas en la DM; c) El bloqueo de la expresion de la citocina o el
receptor puede prevenir o atenuar las complicaciones de la DM. Actualmente, las
evidencias experimentales indican que varios factores autocrinos y paracrinos
estan involucrados en la patogénesis de las complicaciones vasculares de la DM
(278;283).

Entre los agentes vasoactivos, se ha demostrado que el 6xido nitrico varia
con la duracion de la exposicion de las células endoteliales a la hiperglucemia. Las

concentraciones de nitritos-nitratos y las isoformas endoteliales de la sintasa de
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oxido nitrico estdn aumentadas después de un corto tiempo de incubaciéon y
reducidas en la exposicion cronica a la hiperglucemia (284). También se demostré
que la endotelina 1 estaba aumentada en las células endoteliales de la retina y en
los pericitos (285). Igualmente se demostré que la produccion de eicosanoides
esta influenciada por la hiperglucemia ya que, después de una exposicion
prolongada de las células mesangiales a la hiperglucemia se observd una
disminucion de la concentracion de prostaglandinas prostanoides vasodilatadoras
PGE. y una concentracion no cambiada de los eicosanoides vasoconstrictores
TXA, y PGF, (286), mientras que una produccion aumentada de estas PG
vasoconstrictoras fue descrita en las células mesangiales incubadas en
condiciones de hiperglucemia durante un periodo corto de tiempo (287). En las
células endoteliales cultivadas en un medio hiperglucémico se ha descrito un
incremento de la expresion del gen del activador tisular del pasminogeno y de su
inhibidor PAI-1, alteraciones asociadas con una capacidad fibrinolitica reducida
(288). También se ha observado, que las células endoteliales exhiben un modelo
anormal de expresion de las moléculas de adhesion cuando eran expuestas a un
medio hiperglucémico con sobreregulacion de la E-selectina, de las moléculas de
adhesion intercelular y de las moléculas de adhesion vascular-1 (VCAM-1) (289).
En los ultimos tiempos el papel de las citocinas y de los factores de
crecimiento en mediar el dafio micro y macrovascular ha sido objeto de numerosa
investigacion, e involucra no solo al factor transformador del crecimiento (3,
(TGFp.) y al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), sino también a
citocinas proliferativas como el factor de crecimiento endotelial (EGF) y el factor
de crecimiento derivado de las plaquetas. Describiremos brevemente estos
factores de crecimiento y sus alteraciones que median el desarrollo o progresion
de las complicaciones de la DM, pero desarrollaremos de forma mas extensa el
TGFp,, ya que su papel en la fibrogénesis es uno de los objetivos de investigacion

de esta tesis.
4.1 Factor de crecimiento del endotelio vascular
El VEGF es uno de los méas potentes inductores de la permeabilidad vascular
y un poderoso mitdégeno de las células endoteliales vasculares. Los resultados de

la investigacion de este factor de crecimiento sugieren que el VEGF desempene un

papel relevante en la patogénesis de la neovascularizacion y del aumento de la
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permeabilidad vascular que caracteriza a la microangiopatia diabética (290). Y
esta citocina se considera que esta implicada en la patogenia de la retinopatia
diabética, aunque su papel en otros sitios vasculares en la DM atn no ha sido
definida. Se ha descrito que varios estimulos incrementan la expresion vascular
del VEGF como la hipoxia, hiperglucemia, AGEs, Angiotensina II, y TGFp,. El
mecanismo de sefializacion celular responsable de la sobre-regulacién inducida
por la hiperglucemia del VEGF involucra a la activacion de la PKC (287).
Recientemente se ha demostrado una expresion aumentada de los receptores de
VEGF en la retina diabética. Una relacion entre la angiotensina II y el VEGF se ha
sugerido por estudios in vitro, en los que el bloqueo de los receptores AT1 con
losartan elimina la sobreregulacion del mRNA del VEGF en las células musculares

lisas cultivadas (291).

4.2 Factor de crecimiento epidermal

Se ha descrito un aumento en la expresion del EGF en la capa endotelial de
los vasos mesentéricos. El mRNA del EGF fue también expresado en los
mastocitos que infiltraban la adventicia de las arterias mesentéricas que se
hipertrofiaban en la diabetes experimental. Los mastocitos son un origen
importante de citocinas y quimioatrayente ya que son activos y se secretan
precozmente en la diabetes experimental. El bosentan que en un bloqueador del
receptor de a endotelina reduce la hipertrofia vascular asociada con la DM en
asociacion con una reduccion en la expresion del gen del EGF en las células

endoteliales y en los mastocitos (292)

4.3 Factor de crecimiento derivado de las plaquetas

Se ha observado que el PDGF induce tanto proliferacion celular como
sintesis de la matriz extracelular en las células del musculo liso vascular y ha sido
implicado en el desarrollo de la aterosclerosis. In vitro, se ha descrito una
produccion aumentada del PDGF en respuesta a la hiperglucemia y a la
angitensina II. Se ha demostrado que en las células del musculo liso vascular, la

expresion del receptor del PDGF-f se estimula por la hiperglucemia a través de la
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activacion de la PKC, sugiriéndose un posible papel del PDGF en el desarrollo de

la vasculopatia de la DM (293).

4.4 Factor transformador del crecimiento p;

En los tejidos humanos, la homeostasis normal requiere una interaccion
equilibrada entre las células y la red de proteinas secretadas, conocida como
matriz extracelular. Estas interacciones implican a numerosas citocinas que
actian a través de receptores de superficie celular especificos. Cuando este
balance se altera, aparece la enfermedad. Esto es claramente evidente en la
interaccion mediada por el TGFf,.

El TGFB: es un miembro de una familia numerosa de factores de
crecimiento, que incluyen las proteinas morfogénicas del hueso, las inhibinas y
las activinas. Estos factores de crecimiento tienen la forma de un racimo de
residuos de cisteina que forman una estructura nodular comtn de cisteina y que
se mantiene ligada a través de enlaces disulfidos intramoleculares (294). En los
humanos, esta familia incluye tres isoformas del TGFfB: TGFp,:, TGFB. y TGFps.
cada isoforma es codificada por un gen distinto y expresada en tejidos especificos.
El mRNa del TGFf, se expresa en las células endoteliales, hematopoyéticas y las
células del tejido conectivo; el mRNa del TGFP. en las células neuronales y
epiteliales y el mRNA del TGFB; en las células mesenquimatosas. Durante el
desarrollo, el TGFp, y TGFp; se expresan precozmente en estructuras que sufren
morfogénesis y el TGFf. lo hace mas tarde en epitelio diferenciado y maduro.
Estas isoformas difieren en su habilidad para enlazarse a los receptores de TGFf y
se ha observado en ratones que su deleccion origina fenotipos diferentes. Cada
isoforma es sintetizada como parte de una gran molécula precursora que contiene
un pro-péptido ademas del TGFf. El TGFp permanece unido al pro-péptido por
enlaces no-covalentes del cual se separa antes de que el precursor sea secretado
por las células. Después de que este es secretado, mucho del TGFp es almacenado
en la matriz extracelular como un complejo de TGFp, el pro-péptido y una
proteina llamada proteina que enlaza el TGF[ latente. La unién del TGFf a las
proteinas de enlace por puentes disulfidos impide que el TGF se una a sus
receptores. Hay 4 proteinas de enlace del TGFf latente, que son codificadas por

genes distintos y se expresan en una forma tisular especifica. In vivo, el TGFf es
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liberado de este complejo por la glicoproteina multifuncional de la matriz,
trombospodin-1, que es posible que actué cambiando la conformaciéon de la
proteina que enlaza el TGFp latente. Debido a que el TGFPy sus receptores estan
presentes en muchas células, parece que su activacion sea un paso regulatorio
determinante en la accion del TGFf. Una excepcion de este proceso ocurre en las
plaquetas, en las que el TGFP es almacenado en los granulos intracelulares y
liberados durante la activacion plaquetaria (295;296).

El TGFp regula los procesos celulares por acoplarse a tres receptores de
superficie celular de alta afinidad conocidos como tipo I, II y III. Los receptores
tipo III son los mas abundantes. Estos receptores tipo III, funcionan enlazdndose
al TGFp y transfiriéndolo a sus receptores de senalizacién, el receptor tipo Iy II.
Los receptores tipo I y II contienen proteinas cinasas serina/treonina en sus
dominios intracelulares que inician la sefalizaciéon intracelular fosforilando
algunos factores de transcripcion conocidos como Smad!. Actualmente, se han
identificado 10 proteinas Smads (Smads 1 a la 10). La Smad 2 y 3 son fosforiladas
por el receptor del TGFp tipo I activado. El Smad 4 es un miembro comun de
todos los receptores activados por Smads (297). Un mecanismo general de la

senalizacion del TGFf se representa en la figura 14 (295).
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Figura 14: Mecanismo de transducciéon de seiial mediada por el factor
transformador del crecimiento f, (TGFf). En el espacio intracelular el TGFf se enlaza
tanto al receptor del TGFg tipo III (RIII), el cual presenta el TGFf al receptor tipo II
(RII), o directamente al RII en la membrana celular. Este enlace inicia el enlace del
receptor tipo I (RI) al complejo y la fosforilizacién del RI (expresado en este figura como
las esferas roja)s. Esta fosforilizacién activa la proteina cinasa del RI que a su vez
fosforolisa los factores de transcripcion Smad 2 o Smad 3. Estos factores de
trasncripcion fosforilados se enlazan al Smad 4 que es el Smad comun, y el complejo
resultante es desplazado del citoplasma al niicleo. En el nucleo el complejo Smads
interactita de una manera especifica celular con otros factores de transcripciéon para

regular la transcripcién de los genes del TGFP y mediar los efectos del TGFB a nivel
celular (295).
Casi todas las células del organismo incluyendo las células endoteliales,

epiteliales, hematopoyéticas, neuronales y células del tejido conectivo producen
TGFp y tienen receptores para este factor de crecimiento. Los TGF[ desempefian
funciones importantes en procesos que van desde la diferenciaciéon y desarrollo a
la regulacion del crecimiento celular y de la biologia de la matriz extracelular, que
apoyan un papel para los miembros de esta familia en un amplio rango de
procesos patofisioldgicos. Una de las areas donde este factor tiene particular
importancia, es en la patogénesis de la vasculopatia diabética.

Entre las funciones que se han descrito del TGFf destacamos que es un
poderoso y esencial regulador inmune en el sistema vascular, capaz de modular la
respuesta inflamatoria en los leucocitos y las células endoteliales vasculares. Esto
fue ilustrado por el fenotipo del raton que carece del gen para la isoforma TGF,.
Este raton moria intra atero en el periodo perinatal como resultado de un proceso
inflamatorio, diseminado y no controlado. Un efecto que puede ser revertido por
la administracion sistémica de TGFf activo (298). Contrariamente, la accién no
regulada del TGFP (como en presencia de una cantidad aumentada del ligando
activo del TGFp,) se asoci6 con la acumulacion patologica de un exceso de matriz
extracelular (299) y este hecho ha sido propuesto que desempene un papel
importante en la patogénesis de alteraciones como la enfermedad vascular
hipertensiva y la ND (300;301). El TGFp es un regulador del ciclo celular de
muchos tipos de células incluyendo las células del musculo liso vascular, las

células endoteliales y por esto, a este factor de crecimiento se le ha atribuido un
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papel en los procesos proliferativos vasculares como la angiogénesis. Alteraciones
en la capacidad a responder al TGF[3 (como en presencia de mutaciones somaticas
en el receptor del TGFP ) se han implicado en la alteracion de la regulaciéon de los
fenomenos de hiperplasia/hipertrofia de las células del musculo liso vascular, que
es la caracteristica principal de la formacion neointimal o re-estenosis después de
la injuria vascular (302). De este modo, tanto la expresion del ligando alterado asi
como las alteraciones en las vias de senalizacion utilizadas por estas citocinas,
probablemente puedan contribuir a las enfermedades vasculares humanas. Su
importancia radica en que la modulaciéon de la expresion o/y la accion de esta
citocina se ha propuesto como una potencial diana de intervencién terapéutica.
Una de las caracteristicas del TGFP es la naturaleza pleiotréfica de sus
acciones, que son enmarcadas en el contexto celular especifico en el cual actia
este factor de crecimiento. El TGF, puede funcionar como un factor de sobrevida
o como un efector pro-apoptotico dependiendo del tipo celular (células
endoteliales, células del musculo liso vascular) y la presencia o ausencia de otros
factores de crecimiento como el EGF, PDGF (303). Es decir, del mismo modo que
el raton que carece del gen de la isoforma del TGF(; muere de un proceso no
controlado de inflamacién (sugiriendo un papel anti-inflamatorio del TGFp),
también se han descrito situaciones en la que este factor de crecimiento presenta

efectos pro-inflamatorios (304).

4.4.1 El factor transformador del crecimiento £, y la diabetes

mellitus: Accion Fibrogénica

Una de las acciones mas relevantes del TGFp; es su accion fibrogénica
producida por su participacion en la sobreproduccion de la sintesis de los
componentes de la matriz extracelular, ocasionando un acumulo excesivo y
patoldgico de tejido cicatrizal y fibrosis. Este papel patogénico del TGFf ha sido
establecido al demostrar que:

1. La concentracion de TGFp aumenta en el tejido lesionado, antes de que
incremente la produccién de la matriz extracelular.

2. El TGFpP es un potente estimulador de la producciéon y deposito de la
matriz extracelular.

3. En los 6rganos fibroticos, las concentraciones del TGFp y del mRNA del

TGFp estan elevadas.
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4. La administracion de TGFf exogeno induce fibrosis, independiente del
dafio tisular.

5. Inhibidores del receptor que enlaza TGFf reducen o eliminan la fibrosis y
que la sobre-expresion especifica tisular del TGFf; en ratones transgénicos
desencadena fibrosis en esos 6rganos (305;306).

Puesto que la fibrosis es la caracteristica principal de la ND, la mayoria de
las investigaciones realizadas del TGFf en la DM tanto en modelos animales como
en humanos, se han relacionado con esta complicacion. Muchas de las
caracteristicas de la situacion diabética estimulan la actividad del TGFp
principalmente de su isoforma ;. La hiperglucemia (307;308), el aumento de la
glicacion no enzimatica de las proteinas (309), la sintesis de novo del DAG y la
subsiguiente activacion de la PKC (310), el incremento de la produccion de
glucosamina intracelular (311) y aumento en la produccion renal de sustancias
vasoactivas como la angiotensina II (312), endotelinas (313), y tromboxano (314),
se han demostrado que aumentan la expresion del TGFp; tanto en los cultivos
celulares como los sistemas in vivo. Estudios en cultivos celulares han indicado
que en el rinon, el TGFP, promueve la hipertrofia de las células tubulares,
mesangiales y regula la produccion glomerular de practicamente todas las
moléculas conocidas de la matriz extracelular, incluyendo el colageno, la
fibronectina, la tenascina y los proteinoglicanos (315-317). Ademas, el TGFf,
aumenta la produccion de las integrinas, que son los receptores de superficie
celular para las proteinas de la matriz, promoviendo la acumulaciéon de la matriz
(318). El TGFpB, también bloquea la degradacion de la nueva de matriz
extracelular al incrementar la sintesis de los inhibidores de las proteasas, como el
inhibidor del activador del plasminogeno y por disminuir la sintesis de las
proteinas que degradan la matriz, como la estromelisina, y la colagenasa (319).

En muchos tipos de células renales, la hiperglucemia sobrerregula la
expresion y bioactividad del TGFf,, que media los efectos hipertroficos y
profibréticos de la hiperglucemia. Se ha demostrado que las células mesangiales,
endoteliales glomerulares, tubulares proximal, fibroblastos intersticiales,
incubados en un medio ambiente hiperglucémico exhiben un aumento de la
expresion del TGFp, y en algunos casos del receptor II del TGFf que directamente
se enlaza al ligando del TGFp (320;321). El TGFp; puede actuar de una manera
autocrina o paracrina produciendo cambios significativos del comportamiento

celular (307). Finalmente, se ha visto que el antagonismo del TGF[(, por
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anticuerpos monoclonales neutralizantes especificos (322) o por oligonucléotidos
(323) disminuye de forma significativa o incluso puede eliminar el aumento
inducido por la hiperglucemia en la expresion de la matriz extracelular,
sugiriendo que el TGFB, media el efecto profibrético de la hiperglucemia en las
células renales.

Asimismo, en estudios experimentales en modelos animales, se ha
demostrado que el TGFB; desempena un papel en la patogénesis de la ND. En
rinones de animales con DM insulino-dependiente, varios investigadores han
demostrado que las concentraciones del TGFf, estin aumentadas tanto en las
fases precoces como tardias de la enfermedad (324-326). También se ha descrito
un aumento progresivo del mRNA del TGFf, en glomérulos aislados de ratas con
diabetes inducida mediante la administraciéon de estreptozotocina (STZ) (325),
asociada ademas, con un incremento de la expresion de las moléculas de la matriz
extracelular (327). El tratamiento con insulina para reducir la hiperglucemia en
este tipo de rata diabética disminuye el incremento de la expresion del TGFp, y los
componentes de la matriz en el glomérulo (325). Se ha demostrado tambien que
el sistema intrarrenal del TGFf esta activado en modelos animales de DM2. Los
ratones db/db caracterizados por hiperglucemia, obesidad y resistencia a la
insulina, desarrollan un aumento de TGFp; y del receptor tipo II del TGFp a nivel
glomerular, tubular e intersticial (328). Ademas, el tratamiento de ratones con
DM inducida por STZ con anticuerpos monoclonales neutralizantes contra las 3
isoformas del TGF( previene la hipertrofia glomerular, disminuye el aumento del
tamano renal cerca del 50% y atentia de manera significativa el aumento del
TGFp,, colageno o1(IV) y fibronectina, sin afectar el control glucémico, lo que
sugiere una relacion causa-efecto entre el sistema del TGFp renal y el desarrollo
de cambios estructurales en la ND (329).

Los estudios en humanos, realizados en pacientes con DM con varios
grados de ND también han implicado al sistema del TGFf en el desarrollo de la
ND. Se ha detectado que las 3 isoformas del TGFfB estan aumentadas a nivel
glomérular, tubular e intersticial de la ND establecida (330;331). Posteriormente,
el mRNA del TGFf,; a nivel glomerular medido mediante PCR, se demostr6 que
estaban aumentado en muestras de biopsia renal de pacientes afectos de ND
(332). Estos resultados sustentan que el aumento renal del TGFp se correlaciona
con el grado de expansion mesangial de la matriz, fibrosis intersticial e

insuficiencia renal. Otro estudio demostr6 que los pacientes con DM tienen una
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produccion renal aumentada del TGFP y que este incremento urinario de las
concentraciones del TGFf;, no solamente era debido a una mayor permeabilidad
glomérular a las proteinas, por que tanto los pacientes con y sin
microalbuminuria presentaban un aumento similar de la excrecion urinaria de
TGFp.(333).

En el analisis post hoc del estudio en pacientes con ND del Collaborative
Study Group se valoro la efectividad del tratamiento con captopril para disminuir
los niveles de TGFf; en un pequeno grupo de pacientes que participaron en este
estudio. Después de 6 meses, la concentracion de TGFp; disminuyo de manera
significativa (21%) en el grupo que recibi6 tratamiento con captopril, mientras
que se observo un discreto aumento (11%) de las concentraciones de TGFf; en el
grupo de pacientes que formaron parte del grupo placebo. Se observo en los
pacientes del grupo en tratamiento con captopril, la presencia de una disminucion
en las concentraciones de TGFf,, una funciéon renal mejor conservada en el
analisis a los 2 anos de tratamiento y fue méas pronunciada esta asociacion en los
pacientes en los que el rango de filtracion glomerular era menor de 75 mL/min
(334). Estos resultados sugieren que el TGFp; ejerce un papel importante en la
progresion de la ND y que el tratamiento con IECAs protege el rindén por
disminuir la produccion del TGF,. figura 15
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Figura 15: Correlacién entre el cambio precoz ( 6 meses después de la
randomizaciéon en los niveles séricos de TGFf, y los cambios a largo plazo (2 aros
después de la randomizacién) en el filtrado glomerular entre los 34 pacientes del grupo
de captopril (A, r=-0,045, P=0.008) y los 24 pacientes en el grupo control (B, r=-0.05,
P=0,005) (334)
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En el 2002 se publico un subestudio del EURODIAB Prospective
Complications Study en el que se evalud la correlacion de las concentraciones de
TGFp,, la albimina Amadori, y las complicaciones microvasculares de la DM1. Un
aumento de las concentraciones del TGFpB, se asoci6 con un aumento de la
prevalencia de retinopatia diabética y con la severidad de la albuminuria. Ambos
parametros influyeron en el analisis multivariante para los cambios en los niveles
de PA, control glucémico y concentraciones de albimina Amadori (335). Estos
datos sugieren que estas alteraciones de la condiciéon diabética, ejercen una gran
influencia en las concentraciones de TGFf; y deben ser controladas intensamente

para reducir el riesgo para desarrollar microalbuminuria.

4.4.2 El factor transformador del crecimiento f,: Accion

inmunolégica

Por otra parte, debido a su accion en la regulacién de la proliferacion
celular y moduladora del sistema inmune, varios estudios han explorado el papel
del TGFp1 en la patogénesis de la DM1 (336-338). El TGFp, es una citocina que
pertenece a las células tipo helper 3 (Th3) cuya funcion es conocida que inhiba el
crecimiento celular y la inflamacion, Figura 16 (339). La evidencia de un papel
anti-inflamatorio del TGFf1, se ha obtenido a través del raton deficiente de
TGFp,; que desarroll6 una enfermedad inflamatoria multiorganica que fue letal a
las 3-5 semanas de edad (298). Ademas, se ha descrito que el TGFf; inhibe la
produccion de citocinas pro-inflamatorias desde los macrofagos, células B, y
células T, afecta la presentacion del antigeno al disminuir la expresion del
complejo de histocompatibilidad mayor clase II, tanto en los macréfagos como en
las células B (340), bloquea la proliferacion de las células B, inhibe la sintesis de
mRNA de las inmunoglobulinas IgG e IgM y disminuye la expresion en las
membranas de las immunoglobulinas, comprometiendo las sensibilidad de la
célula B a los antigenos y a la presentacion de los antigenos (341;342). El TGFj,
actia de forma diferente en las células T, dependiendo de su estado de
diferenciacion y se ha descrito que, el TGFB; puede tener efectos inhibitorios
(343) o promover el crecimiento (344). El TGFp, solo o en sinergismo con la
interleucina 2, bloquea la apoptosis y promueve la expansiéon de células Th2
antigeno especificas generadas in vitro desde las células CD4* de ratones

transgénicos (345). Considerando, estos efectos en conjunto el TGF(, podria
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prevenir la respuesta autoagresiva tipo Thi. En modelos de tolerancia oral, se ha
observado que las células que producen el TGFP, son capaces de activar la
supresion inmune (346) asi como que esta citocina tiene una relacién reciproca
con el interferén y en la regulacion de la inflamacion de la mucosa y las células T
autorreactivas in situ (346). Recientemente, la importancia del papel del TGFj,
en la regulacion autoinmune se ha evidenciado in vivo por la administracion de
anticuerpos que bloquean el TGFf; (347;348). Todos estos datos indican que el
TGFpB; es un potente regulador de las células T autoagresivas en condiciones
patologicas y no patologicas.

La expresion del TGFf, en el contexto de antigenos islotes se encontr6 que
protegia de desarrollar DM en los ratones susceptibles, ademas se ha descrito que
el TGFp, en el contexto de la presentacién de antigenos cambia las preferencia de
las células presentadoras de antigenos, desviando la respuesta de las células T
hacia un fenotipo Th2, que podria prevenir la DM1 (349). En un estudio clinico
que evalta los niveles de TGFp, en pacientes con DM1 y DM2 con diferentes
tiempos de evolucion de la enfermedad, observaron en pacientes con DM2 que
sus niveles estaban aumentados desde el diagnostico y que permanecian elevados
durante toda la enfermedad, sugiriendo que estos niveles reflejan la
hiperglucemia y no un papel en la patogénesis de la enfermedad. Contrariamente,
en pacientes con DM1 de < 2 anos de evolucion de la enfermedad estos autores
observaron que las concentraciones de TGFf; eran similares al de los sujetos
controles pero que comenzaban a disminuir a partir de los dos afios de evolucion,
lo que sugiere que estos niveles disminuidos inicialmente puedan contribuir a la
alteracion inmune de esta enfermedad al no producir una immunosupresion y
mas importante permitir la propagacion y el mantenimiento de la enfermedad

(350).
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Figura 16: Regulacién de la respuesta inmune por el TGFB. La produccién
caracteristica del TGFfpor un subgrupo especifico de células Ty, es en la actualidad un
importante factor reconocido en la tolerancia oral. Al mismo tiempo, que éste subgrupo
produce citocinas caracteristicas de células efectoras de la clase Tu,, la secrecion de
TGFp es importante para su capacidad de suprimir la respuesta inflamatoria. Aunque st
bien, el mecanismo exacto para que estas células secreten TGFp, aiin no esta definido, su
progreso es claramente antagonizado por factores que promuevan la diferenciacion
hacia una respuesta Tu; (339).
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La DM es un modelo de enfermedad vascular cronica en la que, las
alteraciones de la homeostasis de la glucosa desencadenan una disfuncion
multiorganica, que se manifiesta clinicamente como complicaciones especificas
microvasculares y macrovasculares. A pesar de que en la ultima década se han
obtenido evidencias epidemiologicas que implican directamente a la
hiperglucemia créonica como el desencadenante primordial de estas
complicaciones, quedan aun por establecer los mecanismos causales de esta
asociacion. Estos incluyen no solamente la naturaleza bioldgica del dafio inducido
por la hiperglucemia, sino también como este dafio se acumula en los diferentes
tejidos y que procesos existen para repararlos. El principal objetivo en la DM es
poder intervenir antes del desarrollo de las complicaciones crénicas, por lo que la
identificacion de estos mecanismos patogénicos nos permitiria esta posibilidad de
intervencion precoz. Por lo tanto, es de gran interés el diseno de estudios que
intenten discernir este proceso. Actualmente, existen varias hipotesis del
mecanismo patogénico que relaciona la hiperglucemia y las complicaciones, que
se han descrito con profundidad en la introduccion de esta tesis. La existencia de
mas de una hipoétesis nos sugiere que estas alteraciones probablemente reflejen
una consecuencia diferente de un mecanismo patogénico comun, o tal vez,
simplemente, que expresen una distinta sensibilidad de los tejidos a diferentes
mecanismos.

La motivacion de esta tesis fue avanzar en el conocimiento de los
mecanismos patogénicos relacionados con el desarrollo de las complicaciones
cronicas de la DM. La asociacion bien establecida entre la aterosclerosis y la
peroxidacion lipidica renovaba el interés del estrés oxidativo (EO) generado por la
hiperglucemia, como un potencial mecanismo de las complicaciones cronicas de
la DM. Sin embargo, las evidencias clinicas y experimentales disponibles, que
apoyaban una asociacion entre el EO y la hiperglucemia eran indirectas y
mostraban unos resultados contradictorios y, en algunos momentos, confusos.
Esto, probablemente, era el resultado de que la investigacion humana del EO
estaba limitada por la ausencia de indices fidedignos de este proceso que sean
bioquimicamente estables y susceptibles de ser cuantificados de manera exacta y
no invasiva. También, los estudios clinicos que asociaban el EO con las
complicaciones cronicas de la DM estaban realizados en muestras pequenas y
altamente seleccionadas de individuos con estadios avanzados de la enfermedad.
Asimismo, el papel del control glucémico en la modificacion de la peroxidacion

lipidica presentaba resultados contradictorios. La confirmaciéon del EO como un
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mecanismo a través del cual la hiperglucemia ejerce su efecto deletéreo, requiere
informaciéon del grado del EO en etapas previas al desarrollo de las
complicaciones de la DM, como en la pre-diabetes o al inicio clinico de la
enfermedad, asi como la demostracion, de que la correccion de la hiperglucemia
es capaz de disminuir la actividad de esta via metabolica. En 1990 la descripcion
de los F2- isoprostanos supuso un progreso considerable en la valoracion y
cuantificaciéon del EO in vivo, entre los que el 8-iso-PGF., es considerado
actualmente como el marcador mas fidedigno del EO in vivo.

Por otro lado, la participacién en un estudi6 multicéntrico acerca de la
prevalencia de nefropatia diabética (ND) en pacientes con DM1, nos proporcion6
una evidencia directa de un elevado consumo de tabaco y de la asociacion entre el
consumo de tabaco y la prevalencia de ND en este grupo poblacional. Estudios
previos habian establecido un enlace entre el consumo de tabaco y el EO, ya que el
humo del tabaco tiene numerosos oxidantes capaces de producir peroxidacion
lipidica. Consistente con esta nocién, Morrow et al, demostraron en un grupo de
sujetos no diabéticos fumadores que las concentraciones plasmaticas y urinarias
de 8-iso-PGF. estaban aumentadas en fumadores comparados con sujetos no
fumadores, apareados para edad y sexo. Ademas, en la patogénesis de la ND, uno
de los mecanismos mas extensamente investigados es el factor beta de
transformacion del crecimiento (TGFp,) debido a su acciéon fibrogénica, capaz de
estimular a las células mesangiales glomerulares y las células epiteliales. Entre los
factores descritos que pueden incrementar la expresion del TGF-f3,, se incluyen la
hiperglucemia, la angiotensina II, la hipoxia, y los productos finales de la
glicosilacion avanzada, entre otros. Nuestro grupo observo que el TGF-f; en
plasma estaba especialmente elevado en los pacientes con DM1 fumadores,
comparados con sujetos diabéticos no fumadores y con sujetos no diabéticos
fumadores o no y, actualmente, también hay informacion acerca de un papel de
los RLO generados por la hiperglucemia en incrementar la expresion del TGFf,, a

través de un mecanismo dependiente de la PKC.
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Hipoétesis

Con toda la evidencia expuesta anteriormente, nos planteamos la
HIPOTESIS de este trabajo: La hiperglucemia y el consumo de tabaco ejercen su
efecto deletéreo a través del estrés oxidativo y del factor transformador del

crecimiento ;.
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El abordaje de nuestra hipo6tesis la planeamos mediante estudios

poblacionales y de intervencion terapéutica, con los siguientes objetivos:

Control glucémico

Objetivo
Investigar en pacientes con DM1 el efecto de la hiperglucemia y del

control glucémico sobre el estrés oxidativo y la fibrogénesis.

Consumo de Tabaco

Objetivo
Investigar en pacientes con DM1 el efecto del consumo de tabaco y

de su cesacion sobre el estrés oxidativo y la fibrogénesis.
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Control glucémico
Objetivo
Investigar en pacientes con DM1:

el efecto de la hiperglucemia y del control glucémico sobre

el estrés oxidativo y la fibrogénesis
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1. Justificacion del objetivo

En los dltimos anos, se han realizado numerosas investigaciones acerca
del papel del EO como una posible via patogénica de la hiperglucemia para
inducir las complicaciones cronicas de la DM. Se han descrito diversas
alteraciones bioquimicas que relacionan la hiperglucemia con el incremento en la
produccién de los RLO. De igual manera, hay datos que sugieren que el
mecanismo de defensa antioxidante esta alterado en los sujetos con DM,
sugiriendo un defecto en la eliminacion de los RLO. Hoy en dia, el indicador mas
fidedigno de la peroxidacion lipidica in vivo son los IsoPs-F. y el mayor interés se
ha dirigido hacia el 8-epi-PGF2q, al haberse observado que presenta actividades
bioldgicas, y que sus concentraciones se encuentran aumentadas en diferentes
condiciones asociadas con un incremento del EO, como el envejecimiento, la
hipercolesterolemia yel CT, entre otras.

En pacientes con DM1i, las evidencias experimentales previas han
confirmado la asociaciéon entre la hiperglucemia y el EO, demostrando que el
plasma de pacientes con DM1 contiene concentraciones aumentadas de TBARS,
de dienes conjugados y de hidroperoxidos lipidicos, que son marcadores clasicos
de la peroxidacion lipidica. Los IsoPs-F. también han sido evaluados en poblacion
con DM1 y, de acuerdo con el concepto de peroxidacion lipidica aumentada en la
DM1, se ha descrito tanto un aumento en la producciéon como en la excreciéon
urinaria de 8-iso-PGF,,. Otros estudios, sin embargo, utilizando la misma
metodologia, no han confirmado la elevacion de los niveles de IsoPs-F. en
pacientes con DM1. Estas discrepancias en los resultados probablemente estén
relacionadas con la seleccion de los pacientes, que no tiene en cuenta otros
factores que podrian influenciar en la peroxidacion lipidica, como la edad
avanzada, las consecuencias metabolicas de la hiperglucemia crénica, la presencia
de complicaciones croénicas y el CT.

En los ultimos tiempos, el TGF@, ha generado mucho interés en la
comunidad cientifica debido a su importancia en numerosos procesos fisiologicos
y patolégicos. El TGF, es el ejemplo de una clase de factores de crecimiento
cuyas acciones se han implicado en numerosos procesos patofisiologicos que
incluyen enfermedades como la aterosclerosis, la hipertension, la DM, entre otras.
Una de las caracteristicas principales de este factor de crecimiento es la

naturaleza variada de sus acciones, una caracteristica que se considera, se origina
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en que sus efectos son dependientes de contexto celular en el que actia.
Recientemente, se han descubierto los eventos moleculares por los cuales este
factor puede iniciar sus efectos celulares, proporcionando una estructura para la
comprension del mecanismo molecular de la accion pleiotropica o “especifica del
contexto” de esta clase de factores de crecimiento. Esto es particularmente
relevante en la patofisiologia de la DM porque la combinacién de multiples tipos
de células (endoteliales, del musculo liso, leucocitos, glomerulares, mesangiales)
que pueden afectarse por el ambiente bioquimico y humoral de esta enfermedad,
proporciona numerososy distintos contextos biologicos en los que el TGFf,; puede
actuar.

Por su accion profibréotica, mucha de la investigacion del TGFp, se ha
realizado principalmente en modelos humanos y animales de ND, sugiriéndose
que los efectos hipertroficos y proesclerdticos de la hiperglucemia sobre las
células glomerulares y mesangiales, estin mediados por la produccién autocrina y
activacion del TGFp.. Se han identificado varios factores que estimulan la
expresion del TGFf,, como la angiotensina II, la hipoxia, la hiperglucemia, los
AGEs, el EO, entre otros. Todos ellos se han implicado en la patogénesis de las
complicaciones cronicas de la DM. De la misma manera que con el EO, los
estudios clinicos que han evaluado el efecto de la hiperglucemia sobre la secrecion
de esta citocina han mostrado resultados contradictorios, probablemente, debido
a que muchos de estos estudios se han realizado en sujetos con complicaciones
cronicas y por lo tanto con una exposicion prolongada a un ambiente metabdlico
adverso.

Confirmar clinicamente la implicacion de un determinado mecanismo en
la patogenia de las complicaciones cronicas de la DM no es facil. En general, en
los diferentes estudios se compararon grupos con o sin complicaciones o con
diferente grado de control metabolico, pero todos con evoluciones mas o menos
prolongadas de la enfermedad. Se plantea la duda de si la activacién de una via
patogénica puede ser causa o efecto de una complicacion. El establecimiento del
EO y la fibrogénesis como mecanismos patogénicos de conexién entre la
hiperglucemia y las complicaciones, requiere informacion acerca de la actividad
de estas vias metaboélicas en etapas previas al desarrollo de las complicaciones,
como en la pre-diabetes o al inicio clinico de la enfermedad, para de esta manera
esclarecer si el EO o la fibrogénesis por si mismos desempenan un papel en el

desarrollo de la DM1, como se ha sugerido en estudios experimentales. La
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evaluacion del EO y de la fibrogénesis tras la mejoria del control glucémico, nos
permitira valorar la asociacion de estas vias metabolicas con la hiperglucemia. El
inici6 clinico de la DM1 es un modelo claro, en cuanto al tiempo de evoluciéon de
la enfermedad, que se conoce perfectamente. Por otro lado, es probablemente la
situacion clinica en DM donde se produce una mayor variacion glucémica en un
menor espacio de tiempo. Por todos estos argumentos comentados, se eligié al
inicio clinico de la DM1 para analizar el efecto de la hiperglucemia en la activacion

del EO y la fibrogénesis.

Publicaciones obtenidas de este objetivo (LL):

F. isoprostane is already increased at the onset of type 1 diabetes
mellitus: Effect of glycaemic control

FLORES L, RODELA S, ABIAN J, CLARIA J, ESMATJES E.
Metabolism 2004 ;53:1118-1120.

Transfoming growth factorpf, at onset of type 1 diabetes mellitus.
A pilot study”

Flores L, Naf S, Hernéez R, Conget I, Gomis R, Esmatjes E
Diabetic Medicine 2004; 21:818-822.

Comunicaciones obtenidas de este objetivo(€3)

e The effect of improved metabolic control on transforming growth factor £
at onset of type 1 diabetes mellitus

FLORES L, MUR C, LARIO S, CAMPISTOL JM, ESMATJES E.

38t Annual Meeting of the EASD

Budapests, Hungary, 1-5 Set. de 2002

Comunicaciéon publicada en Diabetologia 2002; 45, Suppl 1:A 1214, 391

82



Objetivos

e El factor beta de transformaciéon del crecimiento ( TGFf) y control
glucémico: Efecto de la insulinizaciéon en el debut de la diabetes mellitus
tipo 1

FLORES L, CAMPISTOL JM, NAF S, ESMATJES E.

XIV Congreso de la Sociedad Espaiiola de Diabetes

Cadiz 22-25 de Marzo de 2002

Comunicaciéon publicada en Avances en Diabetologia 2002; 45, Suppl 1:A

1214, 391

2. Metodologia general

Como instrumentos en el desarrollo de este objetivo se han utilizado la
determinacion tras un ayuno de por lo menos 10 horas de: glucémia, HBA,., perfil
lipidico y niveles plasmaticos de TGFp,. Estos analisis se realizaron en 4
ocasiones, al inicio del estudio (previo al tratamiento con insulina), a los 7 dias de
iniciar el tratamiento (una vez corregida la cetosis y la hiperglucemia), a la
semana 4 y a la semana 16 (al estabilizarse el control glucémico). Las muestras
obtenidas fueron inmediatamente procesadas en el laboratorio central. De la
misma manera, en cada una de las determinaciones se realizd6 una recogida de
orina de 24 horas en un frasco con Tris-HCI (pH=6.5), que se conservo a -70°C
hasta su procesamiento, para la determinacion de la excrecion urinaria de TGFf,
y de 8-iso-PGF,, La determinacion de 8-iso-PGF., soélo se realizo en dos

ocasiones, al inicio del estudio y en la semana 16.

Medicién de la glucemia en ayunas

Se determiné a partir de una muestra basal de suero, segin el método de

la glucosa-oxidasa.

Medicién de la HbA,,

A partir de la muestra basal de suero se determin6 la HBA,. mediante la

cromatografia liquida de alta resolucion

Medicién de lipidos

A partir de la muestra basal de suero, se determinaron los niveles de
colesterol, triglicéridos, y colesterol-HDL, mediante técnicas estandares
enzimaticas de espectrofotometria. El colesterol LDL fue determinado utilizando

la ecuacion de Friedewald.
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Medicidon de la excrecion urinaria de isoprostanos

Una alicuota de 2 ml de orina conservada a —70°C fue centrifugada para
eliminar las particulas sélidas y neutralizadas con 480 ul de estandar interno (EI)
de 8-iso-prostaglandina F.,-d4 (Cayman Chemical, 2.8 pg/ul en etanol). Esta
muestra se dejo a temperatura ambiente 15 minutos y se centrifugo suavemente,
luego se anadi6 0.5 mL de 15% de hidroxido de potasio (KOH) y se dejo a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente, la muestra fue
ajustada a un pH=3 con 3M de acido hidroclorhidrico (HCl) y se centrifugo
durante 5 minutos a 600 xg. El sobrenadante fue extraido en un cartucho de 100
mg LMS polymer (Varian, Harbor City, CA) pre-acondicionado con etanol y
buffer Sorensen (0.06 M pH 7.4). La muestra fue cargada en el cartucho y lavada
con buffer Sorensen y una mezcla de etanol/agua 5:95 y el eluido de isoprostano
con 1 mL de etanol. El extracto fue evaporado a sequedad, resuspendido con 0.5
mL de Eicosanoid Affinity Column Buffer (1/5) y posteriormente cargado en una
columna de afinidad 8-isoprostano previamente acondicionada con buffer afin
siguiendo las instrucciones del proveedor (Cayman Chemical, Ann Arbor, Mi,
USA). La columna se lavo con 2 ml de Eicosanoid affinity column buffer (1/5) y 2
ml de agua ultrapura, posteriormente fue eluida con solucion de elusion
(etanol/agua 95:5). El eluido fue evaporado a sequedad y re-suspendido en 100 ul
de acetato de amonio al 0.5%, pH=6.5 (AMAC).

Los extractos (40 ul) fueron analizados por cromatografia liquida/
espectometria de masa (HPLC/MS-MS) bajo condiciones de gradiente usando
una columna simétrica C18 50 x 1 mm ( particulas de 3.5 um, Waters, Barcelona,
Spain) y un Finnigan TSQ700 triple quadrupole MS suministrado con un
electrospray (Thermoquest, Barcelona, Spain). El solvente A, fue 0.02% AMAC y
el solvente B fue 0.02% AMAC/metanol/acetonitrile 75:100:50. El gradiente se
inicio a 30% B y se incremento a 65% B en 1 segundo, posteriormente a 90% B en
6 minutos. La velocidad del flujo fue de 50 uL/minuto. La cuantificacion del
isoprostano fue realizada utilizando el método de barrido i6nico y deteccion de los
iones negativos. Los correspondientes iones (M-H) del 8-iso-prostaglanin F,,
(352.7) y su EI (356.7) fueron seleccionados por fragmentacion (energia de
colision 28 eV, presion de colision 2.1 mTorr). Los productos idbnicos m/z 192.5
(8-iso-prostaglanin F,, ) y el 196.5 (EI) se usaron para cuantificacion. Se
utilizaron muestras de orina de voluntarios sanos para preparar las muestras

estandar para las curvas de calibracion (0 a 500 pg/mL) y las muestras de calidad
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de control ( 50 a 250 pg/ml). El coeficiente de variacion intra e interensayo a un

nivel de 100 pg/mL fueron de 7% y 16%, respectivamente.

Protocolo de extraccion de orina para isoprostanos

1. Extraccion en fase solida
( 2ml orina)
e Afadir el estandar interno, 480 ul ( 2.8 pg/ul)
e Dejar a temp. ambiente 15 min y centrifugar suavemente
e Afadir 0.5 ml KOH (15%) y agitar
e Dejar a temp. ambiente 30 min y centrifugar suavemente
e Ajustara PH 3 con HCL3 M

e Centrifugar

Extraccion en fase solida

Cartuchos LMS polymer Varian ( 100 mg)

e Acondicionar cartucho: 1 ml EtOH absoluto
2 ml Sorensen buffer
e (Cargar muestra
e Lavar: 1 ml Sorensen buffer
2 ml EtOH/H20 5/95
e Dejar secar cartucho con aire 1.5 min
e Afadir 1 ml EtOH absoluto
¢ Dejar equilibrar 5 min
e Eluir
e Evaporar extracto a sequedad

e Redisolver en 0.5 ml Eicosanoid Affinity Column Buffer (1/5)

2. Purificacién con inmunoabsorvente (utilizacion de columnas de afinidad)

Purificacion con inmunoabsorvente
o Centrifugar el extracto anterior durante 2 min a 14000 rpm
e Lacolumna ya viene acondicionada con el buffer correspondiente

e (Cargar muestra
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e Lavar: 2 ml Eicosanoid Affinity Column Buffer (1/5) + 2 ml H20
ultrapure

e Afadir 2 ml de solucién de elusién (EtOH:H20 95:5).

e Evaporar el extracto a sequedad(*)

¢ Redisolver inmediatamente en el buffer o solvente apropiado (**)
(*) Es muy importante que no queden trazas de solvente organico ya que podria
afectar al immunoensayo, en el caso que se realice.
(**) En nuestro caso redisolvemos en 100 ul de ACAM 0.5% pH 6.5, ya que
nuestro objetivo es la determinaciéon por HPLC/MS-MS.

Condiciones: HPLC/MS-MS

HPLC
Columna: Waters Symmetry C18 50 x 1 mm, 3.5 um.
Filtro + precolumna C18 [C280 2.0 mmd.i x 1 ecm (Upchurch)] +
columna. Conexiones peek roja
Flujo: 50 ul/min
Eluyente: A) ACAM 0.02% pH6.5
B) ACAM 0.02% pH 6.5/MeOH/ACN 75:100:50
Gradiente:

30 0.01’ 65 6’ 90 4 90 1 30 9 30

Volumen de inyeccion: 40 ul
Nota: a los 4 min de la inyeccion el asa vuelve a la posicion de carga: para ello se

hace uso de la valvula B del autoinyector.

MS-MS

Tune: 7 msms, iones negativos
ESI needle voltage: 4.0 KV
Emult: 1800V

Coff: 28 V

Pcollision (Ar):2.1 mT

Sheath gas: 70 psi
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Scan 352.7 =——— 102.5-—

Método isopros 4 (programa delisop2)

Mode: ESI-DAU LMR GAS UP LR

Masses: 191 > 197

Medicién de las concentraciones plasmaéaticas de TGFf,

La medicidon de este parametro se realiz6 en sangre venosa recogida en
tubos que contenian EDTA, con un sistema al vaci6 para evitar la aspiracion
durante la extraccion sanguinea, que podria provocar lisis de las plaquetas, que
son la principal fuente de TGFp. Los tubos se mantenian inmediatamente
después de su extraccion a 4° centigrados, hasta su centrifugacion (< %2 hora de
su extracciéon). La centrifugacion se realizaba a 1000 g durante 30 minutos,
posteriormente se obtenia el plasma y se guardaba a —70°C hasta el analisis. Se
realizé la determinacion del TGFp, total. Para activar el TGFf, latente a TGF(,
inmunoreactivo y por lo tanto susceptible de ser detectado mediante
inmunoanalisis, realizamos un proceso de acidificacion (por cada 0,1 ml de
muestra se anadia 0,1 ml de acido acético 2,5 N/10 m urea. pH 7,2) y
neutralizacion (anadiendo 0,1 ml de 2.7 N NaOH/1y HEPES. pH 7,6). El TGFj,
fue determinado mediante un anélisis de fase sblida, inmunosorbente, ligado a
enzima, tipo sandwich, especifico para TGFf, [ELISA; Quantikine; R & D System,
Mineapolis, MN, USA]. Se construyo, una curva estandar de TGFf, utilizando
2.000, 1.000, 500, 250, 62.5, y 31.25 de proteina de TGFf, recombinante. Los
niveles minimos detectados de TGFp, fueron 7 pg/ml. El coeficiente de variacion

intra e interensayo fueron de 6.5y 10.3 %, respectivamente.

Medicién de la excrecién urinaria de TGFf,

De la orina recogida durante 24 horas, cuantificada la diuresis, se
guardaron 3 ml en tubos de propileno a —70°C. El TGFf, urinario fue medido por
el método descrito por Ellis et al(referencia). En resumen: 2 ml de la orina
descongelada fue colocada en un instrumento Centricon YM-O (Amicon)

pretratado con Tween-20 y centrifugado en un rotor de angulo fijo a 3000 g
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durante 90 minutos. El volumen obtenido con el concentrado de TGFf, fue
diluido a 200 ul con solvente RD5, suministrado en el equipo (Quantikine; R & D
System, Mineapolis, MN, USA) y posteriormente activado con 1.0 NHCI. El factor
de concentracion obtenido por este método fue de 7 y el rango de recuperacion
entre el 85 al 98%. Posteriormente, las muestras de orina fueron neutralizadas
con 1.2 N NaOH/o.5m HEPES y el TGFB, determinado mediante un analisis
inmunosorbente ligado a enzima. El coeficiente de variacion intra e interensayo

determinado en nuestro laboratorio fueron de 9,8 y 16%, respectivamente.

Analisis estadistico

La excrecion urinaria de TGFf, y de 8-epi-PGF., se expresan como
cociente de los niveles de creatinina en orina (pg/mg de creatinina). Todos los
datos son expresados como media + DS. Los datos fueron analizados mediante
pruebas no paramétricas para evitar la consideracion de la distribuciéon de las
variables medidas. Para la comparacion entre el grupo de pacientes con DM1 y el
grupo control, se utiliza la prueba U de Mann-Whitney. Dentro del grupo de
pacientes con DM1, la diferencia entre los valores basales (semana 0) y tras el
inicio del tratamiento con insulina (semana 16) en la excrecion urinaria de 8-iso-
PGF., se analizd mediante la prueba de los rangos signados (Wilcoxon) para
datos pareados. La prueba de Friedman fue utilizada para analizar los resultados
en los diferentes tiempos evaluados, de la concentracion de TGFf; en plasmay su
excrecion de TGFf; en orina. La relacion entre las variables fue analizada
utilizando la prueba de correlacion de rangos o de Spearman. Un valor P < 0.05

fue considerado estadisticamente significativo.

3. Desarrollo del objetivo

Modelo clinico

El inicio clinico de la DM1 nos provee un modelo de investigacion ideal
para poder definir el efecto de la hiperglucemia per se sobre el EO y la
fibrogénesis, al eliminar el efecto de la exposicién prolongada a la hiperglucemia y
al poder obtener un buen control metabolico en un tiempo reducido, tras el inicio
del tratamiento con insulina. Igualmente, este modelo clinico nos permite obtener
informacion sobre la actividad de ambas vias metabdlicas en una etapa precoz de

la enfermedad.
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Sujetos y Métodos

Los criterios de inclusiéon en este estudio fueron: pacientes con inicio
clinico de DM1 (en concordancia con los criterios diagnosticos de la Asociacion
Americana de Diabetes(12)), normotensos (PA casual < 130/80 mmHg) y no
fumadores. Se excluyeron a los pacientes que al diagnostico de la enfermedad
presentaban una glucemia > 300 mg/dl, cetoacidosis (que nos obligaba a iniciar
el tratamiento con insulina), embarazo, enfermedad intercurrente, consumo de
suplementos multivitaminicos o aspirina o con tabaquismo activo. Los pacientes
tras el diagnostico clinico de la DM1 ingresaron en la sala de hospitalizacion de la
Unidad de Diabetes durante un minimo de 7 dias.

Los pacientes que cumplian los criterios de inclusiéon y previo al inicio del
tratamiento con insulina, realizaban una recogida de orina durante 24 horas. Una
vez finalizada la recogida de orina, se realizo la extraccion en ayunas de sangre,
para la determinacion de los parametros metabdlicos mencionados anteriormente
en la seccion de metodologia. Tras la obtencion de ambas muestras basales, se
iniciaba el tratamiento con insulina en un régimen de dosis multiples.
Paralelamente, los pacientes se incluyeron en un programa de educacion
diabetologica durante 5 dias para individuos con diagnostico reciente de DM1i.
Una semana después del inicio del tratamiento con insulina y tras la
estabilizacion clinica (considerada como la correccion de la hiperglucemia y la
cetosis) se valoraba en ayunas la funcion p residual (mediante la administracion
de 1 mg de glucagon ev.), se determinaban los anticuerpos relacionados con la
DM1 [anti GAD (anticuerpos contra el acido glutamico descarboxilasa), IA2
(anticuerpos contra la proteina tirosin fosfatasa) y se repetian los parametros
metabolicos y urinarios evaluados en la determinacién basal.

El protocolo de actuacion al inicio clinico de la DM1 contemplaba una
visita clinica cada 4 semanas durante los primeros cuatro meses tras el
diagnostico. En cada visita se ajustaba las dosis de insulina para alcanzar niveles
pre-prandiales de glucosa entre 70-126 mg/dl y postprandiales < 180 mg/dl
basados en 4-6 determinaciones de glucosa capilar y para evitar eventos
hipoglucémicos. Durante todo el estudio los pacientes recibieron una dieta
ajustada a su edad e indice de masa corporal. En la primera visita tras el alta
hospitalaria ( a la semana 4) y en la semana 16 ( porque se considerd que se habia
alcanzado la estabilidad clinica) los pacientes acudian con una orina recogida

durante 24 horas y en ayunas para la determinacion de todos los parametros
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metabolicos y urinarios del estudio. En la semana 16 se repetia ademas la
valoracion de la funcion p residual.

Como grupo control se utilizaron sujetos de edad e indice de masa
corporal similares, los cuales proporcionaron en una sola ocasién orina recogida
durante 24 horas y una muestra en ayunas de sangre. Los valores de los distintos
parametros analizados en la semana 16 en los sujetos con DM1 se compararon con

los obtenidos en el grupo control.
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4. Resultados

I, Isoprostane Is Already Increased at the Onset of Type I Diabetes Mellitus:
Effect of Glycemic Control

Lilliam Flores, 5. Rodela, J. Abian, Joan Claria, and E. Esmatjes

Much evidence has suggested that oxidative stress (05) may play a role in the pathogenesis of diabetic complications.
However, the relationship between hyperglycemia and O35 is inconsistent in diabetic dinical studies. The aim of this study
was to evaluate the effect of normalization of bleod glucose levels on urinary 2-api-prostaglandin F;, (28-epi-PGF,,) excretion
at the onset of type 1 diabetes. We studied 14 type 1 diabetic patients (50% males; mean age, 24.3 £ 4.9 years) and 14 control
subjects matched by age and body mass index. A 24-hour uring collection was performed to determine 8-epi-PGF,, 3s an
integrated index of 05 production at baseline, before starting insulin therapy, and 16 weeks later. Insulin treatment induced
a significant reduction in glycosylated hemoglobin (Hb&,.) ifrom 115% to 5.4% P = .0001), triglycerides ifrom 1.0 to 0.8
mmol/L, P = .002), and an increase in high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol levels (from 1.1 to 15 nmol/L, P = .01) at
week 16. This improvement in metabolic control was associated with a statistically significant reduction in 8-epi-PGF,,, values
(from 92.0 + 415 to 66.9 £ 23.9 pg/mg urinary reatinine excretion, P = .015), although compared with the control group,
8-epi-PGF,, values remained higher in diabetic patients (66.9 £ 28.9 v 39.1 = 13.8 pg/mg creatining, P = .004). Enhanced 05
is presant in early clinical phases of type 1diabeates, and the amelioration in metabolic control is associated with improvemant

in this pathogenic pathway.
o 2004 Elsevier Inc. AN rights reserved

1PID PEROXIDATION (LP) 15 the main marker of oxida-
L tive stress (05), a pathogenic pathway strongly related 1o
the development of diabetic complications. Under diabetic con-
ditions, OF may be due to many [actors, such as ncreased
reactive oxygen species (ROS) production via glucose autooxi-
dation, nonenzvmatic proten glycation, exdative DNA dam-
age, decreased antioxidant status, and consequently, inefTective
seavenging of ROS- Expenimental data have clearly demon-
strated that hyperglycemia mediates the deleterious effects of
08, However, the relationship between glycemic conteol and
05 15 inconsistent in diabetic chinical studies +* This diserep-
ancy 15 probably related 1o the lack of specificity and sensitivity
i the methods available to assess 08 in vive or 1o the fact that
these studies do not generally take into aceount the confound-
ing effeets of other factors, which have been shown 1o signif-
icantly inerease O8. Fy isoprostane, of which uninary excretion of
8-epi-prostaglandin F,, {8-epi-PGF,, ) 1s an mntegrated mdex of its
production, 15 currently considered the most relisble marker of LP
i vivie ™ Moreover, an ideal chinical moded should allow evalua-
tion of the effect of relevant changes in glycemic status wathout the
possible artelaciual effects of the metabolie consequences of
chronic hyperglycemia or the presence of diabetic complications,
Thus, the aim of this study was o evaluate the effect of normal-
ization of blood glucoss levels on unnary 8-epi-PGF, excretion
at the onset of type | diabetes.

MATERIALS AND METHCDS

We siudied 14 type | diabetic patienis recruited from an adult
Diahetes Unit at the onset of the discase (30'% males; mean age, 243 +

From the Dighetes Unit and DNA Unit, Hospital Clinte, IIIBAPS,
Uanversity af Bareelona; and the Structural and Blological Mass
Spectometry Unit, IOPRAPS, HBB-CSIC, Barcelona, Spain,

Submitfed September 22, 203 accepled April 14, 2004,

Addvess reprint requesis fo . Fsmaties, MI, Diahetes Unis, Hos-
pital Ciinte, CVillarroel 170, 08036 Barcelona, Spain.

o 2 Elsevier Ine. AN vights reserved,
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dloi: 101006 . me ol 2004 04,005
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4% years) and 14 healihy volunteers (£2% males; mean age, 274 =+
3.5). The 2 groups were matched with respect 1o age and body mass
imdex, All patients were nonsmakers and were normoiensive (< 130/80
mm Hg). Diagnosis of type | diabeles was achicved according fo the
Wational Diabetes Data Gronp crtena” Patients were excluded if, af
admission, they presemted glveemia > 300 mg/dL or ketoacidosis
{indicating the immediate need for insulin therapy), pregnancy, inler-
cumrent disease, consumption of multivitamin supplements or aspirin,
orwere active smokers, The clinical and biochemical charactenstics of
the disbetic patients and control subjects are summanized in Table 1
Informed consent wis obtaingd from each participant, and the Ethical
Committee of the Hospital Clinic approved the expenmenial profocol.

Sty Diesign

After the dingnosis of tvpe | dishetes, the patients were hospitalized.
In all the subjects of both gronps, 24-hour uine collection was per-
formed 0 defermine urnary creatining, albumin, and 8-cpi-FGF,
excrefion, Thercafier, a blood sample was obfained afier overnight
fasting 1o detcrmine glycemia, creatimine, glveosylaed hemoglobin
{Hba, ), total cholesteral, tnglveerides, and high-density Iipoprotein
(HDL)-cholesterol and low-density lipoprotein {LDL)-cholesteral,

The diabetic paticnis then initiated insulin therapy with muliple-
dose insulin regimens, and in these patients all the determinations were
mepeated 16 weeks afier hospital discharge. One week after starting
insulin therapy and having achicved clinical stabilization, the glucagon
fest was performed (o evalute residual B-cell function (fasting C-
peptide levels before and 6 minuies aficr an intraycnous injection of 1
mg glucagony and antibodics related o type | disbetes mellitus (2lu-
tamic acid decarboxylase |GAD] and thyrosine phosphatasc-like pro-
fein [1A,]) were also defermingd.

Patients were visited every 4 weeks after discharge to adjust insulin
therapy to obiain fasting ghyoemia beiween 38 10 6.6 mmolL and
postprandial glvcemiz < 88 mmolL 1o avoid hypoglveemic evenls
and o adapt diet regimens (o the needs of cach patient. Comparisons
hetween diabetic patients and control subjects were made at week 16
when metabalic control had improved.

Measwrements of 8-Epi-PGF,

Urine was collected over a 24-hour period with 3 mL being stored in
polypropylene tbes st —70°C. Urine samples (2 mL) were centrifuged
and spiked with 1.34 ng of the internal standard #-cpi-prostzglandin
F2u-4 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). The sample was lefi o
eruilibrate, and 0.5 mL 5% potassium hvdroxade was sdded. After 30

Metabolism, Vol 53, Mo 8 (Septemberi, 2004: pp 1118-1120
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EFFECT OF HYPERGLYCEMIA ON F; ISOPROSTANE

Table 1. Clinical Characteristics of the Study Subjects

Type 1 Diabs=tes
el litus
Baseline  Week 18 Cantrol P
Ma. 14 14 14
Age iyl 24.3+48 - 274435
Sex (M/R 7 - (1)
BMI (kgim®) 216 +34 221+35
Hyperglyeemiaketosis a8 - -
Fasting glucese (mrmoll) 11.3+39 69+18 48+05 000
Hibag (%) TE+£21 B4+06 41203 .00
Cholestaral {mmaolLi 48+11 47+10 47048
Triglyearides immal/L) 11+03 08+03 06+03 002

Abbreviations: BMI. body mass index; HbAqg, glycosylated herno-
globin.
*Diabetic patients: basal v week 16.

minuics of equilibration, the sample was adjusted to pH 3 with ? mol'L
hydrochlonc acid and centnfuged (5 minutes al 600 < g). Prostaglan-
dins in the superngtants were absorbed in o 100-mg LMS poly mer
canndge (Varan, Harbor City, CA). Aficr washing, the isoprostane
was eluted with 1 mL ¢thanol

This extract was further purificd using an S-isoprostanc-affinity
column s indicated by the supplier {Cayman Chemical), The resulfing
eximect was cvaporated and redissolved in 100 gl 0.5% ammoninm
acetate pH, 6.5 (AMAC), Extracts were analy zed by high-performance
ligpuic chromatog raphy -tandem mass spectrometny (HPLC-MSMS) os-
ing & 30 x 1 mm Symmetry column (3.5-pm particles, Waters,
Barcelona, Spain) and a Finnigan TSQ700 wnple quadrupole MS pro-
vided with an clecirospray source {Thermoguest, Barcelona, Spain). A
0.02% AMAC methanol'acetonitrile solvent gradicnt was used for iso-
prostane sepamtion. The How mic was 30 plimin The (M-H) ions
from the #-ispprostane F2a (352.7) and ois imernal standard (356.7)
was selected for fragmentation (collision encrgy 28 eV, collision pres-
sure 2.1 mTorr), The corresponding product ions ot mz 1923 and
196.5, respectively, were used for quantification. A wrine pool from a
healthy volunicer was nsed to prepare the standard samples for the
calibration curves and the quality control samples, The intra- and
internssay coctficients of vanation of the assay at the 100 pg/mL level
were T and 16%, respectively.

Autoaniibody Measwrements

GAD antibedy (GADAD) mepsurements were determined by nadio-
binding assavs and were considered positive when gbove 2 UfmL, The
assay for GADAD in the sccond GADAb proficiency fest achieved
100%% sensitivity and 100% specificity, TALAD titers were measured in
2 mdiobinding assay and considercd positive when above 0.8 UimL,
The mierassay and intra-assay cocfficient of variation of IA2ZAb defer-
mination were T and 3%, respectively

Laboratory Studies

Totl serum cholesicrol, HDL-cholesterol, and triglyoende levels
were assessed with standard enzymatic specirophotometric techniques,
and LDL-cholesteral was determingd using the Friedewald cquation.
Fasting blood glucose was measured with the glucose oxidase method
and HbA | was measured by high-performance liquid chromategraphy
C-peptide was determined wsing a mdioimmunoassay (limit of detec-
tion 0,033 mmol/L; intre-assay coefficient of vanation 2.6%:; inlemssay
coefficient of vanstion 4.4%) and & commercially available kit (Bick
Samicg, Dictzenbach, Germany)

Stastisiical Analysis

8-Epi-PGF,,, was expressed as the ratio of unnary creafining levels
{pe/mg creatining). Data are shown as the mean = 5D, The Mann-

1114

Whitney {7 test was used o compare the 2 groups, and in the disbetic
group, the difference between baseling and afier insulin therapy values
wis analyzed with the Wilcoxon signed rank test. Correlations were
analyzed by the Spearmun rank correlation test. A P value <0 03 was
considered statistically significant

RESULTS

Fourteen patients whe fulfilled mclsion cntena were evalu-
ated. At admission all patents presented hyperglyeemia and 10
kefonuria. All patients showed autoantibodies related 1o type 1
diabetes, 83% of which were anti-GAD " and 66% were A, No
dhiferences were noted m any climeal vanable evaluated betwesn
type | dbetic patients and control subjects. In relation to control
subjects, urinary 8-gpi-PGF, excretion was significantly higher in
type | diabetics (66,5 * 289 v 391 = 13 8 po/mg crealimng, * =
004). Insulin therapy produced a clear improvement n metabolic
control 25 reflected by a marked reduction in HhA | (from 11.5%
{week 0) to 54%. (week 16), £ = 0001) as well as i the lipid
profile wath a sighificant decrense in tnglyeendes (1.0 £ 03 at
week 0 and 0.8 = 0.3 mmolL at week 16, P<0 002) and an
increase m HDL-cholesterol (1.1 * 02 at week O and 1.5 * 03
mmolL st week 16, P<< 01) and a tendency 1o decrease LDL-
cholesterol (3.0 = 1.2 at week 0 and 2.4 + 0.7 mmol/L at week
16, P = 06) This amehoraion in metabolic control was assoc-
ated with a statistically significant reduction in B-epi-PGF,, (from
910 £ 4150669 * 289 pe/mg unnary creatining excretion,
P = 015) (Fig 1) No corelabion was found between 8-gpi-PGF,
and HbA,,, total cholesterol, tnglycendes, HDL-, and LDL- cho-
lesterol.

Ter

DISCUSSI0N

AL present, numerous data support the coneept that LP, a
marker of 08, 15 enhanced i diabetes mellius -5 However,
some studies have shown controversial results, probably related
to shortcomings in the methods used, because most studies use
indirect measurements of LP including susceptibility of LDL to
in vitre gsadation or malondialdehyde determination, tech-
niques which are not very specific or aceurate ® Fo-isoprostanes
are produced in vivo by cycloxygenase-independent free radi-

200)

S — p:0.015
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Fig 1. Urinary 8-epi-PGF;, excretion at onset of clinical typs 1
diabetes ([0 and in healthy subjects (¥, Symbols represent individ-
ual measurements; horizontal bars represent mean value for sach
group.
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cal peroxidation of arachidomic acid and are released from
membrang phospholipids i response to cellular activation,
presumably through a phospholipase-mediated  mechanism.
They eirculate in plasma as free forms or as esters in phospho-
lipids, with the free form being excreted in urne® We mea-
sured 24-hour unnary excretion of 8-2pi-PGF,, not only be-
cause 1t is an integrated index of F-1soprostane production, but
also 1o aveid potential problems derived from artefactual gen-
eration of isoprostanes by autooxudation of arachidenic acid,
which may be produced in plasma samples, and to reduce the
impact of the previously described day-to-day vanaton of
these parameters. '™ We used mass spectometry because of its
high specificity and sensitivity.® In relation to nondiabetic
subjects, in this study we found 40% higher levels of 8-epi-
PGF, in diabetic patients. Our results are in concordance with
those recently described by Davi et al'? whe found increased
levels of urinary 8-gpi-PGF, in newly diagnosed (3 o 6
weeks) patienis with type | diabetes mellius compared wath
the age- and sex-matched nondiabetic control group

With indirect measurements of LP, the effect of glycemic
control has provided inconsistent results in the literature. Some
groups have reported normalization of these levels with glyce-
mi¢ control *5 while in other studies, normal levels were not
achieved despite glyeemic control ™% The clinical model stud-
ted heremn, at the onset of type 1 diabetes before and after
initiation of insulin therapy, allowed us 1o analyze the effect of
correction of hyperglycemia, without other known factors,
which merease LP, such as ageing, metabolic consequences of
chronic hyperglycemia, and the presence of diabetic complica-
tions. With this model we were able o obtain a very important

FLORES ET AL

reduction i blood glucose levels, demonstrated by a difference
of —6 points in HbA,,. This improvement in glvcemic control
was associated with a significant decrease in unnary 8-epi-
PGF-,, excretion. Our study cannot rule out the contribution of
other metabolic parameters, which also improved with insulin
therapy, such as ipd metabolism alterations [especially LDL-
cholesterol levels, that has been reported as a determinant of
enhanced 8-gpi-PGF,, levels's as well as the free fatty acid
related o mcrgased ROS generation'”], Ketosis correction,'®
and the effect of insulin per se.'* We did not find any relation-
ship between B-epi-PGF,, levels and markers of metabolic
control. One can hypothesize that although HbA,, is a good
indicator of metabolic control, it reflects only part of the gly-
cemic fluctuations observed in these patients and thus does not
replicate the oxidative status. Another finding in this study was
that 8-epi-PGF,, levels remained increased in dhabetic patients
despite achieving stable glycemic control in companison with
control subjects, which could be an early reflection of ongomng
improvement in the disease state. Consistent with this argument
are the findings of 2 recent studies, which reported that patients
with type 1 diabetes mellusu normalize B-epi- PGF,, levels in
long-standing disease (= 1 year) manly in patients with good
glycemic contrgl 121+

In conclusion, in this study we observed that, at the clinical
onset of ype | diabetes mellitus, LP is already increased, and that
improvernent m glycemic control was associated with a decreasad
08 early intype | diabetes mellines. Therefore, this 15 an important
argument o recommend the optimezation of metabolic control
immediately after the diagnosis of type 1 diabetes mellins to
reduce the posable nsk of fulure complications.
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Introduction

Abstract

Aims The aims of the study were to determine whether transforming growth
factor B, TGF-f; levels are raised at diagnosis of Type 1 diabetes mellitus and
are related ro blood glucose.

Subjects and methods  Fourteen patients (mean age 24.3 +4.9 years) admitted
to hospital for onset of Type 1 diabetes were studied. On the first day of hospi-
talization, before insulin therapy, and at 1,4 and 16 wecks, fasting blood glu-
cose, HbA |, lipid profile and TGF-fi; levels and TGF-; levels in 24-h urine
were determined. The control group included 14 non-diabetic subjects with
similar characteristics to those of the diabetic group.

Results Plasma and urinary TGF-B, levels were significantly lower in controls
(4.7 (1.6-6.8) ng/ml P < 0.001;5.7 (1.5 -8.5) ng/mg urinary creatinine, I < 0.01)
than in partients with Type 1 diabetes mellirus [10.5 (1.8-24.9) ng/ml; 10.1
(4.2-29.8) ng/mg urinary creatinine]. On study completion, HbA |, fell from
11.6+2.0 to 5.4 £0.6% (P < 0.001). Improved metabolic control was not
associated with changes in plasma (9.4 (2.6-19.5)/5.9 (1.6-21.5)/7.0(2.3-30.2)/
10.5 (1.8-24.9) ng/ml at baseline, 1, 4 and 16 weeks, respectively) or urinary
(12.0 (4.7-29.5)/10.9 (1.5-20.5)/8.7 (4.3-16.9)/10.1 (4.2-29.8) ng/mg urinary
creatinine) TGF-P, levels. A statistically significant correlation was observed
between plasma TGF-B; and insulin dosage (U/kg/day) (r=0.52, P = 0.037).

Conclusions The increased TGF-; production observed herein was not modu-
lated by glycaemic reduction and could be a response to immuno-inflammatory
activation present at the onset of Type 1 diabetes.

Diabet. Med. 21, 818-822 (2004)

Keywords transforming growth factor i, Type 1 diabetes mellitus

of matrix components, most research on TGF-, in diabetes
has been performed in models of human and experimental

Transforming growth factor p, (TGF-B, ) is a multifunctional
cytoking, secreted by virtually all cell types, with pleiotropic
actions determined by the specific cellular context in which it
operates and the presence or absence of other growth factors.
It may also play an important role in processes ranging from
differentiation and development to the regulation of cell
growth and immune response [1,2].

Due to its fibrogenic action, capable of stimulating glome-
rular mesangial and epithelial cells to secrete increased amounts

Correspondence to: Dr E. Esmatjes, Diabetes Unit., Hospital Clinic, C/Villarroel
170, 08036 Barcelona, Spain. E-mail: esmatjes@clinic ub.es
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nephropathy [3-6]. In addition, the role of TGF-; in modu-
lating immune cell function [7,8] may contribute to the patho-
genesis of Type 1 diabetes [9,10]. A number of different factors
can increase TGF-B; expression, including hyperglycaemia,
angiotensin I1, hypoxia, advanced glycosylation end products
and oxidative stress [11,12]. Acute and chronic hyperglycae-
mia can increase TGF-[3; production, but clinical studies com-
paring TGF-P; and HbA,, are inconclusive [13,14]. An ideal
clinical model should allow evaluation of the effect of relevant
changes in the glycaemic status without the possible artefac-
tual effects of chronic hyperglycaemia. Thus, the aims of our
study were to assess TGF-3, levels at the clinical onset of Type 1

© 2004 Diabetes UK. Diabetic Medicing, 21, 818-822
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diabetes and to analyse the effect of glycaemic control on these
parameters,

Subjects and methods

We studied 14 patients with Type 1 diabetes mellitus (DM)
recruited from the Diabetes Unit of an adult tertiary care centre
at the clinical onset of the disease {seven males; mean age
24.3 £4.9 years (range 16-30); body mass index 22.3 £4.2).
The control group included 14 healthy volunteers recruited
from staff members from our hospital or their relatives with
similar charactenstics (spc males; mean age 27.4 £ 3.5 (range
20-33); body mass index 22.6 £ 3.5} to those of the diabetic
group. All the patients in both groups were non-smokers and
were normotensive (< 130/80 mmHg). Diagnosis of Type 1
diabetes was achieved according to the National Diabetes Data
Group criteria[15]. Patients were exchuded if, at diagnosis, they
presented with a blood glucose > 16.6 mmol/l or ketoacidosis
{indicating the immediate need for insulin therapy); pregnancy,
intercurrent disease, having taken angiotensin I converting
enzyme mhibitors or angiotensin Il receptor antagonists or
were active smokers.

Informed consent was obtained from each participant. The
experimental protocol was approved by the Ethical Commuttee
of the Hospital Clinic.

Study design
After diagnosis of Type 1 diabetes, the patients were hospital-

ized. Before initiating insulin therapy, a
was performed to determine urinary creatinine, and TGF-fi,

24-h urine collection

excretion. Following an overnight fast and before starting in-
sulin therapy, a blood sample was obtained for measurement
of plasma TGF-B; levels, glycaemia, creatinine, HbA , total
cholesterol, LDL cholesterol and triglyeeride. Insulin therapy
with mulaple-dose insulin was then started. Measurements
were repeated after 7 days, while the patient remained hospital-
ized, and then at 4 and 16 weeks after discharge from hospital.

One week after starting insulin and achieving clinical stabili-
zation, a glucagon test was performed to evaluate residual
Bcell function (stimulated C-peptide levels: 6 min after an
intravenous injection of 1 mg of glucagon), and antibodies
related to Type 1 DM (GAD: glutamic acid decarboxylase and
[A2: tyrosine phosphatase-like protein) were also determined.
All patients were visited every 4 weeks after discharge to adjust
therapy to obtain fasting glycaemia between 3.9 and 7.0 mmol/,
post-prandial glycaemia < 10 mmol/l and to avoid hypogly-
caemic events. Clinical and biochemical parameters between
control subjects and patients were compared at week 16 on
stabilization of glycaemic control.

Measurements

TGF-i; plasma assay

Venous blood samples were obtained from the patients and
collected in plastic tubes containing EDTA and centrifuged
at 1000 g for 30 min. The plasma was isolated and stored at
-70°C until the assays were performed. To activate latent TGEF-

€ 2004 Diabetes UK, Diabe bc Mealane, 21, 818-822

Original article 819

By into immunoreactive TGF-[i; detectable by an mmunoassay
test, we performed an acidification (to 0.1 ml sample add
0.1 ml 2.5 N acetic acid/10 »m urea} and neutralization {adding
0.1ml 27N NaOH/1m HEPES) procedure (pH 7.2-7.6).
TGEF-p, was determined using a solid-phase TGF- -specific
sandwich enzyme-inked immunosor bent assay (ELISA) (Quan-
tikine; R & D System, Minneapolis, MN, USA}. A standard
TGE-B; curve was constructed using 2000, 1000, 500, 250,
62.5 and 31.25 pg/ml of recombinant human TGF-f, protein.
The minimum detectable level of TGF-, with the test was 7 pg/
ml. The intra-assay and interassay coefficients of vananon
(CV) were 6.5 and 10.3%, respectively.

TGF-fi, urine assay

Urine was collected over 24 h with 3 ml being stored in poly-
propylene tubes at -70°C. Urinary TGF-P, was measured by
the method described by Ellis et al. [6]. Briefly, 2 ml of urine
were placed ina YM-0 Centricon device (Amicon) pre-treated
with Tween-20 and centrifuged in a fixed angle rotor for
90 min at 3000 g. The retained volume containing the TGF-,
concentrate was diluted to 200 ul with RD3 solvent supplied in
the kit to determine TGE-P, (Quantiking; R & D System, Min-
neapolis, MN, USA} and activated with 1.0 N HCL The overall
concentration factor obtained with this method was sevenfold
and recovery ranged from 85 to 98%. Subsequently, urine
samples were neutralized with 1.2 N NaOH/0.5 » HEPES and
submitted to enzyme-linked immunosorbent assay. The intra-
assay and interassay coefficients of variation determined in our
laboratory were 9.8 and 16%, respectively.

Auto-antibody measurement

GADAb were determined by radiobinding assays and were con-
sidered positive when above 2 U/ml. The assay for GAD Ab in
the 2nd GAD proficiency test achieved 100% sensitivity and
100% specificity. [A2 Ab titres were measured in a radiobind-
ing assay and considered positive when above 0.8 U/ml. The
interassay and intra-assay coefficient of variation of [A2 Ab
determination were 7 and 5%, respectively.

Laboratory studies

Serum total cholesterol, HDL cholesterol, and triglyeeride were
assessed with standard enzymatic specrrophotometric tech-
niques, and LDL cholesterol determined using the Friedewald
equation. Fasting blood glucose was measured by a glucose
oxidase method and HbA |, by high-performance liquid chromato-
graphy. C-peptide was determined vsing a radioimmunoassay
{limit of detection 0.033 mmol/l; intra-assay coefficient of
variation 2.6%; interassay coefficient of variation 4.4%) and a
commercially available kit (Bick Santeg, Dietzenbach, Germany).

Statistical analysis

Urinary TGF-P, was expressed as the ratio for urinary creatinine
levels (ng/myg creatinine). The data were analysed by non-
parametric methods to avoid assumptions about the distribu-
tion of the measured variables and are expressed as median and
range. The Mann—Whitney U-test was used to compare control
subjects and patients with DM. The Priedman test was used to
analyse the results of plasma and urinary TGEF-fi; levels at the
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Table 1 Follow-up of metabolic parametersin

Week diabetic patients
Variable Baseline 1 4 16
Fasting glucose (mmol/1)* 11.3+£3.9 B8.9+1.5 7.1+21 6.9+ 1.8
Hb."llc (%)* 1n5+21 10.4+1.8 68107 5.4+086
Total cholesterol (mmol/1) 48+1.1 4.5 +0.7 4.4 +£09 4.7+ 1.0
Triglycerides (mmaol /1)* LO+03 0.9+03 0.7+02 0.8+0.3
HDL-cholesterol (mmol/1)* 1.1£02 1.3£0.3 L5£0.3 L5£0.3
LD L-cholesterol (mmal/1) 0+12 29+08 254009 2.3+0.7
C-peptide basal {ng/ml) 0.8 £0.4 —_ —_ 0.9+0.5
C-peptide stimulated (1g /ml) L3£03 — — L3+ L0
*P < 0.05 week 0 vs. week 165 HbA : glycosylated haemoglobin.
dl.l:fcn:nt T:I rnf:mr-u‘tlll.l.a-t{:d. T\.-i(:n:m:fc-r, th‘f Zl\'-i.f(‘!f_'-la:ltllll'l of TC 11'[51 {® o Plasma TGF-B,
with other biochemical parameters was assessed by the Spear-
man rank correlation test.
2 - :
Results .
- . . E T L
At admission, all patients were hyperglycaemic and 10 of them B 20 - . .
r
had ketonuria. All showed autoantibodies related to Type 1 = at M h .
Ly
diabetes, 83% of which were anti-GAD+ and 66% were IAZ+. 10 - a M hd ':-
1 -
In relation to control subjects, Type 1 diabetic patients - = . *e
Y -
presented elevated levels of TGE-B, in both plasma (4.7 (1.6— Rl :" :E: "
L]
6.8)vs. 10.5(1.8-24.9) ng/ml, P < 0.001) and urine (5.7 {1.5- = = .
8.5) vs. 10.1 (4.2-29.8) pg/mg creatinine, P < 0.01), During the Cortrel Baseline 1 e ge
study, insulin therapy improved glycaemic control, reflected Waek
by afallinHbA,_ (11.5% at week 0 and 5.4% at week 16 )
LT . _ o = Urinary TGF-
P < 0.0001), as well asin lipid profile with a fall in triglycerides 30 e " B °
(1.0 (0.5-1.7)at week Dand 0.7 {0.3-1.6) mmol/] at week 16,
P < 0.002) and an increase in HDLcholesterol (1.0 (0.6-1.7) g o
at week 0 and 1.3 {1.1-2.1) mmaol/l at week 16, P <0.01) 2 s .
{Table 1). Over this period there was no change in either E 2 5,
plasma or urinary TGF-[3, levels (Fig. 1). £ e V“v b e
&
No correlation was found between TGF-J3, levels and HbA, g - vv R
total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol and trig- E_ 10 - * S = o2 o
lycerides. A negative correlation was found between [icell - " 8, ¥ o0 "o
. . . =
function and insulin dosage at week 16 of the study (v = -0.61, =] -'I:':'— o 8,47 e
P =0.03). A statistically significant correlation was observed ! v
between plasma TGF-Ji, and insulin dosage (U/kg/da 0
etween plas By and insulir ge (Ulkg/day) | o 3 2 1

(r=0.52, P =0.037) (Fig. 2).

Discussion

There is little information concerning TGF-J3; levels in the
early clinical phases of Type 1 diabetes. This is the first study
in which TGF-, has been measured at diagnosis before start-
ing insulin. Plasma and urine TGF-[}, levels were 40% higher
in those with Type 1 DM compared with non-diabetic con-
trols. These data confirm the observation that in vitro produc-
tion of TGF-J}; by peripheral blood in those with Type 1
diabetes of 1 year's duration is elevated [10].

In experimental studies, both acute and chronic hyper-
glycaemia increase TGF-[i, production, but clinical studies
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Figure 1 Plasma {a) and urinary (b) levels of TGF-fi | in conteol subjects
and Type 1 DM. (a) *Comtrol vs. Type 1 DM (week 16), P = 0.001 and
() *conteol vs, Type 1| DM (week 16), P= 0,013,

comparing TGF-f3; levels and HbA _ values [13,14] are in-
consistent. This is probably because they have not considered
the confounding effects of other factors, which can increase
TGF-fy production. Qur clinical model allowed us to analyse
the effect of relevant changes in glyvcaemic status without the
possible artefactual effects of chronic hyperglycacmia or
the presence of diabetic complications. With this model, we

© 2004 Diabetes UK. Diabetic Medicine, 21, 818-822
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Figure2 Correlations between plasma TGF-b, and insulin dosage at
week 16;r = 0.52, P = 0.037.

obtained a marked reduction in blood glucose, with a decline
of46% in HbA, values, as well as animprovement in the lipid
profile. Despite these changes, we did not find any significant
variation in either plasma or urinary TGF-JS, levels after restor-
ing a normal blood glucose. One possible explanation could be
that in this phase of Type 1 diabetes increased TGF-[3; levels
observed are associated with the activity of the autoimmune
process implicated in the pathogenesis of this disease and are
not due to a hyperglycaemic stimulating effect.

A potential immunosuppressive role for this cytokine is
suggested by its effects inhibiting the secretion of inflammatory
cytokines from macrophages, B cells and T cells, and particu-
larly T lymphocytes bearing a Thl phenoType (a Th like
function) [7,8]. TGF-B, could therefore play arole in the patho-
genesis of Type 1 diabetes antagonizing the cytotoxic effect
of pro-inflammatory cytokines which initiate and maintain
the autoimmune process, which might mask any glycaemic
reduction in TGF-P; levels at diagnosis. Several studies have
demonstrated that pro-inflammatory imbalance is maintained
a long time after the onset of Type 1 diabetes and that this
pro-inflammatory status is reversed during the evolution of the
disease, probably when all the [-cells are lysed and ending of
the inflammatory process in the pancreas [16,17]. Azar et al.
[9]. observed a late reduction in TGF-B, levels after 2 years of
disease evolution in a group of patients with Type 1 DM. In
addition, it has been reported that in witro production of TGF-J3,
secretion by peripheral blood in 22 patients with Type 1
diabetes of less than 12 months is elevated. Moreover, in 24
first-degree relatives with pre-clinical Type 1 diabetes, TGF-3,
production was higher than in controls [10].

In the present study, a positive correlation was observed
between plasma TGE-; levels and insulin dosage, suggesting
that insulin may induce TGF-[3, production. This hypothesis
is not supported by the observation that insulin inhibits
TGF-B, expression in glomerular and mbulointerstitial cells in
streptoztozin-induced diabetes [19]. However, our data agree
with studies demonstrating that insulin increases in vitro
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production of TGF-J3; both in human rubular and rat muscle
cells, as well as the urinary excretion of TGF-B, in patients with
Type 1 DM with different degrees of nephropathy [20,21].

In summary, the increased TGF-P,; production observed in
this study is not modulated by a reduction in glycaemia and
could be a response to an immuno-inflammatory process at the
onsetof Type 1 diabetes. These findings suggest a possible role
of TGF-f, in the pathogenesis of Type 1 DM and may have
therapeutic relevance [22]. These results also confirm the
pleiotropic nature of the actions of TGF- B, which, in diabetes,
could be either pro-fibrotic and, conseguently, related to
diabeticcomplications, or an anti-inflammatory effector in the
context of the pathogenesis of the disease. However, the
relatively small number of subjects examined makes further
studies necessary to confirm these findings.
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Consumo de tabaco
Objetivo
Investigar en pacientes con DM1:

el efecto del consumo de tabaco y de su cesacion

sobre el estrés oxidativo y la fibrogénesis

99



Objetivos

1. Justificacion del objetivo

Se ha postulado que el consumo de tabaco incrementa el riesgo de
desarrollar DM vy, entre los pacientes con DM, existen numerosas evidencias
epidemiolégicas del efecto perjudicial del CT. El CT se ha asociado con el
desarrollo prematuro y con una progresion acelerada de todas las complicaciones
de la DM, tanto microvasculares como macrovasculares en todas sus formas. A
pesar de la evidente relacion epidemiolbgica entre el CT y la DM, su mecanismo
patogénico es atin desconocido. Considerando que el efecto aterogénico del CT se
ha ligado a su capacidad oxidativa, muchos estudios se han centrado en el EO
como un probable factor del humo de tabaco para explicar la aparicion de las
complicaciones crénicas de la DM. Los RLO han sido investigados extensamente
en poblacion de fumadores no diabéticos, a través de la cuantificacion de la
deplecion de antioxidantes, midiendo la modificacion oxidativa de las proteinas,
los lipidos y el DNA y estudiando los efectos del suplemento de antioxidantes en
estos factores y, estudiando las modificaciones de estos factores tras el cese del
CT. La literatura cientifica al respecto es controvertida, esto es relacionado
probablemente por la utilizacion de métodos de medicion del EO poco rigurosos,
que han llevado a resultados ambiguos. Tampoco esta claro si los oxidantes del
humo del tabaco o los RLO, generados de la respuesta inflamatoria
desencadenada por la injuria de los constituyentes del humo del tabaco, son los
responsables del EO observado en los fumadores o cual es el constituyente del
humo del tabaco que activa esta respuesta inflamatoria. Hoy en dia, el indicador
mas fidedigno de la peroxidacion lipidica in vivo son los F.-IsoPs y, entre sus
isomeros, el 8-iso-PGF2a es el mas ampliamente estudiado. Su concentracion
estd aumentada en diferentes condiciones asociadas con el incremento del EO
como el envejecimiento, la hipercolesterolemia y el CT. Morrow et al en un
estudio publicado en 1995, estableci6 que las concentraciones de IsoPs estaban
aumentadas en fumadores, apoyando la hipotesis de que el CT puede causar
modificacion oxidativa de importantes moléculas biologicas in vivo. Ademas,
también se ha demostrado que el CT activa una serie de citocinas pro-oxidantes,
incluyendo un aumento de las concentraciones de factor de necrosis tumoral o e
interleucinas 1 y 8. Se ha descrito que el extracto de humo de tabaco, induce un
aumento de las moléculas de adhesion celular en las células endoteliales, a través

de la activacion de la PKC, una via conocida que estimula la sobreexpresion del
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TGFB; que, como hemos descrito previamente, es un factor de crecimiento
relacionado con el desarrollo de las complicaciones crénicas de la DM,
especialmente la ND, al estar implicado en la fibrogénesis.

Por todo lo dicho, hasta el momento no se conoce el efecto que el cese del
CT produce sobre la produccion de F2-IsoPs y sobre el TGFp; en pacientes con
DM1. Este modelo clinico no es facil de conseguir dado que los pacientes con
DM1, generalmente jovenes, no tienen conciencia del efecto perjudicial del CT y
no son susceptibles al abandono del CT. No obstante, nos pareci6 que era un
disefio adecuado para valorar en primer lugar la situacion basal respecto a estas
dos vias patogénicas y en segundo lugar si el abandono del CT era capaz de llevar
el EO y la actividad fibrogénica a unos niveles similares al de la poblacion

diabética no fumadora.

Publicaciones obtenidas de este objetivo (I1):

The effect of smoking and its cessation on 8-epi-PGF20 and
transforming growth factor-beta 1 in Type 1 diabetes mellitus

FLORES L, VIDAL M, ABIAN J, CASES A, CAMPISTOL J. MA.
CLARIA J, LARIO S, ESMATJES E.
Diabet. Med 2004;21:285-289

Comunicaciones obtenidas de este objetivo (€3):

e The effect of smoking on transforming growth fator p, levels and lipid
peroxidation in diabetes mellitus

FLORES L, LARIO S, CAMPISTOL JM, CASES A, CLARIA J, INIGO P, ESMATJES E.
35™ Annual Meeting of the EASD

Brussels, 28 Set.-2 Oct. de 1999

Comunicaciéon publicada en Diabetologia 1999;42, Suppl 1:A 1212,320

e (essation smoking decrease transforming growth factor f plasma and
urinary levels in patients with type 1 diabetes mellitus

ESMATJES E, NAF S, VIDAL M, FLORES L.

37th Annual Meeting of the EASD

Glasgows,9-13 Sept. de 2001

Comunicacion publicada en Diabetologia 2001;44, Suppl 1: A 1188,310
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2. Metodologia general

Este estudio comprende dos partes, un estudio transversal y un estudio
prospectivo en el que se estudia el efecto del cese del CT sobre el EO y la
fibrogénesis. Los instrumentos que se utilizaron para el desarrollo de este objetivo
fueron: 1) determinacion en sangre venosa tras ayuno de por lo menos 10 horas
de la glucémia, HBA,., perfil lipidico, y TGFp:. 2) determinaciéon de la EUA,
creatinina, la excrecion del TGFf, y del 8-iso-PGF,, en orina de 24 horas, y 3) una
muestra de orina fresca para la determinacion de las concentraciones de cotinina
que nos permitia ademés valorar el cumplimiento. A los pacientes que
participaron en el estudio del cese del CT y que dejaron de fumar se les evalu6 en
tres ocasiones mas, todos los parametros metabdlicos y urinarios descritos
anteriormente, en la semana 1, 4 y 12 tras el cese del CT. La medicion de los
parametros metabdlicos y de las concentraciones de TGFf, y del 8-iso-PGF.,, se
realizé como se ha descrito en el objetivo anterior.

Cotinina Urinaria

La cotinina es el principal metabolito de la nicotina, procede del
metabolismo oxidativo de la nicotina, lo que la convierte en el marcador mas
especifico del humo del tabaco. Su determinacién en el plasma presenta una
elevada sensibilidad y especificidad, pudiendo ser evaluada igualmente en orina y
en saliva, por lo que se considera es el marcador epidemiologico mas
recomendable. Su vida media es de aproximadamente 15-40 horas, su eliminacioén
se realiza a través de la orina, la maxima concentraciéon aparece alrededor de 2
horas después de la tltima calada y su aclaramiento es lento, existiendo atn cifras
detectables en orina después de 4 dias de la exposicion. La sensibilidad y
especificidad de la determinacién de cotinina para distinguir fumadores de no
fumadores son altas. En los no fumadores los valores se encuentran por debajo de
10 ng/ml o no son detectables. En los fumadores de bajo consumo de cigarrillos,
los niveles se situan entre 40-50 ng/ml y en los fumadores graves entre 200-400
ng/ml.

Programa de deshabituacién de consumo de tabaco

El programa de deshabituaciéon del CT fue realizado por nuestro grupo
investigador, con ayuda de una enfermera entrenada para aconsejar en el proceso
de deshabituacion del tabaco. El programa fue elaborado para realizar una

intervencion sistematizada para obtener el cese de este habito. A los pacientes
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fumadores que participaron en la fase transversal de este estudio se les realizo
una encuesta, que nos permitia saber la etapa dentro del proceso de
deshabituacion en la que encontraba el paciente fumador: 1) consonante, que esta
de acuerdo con su conducta de fumador y no se plantea de momento el cambio
(fase de precontemplacion), 2) pensando en dejar de fumar (contemplaciéon) o 3)
decidiendo intentarlo (preparacién). A los pacientes que se encontraban en la
primera fase se les proporcion6 informacion de las consecuencias nocivas del
tabaco para la salud, asi como de los beneficios de dejar de fumar y de la
posibilidad de solicitar ayuda profesional en el caso de que quisiera intentar el
abandono de este habito. A los pacientes que estaban en la fase de contemplacion
y preparacion se les realiz6 un test de Fagerstrom, que nos informo de la
dependencia a la nicotina y por lo tanto de la necesidad de terapia sustitutiva de la
nicotina (TSN). Posteriormente, se les facilito folletos informativos sobre como
dejar de fumar, se les pidi6 que fijaran una fecha para dejar de fumar y se les
explicaron los métodos seguros y eficaces para ayudarlos a dejar de fumar
(terapia farmacologica). Se ofreci6 TSN a todos los pacientes con un test de
Fagerstrom > 5. Se recomend6 para los dias previos al dia escogido (dia D)
cambios en sus habito de fumador (fumar menos, que piense cada vez que
encienda un cigarrillo si verdaderamente le apetece fumar, no llevar encendedor,
etc....), se les informo6 de los sintomas del sindrome de abstinencia para que,
conociéndolos, les fuera mas facil actuar, ademas se les ofrecieron consejos tutiles
para que, en caso de que se presentaran estos sintomas fueran mas llevaderos. Se
programé un seguimiento, que comenzo el dia previo al dia D con una llamada
telefénica de recordatorio y una visita a la semana de dejar de fumar.
Posteriormente, el seguimiento fue alternando llamadas telefénicas y visitas
clinicas hasta completar el estudio. En cada visita clinica se reforz6 la conducta
abstinente, la dieta, se identificaron los problemas surgidos y las situaciones de
riesgo que pueden inducir a fumar y finalmente se daban consejos sobre la mejor
manera de evitar estas situaciones.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media + DS. Debido a que el TGFB1 y la
EUA no tenian una distribucién normal, se realiz6 una transformacion
logaritmica de estos parametros para el analisis de correlacion y de regresion. La
comparacion entre los grupos fue realizada utilizando el método de Kruskal-
Wallis. Se realiz6, un analisis de medidas repetidas para comparar los resultados

obtenidos en el grupo de intervencion. El analisis de regresion paso a paso se
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realizo para evaluar posibles variables de confusion que puedan influenciar en la
excrecion urinaria de 8-epi-PGF,,, y las concentraciones plasmaticas y urinaria de
TGFpB, ( HBA,., PA sistolica, diastolica, colesterol total, LDL, HDL y triglicéridos).
La correlacion de Spearman se utiliz6 para determinar la relacion entre las

variables. Un valor P<0.05 se considero significativo.

3.Desarrollo del objetivo

Sujetos v métodos

Los criterios de inclusion en el estudio transversal fueron: pacientes entre
18-45 afnos, con diagnostico de DM1 (definidos de acuerdo a los criterios
diagnosticos de la Asociacion Americana de DM), fumadores o no, con mas de 5
afios de evolucion de la enfermedad, normotensos, con funcién renal normal y
EUA dentro de los limites de la normalidad. Los criterios de exclusién fueron
tratamiento con IECAS, ARA II, complejos multivitaminicos o aspirina. Estos
pacientes fueron reclutados consecutivamente cuando acudian a las consultas
externas del Servicio de Endocrinologia para el control de su DM1. Se estudio
ademés un grupo control, no fumador, apareado para edad. Los resultados
obtenidos fueron comparados entre pacientes con DM1 fumadores y no
fumadores y los no fumadores fueron ademas comparados con el grupo control.

Para el estudio del cese del CT, se seleccion6 del estudio transversal a los
fumadores graves (CT > 15 cigarrillos/dia durante mas de 5 afios). Los pacientes
que cumplian los criterios de inclusion iniciaron el programa de deshabituacion
del CT y a los que dejaron de fumar se les realizd una nueva determinacién en
sangre y en orina recogida durante 24 horas de todos los parametros
mencionados anteriormente, en la semana 1, semana 4 y en la semana 12 de dejar
de fumar. En cada visita, se reforzé la conducta abstinente, la dieta y se registro el
peso. Ademads, para monitorizar el cumplimiento, se solicitaba durante la visita
clinica una muestra de orina fresca para la mediciéon de la concentraciéon de la

cotinina urinaria.
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The effects of smoking and its cessation on 8-epi-PGF2a
and transforming growth factor-beta 1 in Type 1
diabetes mellitus

doi: 10.1111/7.1464-5491.2004.01133 x

L. Flores, M. Vidal, J. Abian*, A. Casest, J. Ma. Campistolt, J. Clariag, S. Lariof and E. Esmatjes

Abstract

Background Oxidative stress and transforming growth factor-beta 1 (TGF-p1)
are associated with diabetic complications, and smoking is a risk factor.

Diabetes Unit, *Structural and Biological Mass
Spectrometry Unit, IBB-CSIC, 1 Dialysis Unit, #Renal
Transplant Unit, SDNA Unit and fHarmanal
Laboratory, Hospital Clinic, IDIBAPS {Institut
d'Investigacions Biomadiques August Pi i Sunyer),
Unwersity of Barcelona, Baraelona, Spain

Aims This study aimed (1) to compare urinary 8-epi-PGF20 and plasma and
urinary TGE-P1 levels obtained in heavy smokers with Type 1 diabetes with
those observed in age-marched non-smoker patients with Type 1 diabetes and
controls, and (i1) to investigate the effects of smoking cessation (SC) on the
above-mentioned parameters in patients with Type 1 diabetes.

Accepted 23 June 2003

Methods and results Compared with control subjects (12 = 12), non-smoker dia-
betic patients (1 = 12) presented higher values of urinary 8-epi-PGF21(74.2 +29.6
vs. 29.6 £ 11.1 pg/mg urinary creatinine, P = 0.01), plasma TGF-f1 (7.7 + 4.7
vs. 3.6 £ 1.7 ng/ml, P = 0.001) and urinary TGF-f1 (15.3 £6.3 vs. 8.1+
4.4 ng/mg urinary creatinine, P'= (1.02). Compared with non-smoker diabetic patents,
smoker diabetic patients (n = 16) showed higher levels of urinary 8-epi-PGF2u
(107.8 £40.2 vs. 74.2 +29.6 pg/mg urinary creatinine, P = 0.0001), plasma TGEF-
P1(12.6 £4.9vs. 7.7 £ 4.7 ng/ml, P = 0.001 ) and urinary TGF-B1 (27.5 £ 16.0 vs.
15.3 +6.3 ng/mg urinary creatinine, P = (.01). Smoker patients were included in
asmoking cessation programme. In the 10 patients thargave up smoking there was
areduction of urinary 8-epi-PGF2u (basak 110.47 £47.0 vs, week 12: 73.2 + 25.6;
P < 0.001), plasma TGF-p1 (basal: 11.2 £5.9 vs. week 12: 4.89 +£2.25; P< 0.01)
and urinary TGF-P1 (basal: 18.12 +9.27 vs. week 12: 10.32 2.0, P < 0.01) levels.

Conclusions In patients with Type 1 diabetes, smoking increased oxidative
stress, evaluated by lipid peroxidation, and TGF-P1 production. Smoking ces-
sation decreased these parameters, providing additional support to encourage
diabetic patients to give up smoking.

Diabet. Med. 21, 285-289 (2004)

Keywords tobacco, diabetes mellitus, transforming growth factor beta 1, isoprostanes

[1,2]. Patients with diabetes mellitus (DM) exhibit high mor-

Introduction bidity and mortality due to cardiovascular disease and several

The association between cigarette smoking and the athero-
scleratic process is well established, with tobacco consumption
a risk factor for premature or accelerated vascular disease

Carrespondence to: Dr E. Esmatjes, Endocrinology and Diabetes Department,
Hospital Clinic, C/Villarroel 170, 08036 Barcelona. Spain. E-mail: esmatjes@
clinic.ub.es

© 2004 Diabetes UK. Diabetic Medidne, 21, 285-284

studies have suggested that cigarette smoking in patients with
DM confers a higher cardiovascular risk than in those without
[3,4]. Other studies have demonstrated an association between
cigarette smoking, diabetes and the poor prognosis of cardio-
vascular and renal disease [3,6].

Animportant pathogenic mechanism incigarette smokers is
oxidative stress. Cigarette smoke results in the formation of
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pro-atherogenic oxidated particles, specifically oxidized LDL,
facilitates DNA adduct formation and may directly induce
platelet activation and endothelial dysfunction [7-10]. Further-
more, overproduction of radical oxygen species (ROS) and
a reduction in anti-oxidant mechanisms have been reported in
diabetes [11-13]. ROS may be involved in renal endothelial
dysfunction [14], and attention has recently been focused on
F,-isoprostanes, which are stable praducts of free radical-
catalysed lipid peroxidation of arachidonic acid [15,16]. Using
F-isoprostane measurement (currently considered the most
reliable marker of oxidative stress in vivo [15,16]), Morrow
et al. 9] reported increased levels in heavy smokers, and found
that smoking cessation decreased Fy-isoprostane values, Later
studies have also shown a decrease in 8§-epi-PGF2a, an abun-
dant F,-iseprostane, after smoking cessation in non-diabetic
subjects [10,17]

Transforming growth factor-beta 1 (TGF-i1) is the main
fibrogenetic cytokine, overproduced indiabetes and one of the
factors implicated in the pathogenesis of diabetic nephropathy
[18,19]. Different factors, injurious to the kidney, can increase
TGF-i1 expression [19-22]. Cigarette smoke condensate
induces cell adhesion molecules in human endothelial cells,
through protein kinase C activation, an intracellular pathway
involved in the up-regulation of the TGF-P1 system [23]. We
have previously observed that TGF-[i1 levels are increased in
smokers with Type 1 DM when compared with non-smoking
subjects with Type 1 DM [24]

The aims of the present study were: (i) to compare urinary
8-epi-PGF2i and plasma and urinary TGF-[31 levels in heavy
smoker Type 1 DM patients with those observed in age-matched
non-smoker DM patients and controls, and (i) to investigate
the effects of smoking cessation on these measurements in
paticnts with Type 1 DM.

Patients and methods

Inclusion criteria

Patients were recruited from the Endocrinology Out-patient
Clinic. We recruited current heavy smokers from 18 to 45 years
in age with a diagnosis of Type 1 diabetes (as defined in accordance
with the criteria of the American Diabetes Association [25]) of
at least 5 years of evolution, and normal blood pressure
(< 130/80 mmHg), normal renal function (creatinine: females
< 100 umol/l; males < 116 pumol/1}, normal urinary albumin excre-
tion (< 20 ug/min), not taking either angiotensin Il converting
enzyme mhibitor or angiotensin receptor antagonist drugs, multi-
vitamin supplements or aspirin. Heavy smokers were defined as
patients that consumed > 15 cigarettes/day for at least 5 vears.

Healthy non-smoker controls matched for age were also studied.

Study design

Cross-sectional study
A 24-h urine collection was carried out in all subjects o deter-
mine urinary albumin (UAE), creatinine, 8-epi-PGFlo and
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TGE-P1 excretion. Immediately after overnight fasting and ab-
stinence from smoking, blood samples were obtained to meas-
ure TGE-B1, glycaemia, creatinine, HbA
triglyeerides, HDL~cholesteroland LDL-cholesterol. Spot urine

total cholesterol,

was used o determine cotinine (urinary metabolite of nicotine)
levels. Medical history and physical examination included
height, weight, body mass index and blood pressure. We com-
pared the results obrained between non-smoker DM patients,
smoker DM patients and control subjects.

Smoking cessation study

Each smoker with diabetes in the cross-sectional study was in-
vited to participate n a smoking cessation programme. This
was delivered by an endocrinologst and a diabetes education
nurse trained in counselling methods. Nicotine dependence was
evaluated with the Fagerstrom test [26]. A cessation date was
agreed upon and transdermal nicotine replacement therapy
(NRT) was offered to all patients with Fagerstrom test scores
= 3. The follow-up of the patient throughout the study was car-
ried out weekly, from the day agreed for smoking cessation, al-
ternating telephone calls and clinical visits until completion of
the study. On each visit abstinent behaviour and dietary advice
were strongly reinforced, body weight was registered and
urinary cotinine determination was measured in spot urine
during the visit to monitor compliance.

The minal physical examination, in addition to plasma and
urine determinations, was repeated after 1, 4 and 12 weeks in
the smoking cessation study. Smoking cessation was confirmed
when the level of urinary cotinine was < 50 ng/ml.

The study protocol was approved by the Ethical Committee
of our hospital and informed consent was obtained from allthe
patients.

Subjects

In the crosssectional study, 16 smoker and 12 non-smoker
Type 1 DM patients and 12 non-DM control subjects were
studied. In the smoking cessation study 45 smoker Type 1 DM
patients agreed to participate. Smoking cessation was achieved
for 1 week by the 16 patients included in the cross-sectional study.
Eleven out of these 16 patients maintained smoking cessation
for 4 weeks and 10 achieved smoking cessation for 12 weeks.

Measurements

TGF-{iT immunoassays
Venous blood samples were collected in EDTA-K3 tubes and
plasma stored at -70 “C until use. Samples were activated and
mmunoreactive TGF-P1 was determined using a solid-phase
TGE-P1-specific immunoassay (Quantikine; R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA}. The intra-assay and interassay coeffi-
cients of variation (CV) were 6.5% and 10.3%, respectively.
TGE-P1 was also measured in samples taken from 24-h urine
collection as described by Ellis et al. [27]. Urine (2 ml) was
centrifuged in a YM-0 Centricon device {Amicon; Millipore
Billerica, MA, USA) and the concentrate submitted to TGE-P1
immunoassay. Results were expressed as ng TGF-pl/mg
urinary creatinine. The intra-assay and interassay CVs were
9.8% and 16%, respectively.

@ 2004 Diabetes UK. Diabetic Medicine, 21, 285- 289
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F-isoprostanes

Urine samples (2 ml) were centrifuged and spiked with 1.34 ng
of the internal standard 8-iso-prostaglandin F20-d4 (Cayman
Chemical, Ann Arbor, ML, USA). The sample was left to equil-
ibrate and 0.5 ml of 15% potassium hydroxide was added.
After 30 min of equilibration, the sample was adjusted to pH 3
with 3 m hydrochloric acid and centrifuged {5 min at 600 g).
Prostaglandins in the supernatants were absorbed in a 100-mg
LMS polymer cartridge {(Varian, Harbor Ciry, CA, USA). After
washing, the isoprostane was eluted with 1 ml ethanol.

This extract was further purified using a 8-isoprostane af-
finity column as indicated by the supplier {Cayman Chemical).
The resulting extract was evaporated and redissolved in 100 pLL
0.5 % ammonium acetate pH 6.5 (AMAC). Extracts were ana-
lysed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(HPLC-MS/MS) using a 50 > 1 mm Symmetry column (3.5 um
particles; Waters, Barcelona, Spam) and a Finnigan TSQ700
triple guadrupole MS provided with an electrospray source
(Thermoquest, Barcelona, Spain). A 0.02% AMAC/methanol/
acetonitrile solvent gradient was used for isoprostane separa-
tion. The flow rate was 50 ul/min. The {(M-H)"ions from the §-
isoprostane F2e (352.7) and its internal standard (356.7) were
selected for fragmentation (collision energy 28 ¢V, collision
pressure 2.1 mTorr). The corresponding product 1ons at m/z
192.5 and 196.5, respectively, were used for quantification. A
urine pool from a healthy volunteer was used to prepare the
standard samples for the calibration curves and the quality control
samples. The intra- and interassay coefficients of variation of the
assay at the 100 pg/ml level were 7% and 16%, respectively.

Laboratory studies

Serum total cholesterol, HDL-cholesterol, and triglyceride
levels were assessed with standard enzymatic spectrophoto-
metric techniques, LDL-cholesterol was determined using the
Friedewald equation. Fasting blood glucose was measured
with the glucose oxidase method and HbA, was measured

Original article 287

by high-performance liquid chromatography. Cotinine was
quantified by radioimmunoassay using a commercial kit
{Pharmacia, Freiburg, Germany).

Statistical analysis

All data are expressed as mean +sp. Compansons between
groups were performed using the Kruskal-Wallis method. An
analysis of variance of repeated measurements was carried out
tocompare the results obtained in the intervention group. Since
TGF-p1 and UAE did not have anormal distribution, they were
logarithmically transformed for the correlation and regression
analyses. Stepwise regression analysis was carnied out to check
for confounding variables (HbA |, systolic blood pressure,
diastolic blood pressure, total cholesterol, LDL-cholesterol,
HDL-cholesterol and triglycerides) that may have influenced
urinary excretion 8-epi-PGF2a, TGE-1 or plasma TGF-p1.
Spearman’s correlation was used to determine the relationship
between variables. Stanstical analyses were carried out using

§PSS 10.1 sofeware (PSS Inc., Chicago, IL, USA), Differences

were considered statistically significant if the P-value was < 0,05,

Results

The clinical characteristics of patients and controls studied
in the cross-sectional study are shown in Table 1. Non-smoker
patients with diabetes, compared with controls, had higher
values of urinary 8-epi-PGF20(74.2 +29.6v5.29.6 +11.1 pg/mg
urinary creatinine; P = 0.01), plasma TGF-J1 (7.7 £ 4.7 vs.
3.6 £ 1.7 ng/ml; P =0.001) and urinary TGF-i1 (15.3 +6.3
vs. 8.1 £ 4.4 ng/mg urinary creatinine; P = 0.02). Moreover,
compared with non-smokers, smokers with diabetes showed
higher levels of urinary 8-epi-PGF2u (107.8 +40.2 vs.74.2 +
29.6 pg/mg urinary creatinine; P = 0.0001), plasma TGF-j1
(126 £4.9 vs. 7.7 £ 4.7 ng/ml; P=0.001) and urinary
TGF-P1(27.5 £16.0 vs. 15.3 £ 6.3 ng/mg urinary creatining;

Table 1 Clinical and laboratory data of the
participants in the cross-sectional study

Driabetic patients

Control Non-smoker Smoker
n 12 12 16
Male (%) 50 &l 40
Age (vears) 344+59 350+7.8 0.4 +4.5
Evolution of disease (years) _ 138136 13.0£67
BMI (kg/m?) EENES R 138+24 ME+23
HbA,_(%) - 76+0.8 80+15
Blood glucose (mmaol/1) 49104 11538 10,0 £4.0
Total cholesterol (mmol/1) 4.7 +0.6 4.6 +0.9 49+0.8
Triglycerides (mmol/l) LO0+0.3 0.9+£0.4 0.9£0.5
Systolic/diastolic BP (mmHg) 124/76 126176 125/78
Cotinine (ng/ml) 0,302 1.1£0.5 1473 £528
UAE (pg/ min) _ NIES N 5.1+£73
Cuit smoking (#) 10

EMI, Body mass index; HbA |, glycosylated haemaoglobing BP, blood pressure, UAE, urinary

albumin excretion.

*P < 0.05 conteol vs. diabetic patients,

€ 2004 Miabetes UK. Diabetic Mediane, 21, 285-289
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Figore 1 Urinary 8-epi-PGF2o (a), plasma transforming growth
factor-beta 1{TGF-p1) (b) and urinary TGF-[1 (¢) levels observed in
control subjects and non-smoker and smoker diabetic patients.

P =0.01) (Fig. 1). In multiple regression analysis none of the
variables showed an mdependent association with regard to
cither urinary 8-epi-PGF2, TGF-[i1 or plasma TGF-Ji1 levels.

In the 10 that quit smoking, urinary 8-epi-PGF2 o decreased
progressively after smoking cessation, reaching a 36% reduc-
tion at week 12 in relation to baseline values (110,47 +47.0
vs. 73.2 £25.6 pg/mgurinary creatining; P < 0.001). Likewise,
plasma and urinary TGF-B1 levels showed a decrease after
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1,4 and 12 weeks of abstinence (12 weeks, plasma: 11.2 £5.9
vs, 4.89 +2.25 ng/ml, P < 0.01; urinary 18.12 £ 9.27 vs.
10.32 £2.0 ng/mg urinary creatining, P < 0.01).

Mean urinary cotinine levels were 1473 £ 528 ng/ml at
baseline and fell to values < 50 ng/ml at 1 week of abstinence,
remaining at these levels throughout the study. A positive
basal correlation was observed between urinary values of §-
epi-PGF20 excretion and cotinine levels (v = 0.38; P = 0.032);
however, there was no relationship between the number of
cigarettes smoked and urinary cotinine, urinary 8-epi-PGF2a,
TGF-p1 and plasma TGF-P1 levels, There wereno variations in
HbA,, creatinine, cholesterol, triglycerides, HDL-cholesterol
and LDL-cholesterol compared with values before interven-
tion. There was a slight non-significant statistical increase in
body weighe (1.5 kg) in those who stopped smoking.

Discussion

This is the first study comparing 8-epi-PGF2, as a lipid per-
oxidation marker, and TGF-31 as indicative of fibrogenesis,
among smokers and non-smokers with Type 1 diabetes, and
the effect of smoking cessation. Our data show that those
with diabetes have higher values of urinary §-epi-PGF2 1 and
plasma and urinary TGF-1 levels compared with controls.
Among patients with Type 1 DM, smokers exhibited higher
levels compared with non-smokers. Smoking cessation pro-
duced a reduction in 8-epi-PGF2a and TGF-P1 at levels com-
parable to those observed in non-smokers with diabetes.
Cigarette smoking produces oxidative stress [7-10] and
increased Fy-isoprostane levels have been described in smokers
[9,10,17]. Enhanced 8-epi-PGF20 production has also been
demonstrated in diabetic populations [28,29]. We have con-
firmed these data and have observed that smokers with dia-
betes have higher levels of 8-epi-PGF2 o than non-smokers. One
way to evaluate the effect of tobacco consumption on lipid per-
oxidation is to study the consequences of smoking cessation.
Few studies have analysed the effect of smoking cessation on
F,-isoprostanes, which are among the best markers of oxida-
tive injury in vivo. Morrow et al. [9] observed a 30% reduction
of plasma F-isoprostanes. In other studies, urinary and
plasma 8-epi-PGF2a were evaluated after 3 weeks of smoking
cessation [10,17]. Hyperglycaemia is also known to produce
oxidative stress, and smoking cessation in patients with dia-
betes could be different from that observed in a non-diabetic
population. We observed a 36% reduction in urinary §-epi-
PGF2a levels, a similar percentage reduction to that observed
in non-diabetic smokers after stopping [9,10,17], with similar
values to those observed in non-smokers with diabetes. This
suggests that smoking cessation benefits lipid peroxidation
in those with diabetes as well as reducing the pathogenic mech-
anisms of macro- and microvascular diabetic complications.
We have previously demonstrated that TGF-p1 plasma
levels are higher in smokers with diabetes than in non-smokers
[24], suggesting that tobacco stimulates TGF-31 production.
This has been confirmed in the present study in which both
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plasma and 24-h urinary TGF-[i1 levels were significantly
higher in smokers. There is little information concerning the
effect of smoking cessation on TGF-[i1 production. The reduc-
tion we observed supports the concept that smoking contributes
to overproduction of TGF-[1.

The possible link between the reduction observed in both 8-
epi-PGF2o and TGE-1 levels after smoking cessation deserves
further investigation. Incubation of mesangial and glomerular
endothelial cells of streprozotocin-induced rats with DM with
F2-isoprostanes stimulates TGF-i1 production [21]. In human
mesangial cells hydrogen peroxide, an inducer of lipid peroxi-
dation, increases TGF-P1 synthesis as well as extracellular
matrix gene expression. Isoprostanes increase diacylglycerolin
endothelial cells, which, in turn, could activate protein kinase
C, a well-known pathway of TGF-[i1 synthesis [22]. Smoking
inducing OS may not only enhance lipid peroxidation, but also
activates other pathogenic factors such as TGE-J. However,
we didnot find a relatonship between levels of Fy-isoprostane
and TGF-[i1. Smoking may also increase advanced glycosy-
lated end product production, another potent stimulus of
TGF-P1 production [30,31].

Further studies are required to confirm our findings. None-
theless, our data indicate that a relatively rapid reduction in the
activity of two important pathogenic mechanisms related to
the development of diabetes complications occurs in those
who stop smoking. Our findings provide further support to
encourage patients to avoid cigarettes.
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En las siguientes figuras se presenta la evolucion de la excrecion urinaria
de 8-is0-PGF,, y de los niveles plasmaticos y urinarios de TGFf; en los pacientes

que dejaron de fumar.
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Figura 17: Evolucién de la excrecion urinaria de 8-iso-PGF.,. Basal frente semana 12
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Figura 18: Evolucién de las concentraciones de TGFf, en plasma y orina de 24 horas.

Basal frente semana 12 P< 0.05
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Las complicaciones de la DM son el resultado de la interaccion de
multiples factores patogénicos y la causa de una importante morbilidad y
mortalidad en un segmento amplio de nuestra poblaciéon. La base de esta tesis ha
sido estudiar el efecto de dos noxas, la hiperglucemia y el consumo de tabaco,
sobre las concentraciones de F2-IsoPs, como expresion de estrés oxidativo y de el
TGFB:;, como marcador de fibrogénesis, que son dos vias metabolicas
estrechamente asociadas al desarrollo de las complicaciones cronicas de la DM.
Durante el diseno de esta tesis, la informacion que existia respecto a la
modulacién de ambas vias patogénicas era escasa y se centraba en fases
avanzadas de la enfermedad. Valorar el estrés oxidativo y la fibrogénesis al inicio
de la DM nos permitia analizar de forma especifica el papel de la hiperglucemia,
pero también nos posibilitaba describir su actividad en una fase de la enfermedad
hasta ahora no estudiada. El consumo de tabaco es otro factor de riesgo definido
para el desarrollo de las complicaciones crénicas de la DM de creciente interés
clinico y del cual no existe informacién en pacientes con DM respecto a su posible
efecto sobre los factores analizados en este trabajo.

En los Gltimos afos, los datos obtenidos fundamentalmente de estudios
experimentales, han otorgado al estrés oxidativo un papel patogénico en el
desarrollo de las complicaciones de la DM. En este sentido, la descripciéon de los
F2-IsoPs como bio-marcadores fidedignos de estrés oxidativo in vivo han
contribuido a ampliar los conocimientos existentes en esta area. Sin embargo, al
plantearse esta tesis no existia informacion respecto a la fases de la historia
natural de la DM en que comienza a ser relevante el estrés oxidativo. La deteccion
de un aumento del estrés oxidativo coincidente en el tiempo con la existencia de
complicaciones cronicas es consistente con un papel de los radicales libres de
oxigeno en la injuria, pero no establece una relacion causa-efecto. Para
determinar el papel del estrés oxidativo en el desarrollo de las complicaciones
asociadas a la DM es importante primero demostrar su existencia en una
poblacidn libre de complicaciones. Por ello, nos pareci6 interesante conocer cual
es el nivel de estrés oxidativo al inicio de la DM. El modo idéneo de hacerlo era
estudiar pacientes con DM1, ya que podemos conocer perfectamente el inicio
clinico de la enfermedad a diferencia de lo que sucede en la DM2. La
demostracion de que en una poblacion joven, al inicio de la DM, ya se han puesto
en marcha unos mecanismos que puedan incrementar una situaciéon de riesgo

para el desarrollo de las complicaciones micro y macroangiopaticas es una
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informaciéon relevante desde el punto de vista clinico, que nos permitira el
desarrollo de estrategias en la prevencion de estas complicaciones.

En relacion al estrés oxidativo y el control glucémico, los datos existentes
eran contradictorios, probablemente como consecuencia de que en los estudios en
los que se analiz6 esta problematica, el estrés oxidativo fue evaluado en una etapa
avanzada de la enfermedad en la que no se puede descartar la influencia de otros
factores de confusién. En nuestro estudio, la utilizacion del inicio de la DM1 como
modelo clinico nos permitio eliminar estos factores de confusién como son: las
consecuencias metabdlicas de la hiperglucemia cronica, el envejecimiento o la
presencia de complicaciones cronicas. Ademas, este modelo clinico, es el inico
capaz de permitirnos la observacion de una mejoria importante del control
metabolico en un corto periodo de tiempo, tras la introducciéon de la terapia con
insulina exogena. Nosotros, fuimos capaces de alcanzar a las 12 semanas del
diagnostico de la DM1, una reducciéon importante de los niveles de glucosa,
demostrada por una disminucion de 6 puntos en la HbA,. en ausencia de
hipoglucemias moderadas-graves. Los resultados en este estudio demuestran que
al inicio clinico de la DM1, los F2-IsoPs ya estan aumentados y que esta elevacion
es dependiente de la hiperglucemia, tal como lo indica el hecho de que sus valores
disminuyen un 27% a las 12 semanas de iniciar el tratamiento con insulina y de
mejorar el control metabdlico. Una de las limitaciones de este estudio, es que no
podemos descartar la contribucion de otros parametros metabélicos, que también
mejoraron con el tratamiento con insulina, como el perfil lipidico y, de manera
especial, los niveles de colesterol LDL, que han sido implicados como un
determinante directo del aumento de los niveles de 8-iso-PGF.,(351). Ademas, los
acidos grasos libres generados en cantidades elevadas en situacion de deficiencia
de insulina, como es el inicio clinico de la DM1, se han asociado con un
incremento de la produccién de los F.-IsoPs(352). Otro parametro que puede
haber contribuido a la disminucién de la produccion de F.-IsoP;s es la correccion
de la cetosis, ya que se ha descrito un aumento de la peroxidacion lipidica con una
disminucion de los niveles de la glutation peroxidasa, en pacientes con DM1 con
episodios de cetonemia frecuentes debido a un DM mal controlada(353).
Finalmente, no puede descartarse la contribucion de la insulina per se en la
disminuciéon de la produccidon de los F2-IsoPs, ya que a la insulina se le ha
atribuido un efecto anti-inflamatorio asociado con una disminucién de la

generacion de radicales libres de oxigeno(354).
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Una dato interesante, es que en los pacientes con DM1 a las 12 semanas de
iniciar el tratamiento con insulina y de normalizar el control metabdlico, la
excrecion de F2-IsoPs seguia siendo significativamente mayor a la de una
poblaciéon control de similar edad. El hecho de que no se consiguiera la
normalizacion de los F2-IsoPs a pesar de alcanzar la normoglucemia, nos plantea
varias hipotesis. Podria ser que el minimo grado de hiperglucemia que presentan
estos pacientes sea suficiente para generar estrés oxidativo, o que se precise de
mas tiempo para llegar a normalizar los niveles de F2-IsoPs, o que existan otros
mecanismos en las etapas iniciales de la DM1, que se han activado en el medio
ambiente diabético, cuyo efecto persiste a pesar de normalizar la glucemia. En
este sentido, podria ser un mediador inflamatorio o la misma reaccién inmune la
que mantuviera el estrés oxidativo, como lo sugiere el hecho de que un ano
después del inicio de la DM1, se ha descrito una disminuciéon progresiva de los
niveles de 8-iso-PGF,, cuando la reaccion inmune/inflamatoria disminuye (355).

En base a la observacion de unos niveles elevados de estrés oxidativo en la
DM1 previo al inicio del tratamiento con insulina, cabria la posibilidad de
plantearse el papel que puedan desempenar los radicales libres de oxigeno en la
patogenia de la DM1. Es decir, un posible efecto toxico de los radicales libres de
oxigeno sobre las células  en etapas previas a la normalizacion de la glucosa.
Estudios in vitro apoyan la hipotesis de que los radicales libres de oxigeno estan
presentes ya al inicio de la DM y se ha propuesto que estos desencadenarian la
destruccion de la célula 3, cerrando un circulo vicioso en el cual el estrés oxidativo
puede ser tanto causa como consecuencia de la disfuncion de la célula . Hasta
ahora, sin embargo, no se han demostrado que los radicales libres de oxigeno
sean inductores de la DM1 en humanos (356;357).

Otro de los aspectos a destacar de este estudio es la metodologia utilizada.
La cuantificacion de los F2-IsoPs se realiz6 mediante la cromatografia liquida
combinada con la espectometria de masas que es el método considerado el “gold
standard” por su elevada especificidad y sensibilidad en la cuantificacion de los
F2-IsoPs. Su principal inconveniente es que es una técnica laboriosa que precisa
de la disponibilidad de un laboratorio especializado con gran tecnologia que no
esta al alcance de todos los investigadores. En la actualidad, hay inmunoensayos
para la cuantificacion del 8-iso-PGF.,, que son mas faciles de realizar y mas
baratos. Sin embargo, al igual que lo que sucede con la utilizacion de este método

en la cuantificacion de las prostaglandinas derivadas de la ciclooxigenasa tienen
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una limitada especificidad, que es dependiente directamente del fabricante. En
nuestro caso, la utilizacion de este método no nos fue posible ya que no obtuvimos
un coeficiente de variacion intra ni interensayo adecuados que hicieran
reproducibles nuestros resultados. También es de destacar el tipo de muestra
utilizada en este estudio para la cuantificacion de los F2-IsoPs, que fue orina
recogida durante 24 horas, lo que nos permitié una valoracion integrada de la
produccion de los F2-IsoPs, reduciendo el impacto de la variacion diurna
individual de la excrecién de F2-IsoPs y evitando la posible generacion artefactual
de F2-IsoPs por autooxidacion del acido araquidonico, que puede producirse en
muestras de plasma y que es dependiente del contenido lipidico de la muestra.
Con este tipo de muestra, la mayor limitacion en la interpretacion de los
resultados es que se desconoce si los F2-IsoPs urinarios derivan de la producciéon
exclusiva local en el rinon o de la filtracion desde la circulacién o de una
combinacién de ambos. Clasicamente, la cuantificacion de los metabolitos
urinarios de las prostaglandinas representa un indice fidedigno de la produccion
total endégena de las prostaglandinas originales, debido al hecho de que estas
ultimas derivan mayoritariamente del rinén. Se ha demostrado, que la excrecion
del metabolito urinario 2,3-dinor-5,6-dihidro-15-F.,-IsoP es proporcional al de su
componente inicial el 8-iso-PGF.,, por lo tanto, la cuantificacion de este
metabolito se aproxima a la excrecion urinaria de su componente inicial. Ademas,
hoy por hoy, no hay evidencia de que la cuantificacion de este metabolito
represente una ventaja adicional a la cuantificacion del F2-IsoPs original. En
nuestro estudio, el ambiente metabolico adverso al inicio de la DM1 apoya un
estrés oxidativo generalizado y refuerza la idea de una produccion general de F2-
IsoPs por el organismo. De la misma manera, la disminuciéon de la excrecion de
F2-IsoPs al mejorar el control metabolico, esta a favor de una filtracion, al menos
en parte, desde la circulacion.

Otro de los objetivos de este trabajo fue evaluar el efecto de la
hiperglucemia sobre el TGFf,. El modelo clinico utilizado en este estudio, nos
permitia esta evaluacion y ademas nos proporcionaba informacién sobre la
actividad de esta via metabolica al inicio clinico de la enfermedad. Observamos al
inicio de la DM1, que los niveles de TGFf; estan 2,2 veces mas elevados que los
niveles del grupo control. Estos resultados son coherentes con la evidencia de que
la hiperglucemia estimula la produccion de TGFp, y el inicio clinico de la DM1 es

una situacion de mal control metabdlico. Se ha descrito, tanto en cultivos
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celulares como en sistemas in vivo, que la principal caracteristica del medio
ambiente diabético, es decir la hiperglucemia, estimula la produccion autocrina y
la actividad del TGFp,, tanto directamente como a través del incremento de la
glicacion no enzimatica de las proteinas, de la sintesis de novo del diacilglicerol
que a su vez activa la proteina Kinasa C y del aumento de agentes vasoactivos
como la angiotensina II, la endotelina y el tromboxano.

Cuando evaluamos el efecto del control glucémico sobre los niveles de
TGFf,, observamos que a pesar de la importante mejoria del control glucémico
obtenida en este estudio tras el inicio del tratamiento con insulina, estos niveles
no se modificaron en ningn momento a lo largo del estudio. Este hecho nos
sorprendid, debido a las evidencias existentes de que la hiperglucemia incrementa
la actividad del TGFp,, y por tanto era de esperar que la mejoria del control
glucémico disminuyera su actividad. Esto nos hizo hipotetizar que en esta fase de
la DM1, la producciéon de TGFB; no esta exclusivamente asociada al efecto
estimulante de la hiperglucemia. El reciente conocimiento del papel de esta
citocina en la modulacion de la funcion celular inmune, permite plantear que
estos niveles elevados de TGFp;, probablemente estén relacionados con la
actividad del proceso inmune implicado en la patogénesis de la enfermedad. En
este sentido, se ha descrito que el TGFf; es una citocina pleiotropica con multiples
acciones anti-inflamatorias, con capacidad para suprimir la actividad de las
células T, B, macrofagos, e inhibir la expresion de maultiples citocinas
proinflamatorias como el interferon y, el factor de necrosis tumoral o, la
inteleucina 1 y la interleucina 2, favoreciendo la diferenciacion de los linfocitos
TH2 sobre la diferenciacion de los linfocitos TH1. Por otro lado, es capaz de
bloquear la reacciéon inmune a diferentes niveles, que incluyen el procedimiento
de presentacion y procesamiento de antigenos por las células presentadoras de
antigenos, la activacion y diferenciacion de las células TH1 o la producciéon de
citocinas anti-inflamatorias, entre otros (340;341;343;345). Los sujetos con DM1
desarrollan una forma autoinmune de insulitis con destruccién progresiva de las
células P del pancreas y aparicion de diabetes cuando esta destrucciéon es maxima.
Numerosas evidencias experimentales sugieren que las citocinas proinflamatorias
producida por las células TH1 y los macrofagos desempefian un papel importante
en el desarrollo de estas lesion (358). Basados en los datos publicados, la
actividad regulatoria del TGFf, produciria una accién directa sobre los

macrofagos con una disminucion de la reactividad THi, por lo que es
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aparentemente dificil explicar nuestros resultados, ya que nos esperariamos,
encontrar unos niveles disminuidos de esta citocina antiinflamatoria en sujetos
que estan siendo sometidos a un proceso autoinmune comparados con sujetos
controles sanos. Sin embargo, ello probablemente sea debido aun aumento
contra-egulatorio del TGFp, en respuesta a la produccion elevada de citocinas
proinflamatorias, descrita tanto en estadios de pre-diabetes como durante los
primeros anos tras el inicio clinico de la enfermedad. Apoyan nuestros resultados
la observacion de niveles elevados de TGFf, en familiares de primer grado de
sujetos con DM1 y la correlacion de estos niveles con el riesgo de desarrollar DM1
(338), la descripcion de alteraciones del TGFp; en diferentes estadios de la DM1,
asi como, que en sujetos con DM1 de mas de dos afios de evolucion de la
enfermedad disminuyen los niveles de TGF[P; sin relacion con el control
metabdlico (350). Ademas, dos estudios recientes, han demostrado, que en DM1
experimental el tratamiento sistémico con TGFp, detiene el fendémeno
autoimmune que destruye los islotes, facilita su regeneracion y cura la DM en
ratones NOD diabéticos (359;360). Sin embargo, el papel patogénico del TGFf; en
el desarrollo o prevencion de la DM1 en humanos necesita ser investigado en mas
profundidad.

En esta tesis también se ha evaluado el efecto del consumo de tabaco sobre
el estrés oxidativo y la fibrogénesis. Nuestra inquietud surgi6 de la participacion
en un estudio epidemiologico nacional en la que se observdé una prevalencia
elevada de nefropatia diabética en sujetos fumadores y de la evidencia cientifica
de numerosos estudios experimentales y epidemiol6gicos que apoyan un papel
del consumo de tabaco en el desarrollo y progresion de la nefropatia diabética. Sin
embargo, a pesar de esta evidencia, el mecanismo patogénico de lesion del
consumo de tabaco en la nefropatia diabética es atin desconocido. En los tltimos
afios se ha atribuido al TGFp, un papel en la nefropatia diabética debido a las
propiedades proesclerdticas de esta citocina. Se ha descrito que el TGFf, regula la
expresion de muchas de las proteinas de la matriz extracelular como el colageno,
fibronectina y proteinglicanos y que disminuye la sintesis de las enzimas
proteoliticas que degradan las proteinas de la matriz extracelular, permitiendo la
acumulacion de la matriz extracelular que es la principal alteracion patologica de
la nefropatia diabética. Se han establecido varios factores que incrementan la
expresion del TGFp, entre los que destacan la hiperglucemia, la angiotensina II, la

hipoxia, los productos finales de glicosilacion avanzada, los radicales libres de
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oxigeno, entre otros, que son factores nocivos al rin6n. La manipulacion del
TGFB: mediante anticuerpos neutralizantes, el bloqueo del sistema renina
angiotensina aldosterona o mediante la inhibiciéon de la proteina kinasa C, en
modelos experimentales de nefropatia diabética ha sido asociada con
nefroproteccion (361). La informacion existente en ese momento acerca del TGF(,
y el consumo de tabaco era nula. De hecho, la base para analizar el efecto del
tabaco sobre el TGFp, parte de nuestra propia observacion de que pacientes con
DM1 fumadores presentaban valores mas elevados de esta citocina. Por el
contrario, la capacidad oxidativa del tabaco era bien conocida aunque no se habia
explorado en pacientes con DM. Estudios previos habian establecido una
asociacion entre el consumo de tabaco y el estrés oxidativo y, consistente con esta
nocion, se habia descrito que los niveles en plasma y urinarios de F.-IsoP; estan
aumentados en sujetos no diabéticos fumadores en comparacion con sujetos no
fumadores (362). En nuestro estudio, observamos que ambas vias metabdlicas
estan aumentadas en los sujetos fumadores con DM1 en comparaciéon con sujetos
con y sin DM no fumadores. Observamos un incremento del 44% en la
producciéon de F.-IsoPs en concordancia con los datos publicados y también
confirmamos nuestra observacion previa de una mayor actividad del TGFf; en los
sujetos fumadores con DM1.

El aumento de la generacion de los radicales libres de oxigeno ha sido
extensamente estudiado en sujetos fumadores no diabéticos a través de la
evaluacion de la disminucion antioxidativa, de la cuantificacion de las proteinas,
los lipidos y el DNA, modificados oxidativamente, estudiando los efectos del
suplemento con antioxidantes sobre estos indices o los cambios de los mismos al
dejar de fumar. En sujetos con DM1 no existe informacion acerca del efecto de
dejar de fumar sobre ambas vias patogénicas. Sin embargo, este modelo clinico no
es facil de conseguir dado que los pacientes con DM1, generalmente jovenes, no
tienen conciencia del efecto perjudicial del consumo de tabaco y no son proclives
al abandono del mismo, a pesar del cual, nos pareci6 que era el modelo clinico
adecuado para valorar si el abandono del consumo de tabaco era capaz de llevar el
estrés oxidativo y la actividad fibrogénica a unos niveles similares al de la
poblacién diabética no fumadora. Como era de esperar, a pesar de la evaluacion
de una gran cantidad de sujetos, el éxito en el abandono del consumo de tabaco
fue escaso, a pesar de lo cual, la observacion mas relevante de este trabajo fue que,

la actividad de ambas vias patogénicas disminuye en un periodo corto de tiempo
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tras el cese del consumo de tabaco, implicando directamente al consumo de
tabaco en este incremento de la actividad.

Como hemos visto durante el desarrollo de este trabajo la evidencia
cientifica que apoya la existencia de un estrés oxidativo aumentado en fases
iniciales de la DM1 y relacionado con la hiperglucemia es convincente. Dado que,
este aumento precede en el tiempo al desarrollo de las complicaciones micro y
macrovasculares de la DM1 es posible que intervengan en el futuro desarrollo de
las mismas. Sin embargo, queda ain mucho por conocer ya que por ejemplo no se
ha dilucidado como los radicales libres de oxigeno regulan las moléculas de
senalizacion en el medio ambiente diabético. ¢ Qué pronostica el desequilibrio
hacia un estado prooxidante en los sujetos con DM?. ¢ Son los antioxidantes la
mejor manera de disminuir la biodisponibilidad de los radicales libres de
oxigeno?. En este sentido, las lineas de investigacion deben de dirigirse a intentar
esclarecer los mecanismos por los que los radicales libres de oxigeno y los
antioxidantes modifican las proteinas de sefializacion en la DM. Explorar porqué
los sistemas que generan radicales libres de oxigeno estan incrementados y los
sistemas antioxidantes estan disminuidos. Determinar si es preferible prevenir o
limitar la formacion de los radicales libres de oxigeno para atacar el origen de su
formacion, mejor que eliminarlos una vez se han generado. En relaciéon al TGFf,,
el avance en el conocimiento de los eventos moleculares por el cual este factor
ejerce sus efectos celulares, mejorara la compresion de los mecanismos de su
naturaleza pleiotrépica o especifica de contexto. Esto es particularmente relevante
en la patofisiologia de la DM porque la combinacion de multiples tipos de células
(endoteliales, del musculo liso, leucocitos, glomerulares, mesangiales) que pueden
verse afectadas por el ambiente bioquimico y humoral de esta enfermedad,
proporciona numerosos contextos biolégicos distintos en la que el TGFf; puede
actuar.

En resumen, en este trabajo hemos podido demostrar que tanto el estrés
oxidativo como la fibrogénesis estdn aumentadas ya en fases precoces de la
enfermedad, asi como la existencia de una relacion directa entre la hiperglucemia
y el estrés oxidativo. El modelo clinico utilizado para valorar el efecto de la
hiperglucemia sobre la fibrogénesis no nos permitié extraer conclusiones
definitivas, ya que la actividad del TGFp, estaba probablemente influida por el
proceso autoinmune que destruia las células § del pancreas en estos sujetos. Por

otra parte, se confirm6 que el consumo de tabaco estimula directamente la
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actividad de ambas vias patogénicas implicadas en la patogénesis de las
complicaciones cronicas, explicando asi, las numerosas evidencias
epidemioldgicas de la asociacion entre el consumo de tabaco y el desarrollo y la
progresion acelerada con un peor pronostico de las complicaciones crénicas en
los sujetos con DM1 fumadores. Este resultado es de relevancia clinica ya que
aporta mas argumentos para insistir a los sujetos con DM1 fumadores a

abandonar este habito perjudicial.
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El estrés oxidativo esta aumentado al inicio clinico de la DM1

La mejoria del control metabolico tras el inicio del tratamiento con
insulina (correccion de la hiperglucemia, lipidos y de la cetosis) es

asociada con una disminucion del estrés oxidativo

El TGFp; esta elevado al inicio clinico de la DM1, pero su actividad no
es modulada por la hiperglucemia. (Al inicio clinico de la DMz1 el
incremento de la actividad del TGFp: puede representar una respuesta
contra-regulatoria a la activacién inmuno-inflamatoria presente al

diagnostico de la DM1)

El consumo de tabaco estimula directamente la actividad del EO y del

TGFB..

El cese del consumo de tabaco disminuye en un periodo corto de

tiempo la actividad de ambas vias patogénicas evaluadas.
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