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ABREVIATURAS

ADA: American Diabetes Association

AGEs Products : Advanced glycation end products
APAF-1: Protease activating factor-1
CARD:Death-fold caspase recuitment domain

CE: Células endoteliales.

CMR: Centro Medico "La Raza"

cPLAZ2: Isoforma citoplasmatica de fosfolipasa A?
DM: Diabetes Mellitus

eNOS: Epithelial Nitric Oxide Synthase

ESM: Escuela Superior de Medicina

FADD: Fas associated Death Domain

Fas: Fibroblast associated (CD95)

FasL: Ligando de CD95

FT: Factor Tisular

GLUT-4: Isoforma del transportadora de glucosa-4
GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony stimulating factor
GR: Glutation reductasa

GSHPx: Glutation peroxidasa

HbA1c: Hemoglobina glicada

fMLP: N-formil-metionil-leucil-fenilalanina

G-CSF: Granulocyte colony stimulating factor

IAP: Inhibitor of apoptosis protein

ICAM-1: Intercellular adhesion molecule-1

IL-1: Interleucina-1

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

IGF: Insulin-like growth factor-1

INF-g: Interferén gama

IPN: Instituto Politécnico Nacional

IP-3: Fosfatidil-inositol-3-fosfato

IRS-1: Insulin receptor substrate-1

LDL-ox: Lipoproteina de baja densidad oxidada

LPS: Lipopolisacarido

MCP 1: Monocyte chemotactic protein-1

MOMP: Permeabilizacién de la membrana mitocondrial
NADPH: Nicotinamida adenindinucleétido fosfato (reducido)
NO: Oxido nitrico

OMS: Organizaciéon mundial de la salud

PKC: Proteincinasa C

POD: Conjugado con peroxida

RAGESs: Receptor advanced glycation end products

ROS: Reactive oxygen species

Sp-1: Proteina estimulante de la transcripcion (factor de transcripcion-1)
TGF-b: Transforming growth factor-beta

TNF-a: Tumor necrosis factor-alfa

TUNEL: Terminal-deoxinucleotidyl-transferase-mediated dUTP-digoxigenin nick end labelling
VCAM: Vascular cell adhesion molecule

VEGF: Vascular endothelial growth factor



RESUMEN

Papel de la apoptosis en endotelio vascular y daio tisular del pie diabético infectado.

La diabetes mellitus es la causa mas frecuente de polineuropatia, insuficiencia renal
cronica, ceguera en el paciente adulto y es responsable de 50 a 95% de amputaciones en
extremidades inferiores de causa no traumatica. Aunque los mecanismos de dafo vascular
por hiperglucemia se han estudiado ampliamente, no se ha dilucidado por completo el
papel de la apoptosis en el dafno tisular en estos pacientes cuando ademas cursan con un
proceso infeccioso. El objetivo es identificar apoptosis en tejido vascular de pacientes con
pie diabético infectado. Para la deteccion de células en apoptosis se utilizé la técnica de
TUNEL in situ. El tamafo de la muestra fue de 10 pacientes. En 7 sujetos se documento
placas de ateroma con estenosis mayor del 50%, hemodinamicamente significativas. En los
5 pacientes en quienes se realiz6 amputacion supracondilea se establecié una presion
sistdlica del pie <0.45. Los tejidos sometidos a identificacion de apoptosis fueron positivos
y correspondieron a pacientes con grave repercusion sistémica y proceso isquémico
asociado a hipoxia tisular y acidosis metabdlica. Se encontrd células apoptdéticas que
correspondieron a polimorfonucleares, macréfagos, células endoteliales y células
musculares lisas, asociadas a fibrina. Nuestras conclusiones sugieren, que la identificacion
de apoptosis se asocia con la magnitud del dafo vascular. Posiblemente la hipoxia induce
apoptosis y esta a su vez se asocia a inestabilidad de la placa ateromatosa, lo que

condiciona la obstruccioén aguda.
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SUMMARY

Role of apoptosis of the vascular endothelium in the tissue damage of the infected

diabetic foot.

Diabetes mellitus is the most frequent cause of polineuropathy, chronic renal insufficiency,
blindness in the adult patient, and is responsible for 50 to 95% of non traumatic limb
amputations. Although the mechanisms of vascular damage by hiperglucemia have been
extensively studied, it remains unclear the role of apoptosis in the tissue damage of patients
bearing soft tissue infections. Therefore, this study was designed with the aim to identify
apoptosis in vascular cells of patients with diabetic infected foot.

The TUNEL in situ technique was used to detect cells in apoptosis in ten patients included
in this protocol. In seven individuals, the histological assessment showed atheroma
plaques, which were haemodynamically significant with 50% stenosis. In five patients,
which required foot amputation, a systolic blood pressure of the foot <0.45 mmHg was
observed. Tissue slides from paraffin embedded biopsies demonstrated apoptotic cells in
samples from patients with severe ischemic process associated with tissular hipoxia and
metabolic acidosis.

It was observed, that most apoptotic cells corresponded to neutrophils, macrophages,
endothelial and smooth muscular cells, and were associated with fibrin deposits. These
results suggest, that apoptosis may be associated with the vascular damage extent. This
process may be associated to hypoxia and may produce atheroma plaque instability and

drive to the acute vascular obstruction observed usually observed in these patients.
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ANTECEDENTES.

| DIABETES MELLITUS
Clasificacion

La Asociaciéon Americana de Diabetes (ADA) divide la diabetes mellitus (DM) en tipo 1 (deficiencia
absoluta de insulina) y tipo 2 (resistencia a insulina con inadecuada respuesta compensatoria en la
secrecion de insulina), ademas de considerar a la diabetes gestacional y otros tipos especificos. La
ADA define el diagndstico de DM con cifras de glucemia en ayuno > a 126 mg/dl, pero debido al
riesgo de enfermedad microvascular asociado a hiperglucemia algunos autores recomiendan
disminuir este parametro. También se define la DM con cifras de glucosa en sangre > a 200 mg/dl
después de 2 horas de una carga de glucosa de 75 gramos por via oral o mediante una glucemia
causal (no en ayuno). Tanto la “alteracion de tolerancia a la glucosa “, (glucemia en ayunas > a 110
mg/dl pero < a 126 mg/dl), como la “intolerancia a la glucosa” (glucemia > 140 mg/dl pero < de 200
mg/d| post-carga de glucosa) son consideradas como factores de riesgo de diabetes y enfermedad
vascular (Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 1997). Aunque la DM
tipo 1 y tipo 2 comparten el estado hiperglucémico, su fisiopatologia es muy diferente. En la DM 1,
la hiperglucemia se presenta por destruccion autoinmunitaria de células  y deficiencia absoluta de
la secrecidon de insulina. En cambio, aunque en la DM 2 intervienen factores genéticos y
ambientales, la resistencia a la insulina es una caracteristica cardinal ademas de la funcion
deficiente de las células B del pancreas, con la consecuente falta de accion de la insulina. Los
tejidos periféricos e higado se hacen resistentes a la accién de la hormona, ademas de presentarse
trastornos en el metabolismo de los acidos grasos libres que alteran el metabolismo de la glucosa
intracelular (Zimmet, 1995) y que constituyen un sindrome caracterizado por enfermedad
cardiovascular ateroesclerosa, obesidad, hipertensién arterial, neuropatia periférica, dislipidemia e

hiperinsulinemia (Reaven, 1988)

Panorama Epidemiolégico

La DM es un sindrome caracterizado por hiperglucemia cronica y alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, proteinas y lipidos, relacionadas con deficiencia absoluta o relativa de la secrecion
y/o accion de la insulina, que conducen a la aparicion de trastornos en el metabolismo de la micro y
macrovasculatura, lo cual afecta a la mayor parte de los 6rganos y las funciones que éstos

desarrollan en el cuerpo humano.
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La DM es la causa mas frecuente de polineuropatia, insuficiencia renal crénica, ceguera en el
paciente adulto y es responsable del 40% de todas las amputaciones no traumaticas (Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 1997).

La Organizacién Mundial de la Salud calcula que existen alrededor de 140 millones de diabéticos
en el mundo, el doble de personas afectadas actualmente en comparacién con 1994; también
considera que seran 220 millones los enfermos en el afio 2010, cifra que se elevara a 300 millones
en los proximos 25 afios y que seran principalmente afectados los paises en vias de desarrollo
(King, 1993).

México ocupa el 9° lugar mundial en incidencia de diabetes mellitus y de seguir la tendencia actual,
se ubicara en el séptimo sitio con 12 millones de enfermos en 2025. La prevalencia de diabetes en
México es también de las mas altas del mundo, afecta a individuos en edad productiva, si
consideramos que mas del 50% de los pacientes registrados en la Secretaria de Salud tienen entre

35y 60 afos de edad (Secretaria de Programacion y Presupuesto, 1990).

Fisiopatologia del daino vascular en la diabetes

La resistencia a la insulina puede deberse a defectos intrinsecos del receptor, a defectos en los
mecanismos de transporte de la glucosa al interior celular y por alteraciones en las vias de
sefializacion. Se describe como una respuesta biolégica anormal a una determinada concentracion
de insulina, de hecho, es un estado de hiperinsulinemia que se presenta como mecanismo
compensador de la hiperglucemia. La resistencia a la insulina puede ocurrir en cualquier punto de
la via de sefializacion que lleva a la introduccién de la glucosa a la célula. Este proceso implica la
union de la insulina a su receptor en la membrana celular, lo que induce autofosforilacion de los
dominios citoplasmaticos que adquieren actividad de proteincinasa y fosforilan otras proteinas
como la IRS-1 (insulin receptor substrate-1) que se une a IP-3 (fosfatidil-inositol-3-fosfato). EI complejo
IRS-1/IP-3 induce a su vez la fosforilaciéon de diversas moléculas con capacidad de sefalizacién
intracelular que llevan, entre otras acciones a la movilizacion de vesiculas intracelulares que
contienen la proteina transportadora de glucosa GLUT-4 desde el citosol a la membrana celular
(Olefsky & Nolan, 1995). Cualquiera que sea el defecto en la utilizacion de la glucosa, como
consecuencia de la hiperglucemia sostenida en el curso de la DM, se dafan diversos tejidos de
manera cronica, causando microangiopatia (que afecta importantemente retina, rinones y nervios
periféricos) y macroangiopatia (que altera principalmente a las arterias periféricas de las

extremidades inferiores, vasos cerebrales y arterias coronarias) (Nathan, 1993).

Se han identificado 4 mecanismos que llevan al dafio vascular que produce la hiperglucemia
(Figura 1). Primero, el incremento en el metabolismo de la glucosa a través de la via de los polioles,

la cual depende de la enzima aldosa-reductasa y que lleva a la produccion de sorbitol y fructosa,
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que son compuestos con gran capacidad osmoética. Se ha propuesto que esta via metabdlica
incrementa ademas el estrés oxidativo intracelular porque la aldosa-reductasa consume el NADPH
que se requiere para regenerar el glutatién reducido.

El segundo mecanismo consistente en la formacion de productos terminales de glucosilacion
avanzada (AGEs, advanced glycation end-products), los cuales son un grupo heterogéneo de
sustratos (fundamentalmente proteinas) que se acumulan después de hiperglucemia prolongada.
Anteriormente se consideraba que estos productos se generaban de manera independiente de
enzimas, por la interaccién de la glucosa con proteinas extracelulares, sin embargo, hoy en dia se
sabe que la hiperglucemia intracelular es critica para la formacion de AGEs intra y extracelulares e
involucra la formacion de glioxal, metilglioxal y 3-desoxiglocosona, los cuales son capaces de
reaccionar con los grupos amino libres de las proteinas. Asi mismo, la glucosilacion de las
proteinas provoca dafo por tres vias: altera su funcion metabdlica, afecta la interaccion de
proteinas de las matrices extracelulares como la fibronectina y por ultimo la interaccién de AGEs
con receptores en células endoteliales induce la produccion de reactivos de oxigeno (ROS, reactive
oxigen species) y la activacion de NF-«kB con la consecuente produccién anormal de varias
citocinas como TNF, TGF-3, GM-CSF, IL-1, IGF-1, G-CSF.

El tercer mecanismo de dafio vascular por hiperglucemia implica la activacion anormal de la PKC
(proteincinasa C). La hiperglucemia intracelular aumenta la cantidad de DAG (diacilglicerol) lo cual
origina la activacion de 9 isoformas de PCK con consecuencias metabdlicas diversas, entre las que
destacan la disminucion de la produccién de eNOS (dxido nitrico sintasa isoforma endotelial) y el
incremento de VEGF y TGF-$, lo que conduce a la disminucion del flujo sanguineo y estimulacion
de angiogénesis y fibrosis.

Finalmente, el cuarto mecanismo de dano vascular depende de la via metabdlica de la hexosamina.
La glucosa-6-fosfato se convierte en glucosamina-6-fosfato y ésta a su vez en UDP-N-acetil
glucosamina, la cual al unirse a factores de transcripcion como Sp-1, incrementa su eficiencia para
la transcripcion de citocinas como TGF-a. o TGF-f.

Estos cuatro mecanismos de dafio vascular por hiperglucemia convergen en la superproduccién de
ROS en el sistema de transporte electronico de las mitocondrias debido a que incrementa la
produccion de donadores de electrones en el ciclo del acido tricarboxilico (Brownlee, 1992;
Brownlee, 2001)

14
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Figura 1: Mecanismos de daiio vascular (Brownlee, 2001)

A) Via de los polioles a través de la aldosa-reductasa

B) Glucosilacion de proteinas

C )Activacion de la via metabdlica a través de la hexosamina

D )incremento del estrés oxidativo v resumen de los 4 mecanismos de dafo

Entre las moléculas que parecen afectarse por la glicaciéon estan la antitrombina lll, la hemoglobina
(que genera un compuesto con movilidad electroforética distinta: hemoglobina glicada) y que se ha
empleado con éxito en la vigilancia a largo plazo del control glucémico, las lipoproteinas de baja
densidad LDL, el factor de crecimiento de los fibroblastos y algunas proteinas de membrana de
leucocitos sufren modificaciones en su estructura confiriéndole una mayor rigidez y funcion
disminuida en quimiotaxis, fagocitosis y potencia bactericida. (Brownlee, 1992; Cameron & Cotter,
1997)
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Diabetes Mellitus y complicaciones vasculares en los miembros inferiores:

Pie diabético

Aproximadamente un 20% de los pacientes diabéticos desarrollaran ulceras del pie en algun
momento de su vida. Segun diferentes estudios, entre el 50 y el 95% de los casos de amputaciones
de extremidades inferiores de causa no traumatica, corresponden a pacientes diabéticos. La
enfermedad arterial periférica oclusiva es cuatro veces mas frecuente en el diabético que en el no
diabético (Lee et al., 1993). Este resultado se confirma por el hecho de que mas de la mitad de los
pacientes ingresados en un servicio de cirugia por proceso vascular sufre de DM (Donley et al.,
2001).

En hombres menores de 80 afios, casi dos tercios de los casos de gangrena arteriosclerética son
resultado de diabetes. En un 40% de los pacientes amputados se produce una segunda
amputacion en los cinco afios siguientes, con una mortalidad del 50% dentro de los tres primeros
(Most & Sinnock, 1983).

La entidad nosolégica conocida como pie diabético es un sindrome cronico y complejo de la
diabetes mellitus que enfrenta problemas en su definicion. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) lo define como la infeccidn, ulceracion y destruccion de tejidos profundos de la extremidad
inferior asociadas con alteraciones neurolégicas y diversos grados de enfermedad vascular
periférica (Jeffcoate, Macfarlane & Fletcher, 1993).

Su etiologia es multifactorial y muy a menudo se deriva de neuropatia sensitivomotora o auténoma,
angiopatia e inmunocompromiso. La hiperglucemia persistente es el sustrato del dafio neuropatico
del endotelio vascular, de las capas arteriales y de la actividad inmunitaria. La enfermedad
microvascular es un problema significativo para los pacientes diabéticos y también coadyuva a la
ulceracion del pie. La oclusion arterial en miembros inferiores tipicamente involucra las arterias
tibial y peroneal, pero respeta la arteria pedia dorsal. Se sospecha la presencia de isquemia en la
extremidad por una combinacién de signos y sintomas clinicos mas resultados anormales de
pruebas vasculares no invasivas. Los signos y sintomas incluyen claudicacion, dolor que ocurre al
colocar el pie en posiciéon de descanso ¢ arquearlo, ausencia de pulso popliteo o tibial posterior,
piel delgada y brillante, ausencia de vello, ufias delgadas y quebradizas, enrojecimiento del area
cuando el pie se encuentra colgando, y dolor intenso y palidez de la extremidad cuando se eleva
(Reiber, Pecoraro & Koepsell, 1992). La isquemia contribuye a la persistencia o incremento de la
infeccion al impedir la adecuada oxigenacién de los tejidos y el correcto flujo de elementos de

defensa en el sitio de la lesion. (Figura 2)
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Fig. 2 Fisiopatologia del pie diabético
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Atencion Integral, México: Mc Graw Hill
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Entre las indicaciones frecuentes para realizar algun tipo de amputacion en pacientes con pie
diabético, se incluyen la existencia de dolor isquémico en reposo, ulcera isquémica o neuropatia
que no cicatriza; la presencia de complicaciones que ponen en peligro la vida del paciente; las
fallas en la revascularizacion y las lesiones graves que no se han podido controlar y que han
ocasionado pérdidas extensas del tejido. El nivel de amputacion se establece de acuerdo a edad,
extension y profundidad de la lesién, gravedad de la septicemia, afeccion vascular, afeccion
neuropatica, viabilidad histica y movilidad limitada del paciente (Reiber, Pecoraro & Koepsell,
1992).

La categorizacién de las lesiones es primordial para establecer y definir el grado de participacion de
estos factores. Para determinar la extension en relacion a superficie corporal afectada y
profundidad de los tejidos afectados, se utiliza la clasificacion para Ulceras y lesiones pre-
ulcerativas del sindrome de pie diabético, segun Wagner modificada (1995) Anexo |.

Existen diferentes métodos de diagnéstico para la afeccidon vascular que forma parte del pie
diabético. La angiografia (procedimiento invasivo con penetracién corporal) utiliza criterios
anatémicos, como la medicion del diametro transverso de la luz arterial.

La evaluacion vascular no invasiva incluye la ecografia Doppler color, que permite visualizar el vaso
explorado y aporta detalles acerca de la morfologia del mismo, lo que permite calcular la velocidad
del flujo y es factible obtener una imagen de relleno del vaso que ayuda a distinguir la interfase de
la pared, mejorando asi la visualizacion del contorno y la morfologia de la placa para proporcionar
informacion acerca de la direccién del flujo.

La medicion transcutanea de oxigeno (Oz), ayuda a predecir con mucha precision el grado de
severidad de la isquemia.

Finalmente, no existen pruebas mas sencillas, y a la vez utiles en la valoracién de la gravedad de la
patologia arterial oclusiva que la presion en el tobillo y la presion sistdlica absoluta del pie, sin
embargo, como dependen de la tension arterial central, se utiliza su comparacion con la presion
arterial en el miembro superior para neutralizar esta influencia: el resultado, es el indice
tobillo/brazo (ITB). Esta técnica ayuda a localizar, al menos aproximadamente, el nivel de la lesion y
a clasificar en cuanto a su gravedad el problema. (Bacharach et al., 1992; Dormandy & Rutherford,
2000) Anexos II, I, IV

18



Inmunidad en Diabetes Mellitus

La DM se caracteriza por un estado de activacion continuo y cronico de diversas células del
sistema inmunoldgico innato, principalmente monocitos-macréfagos y neutréfilos, que conduce a la
produccién de ROS (reactive oxygen species) y de citocinas proinflamatorias. De hecho, estas
citocinas pueden estar elevadas aun antes de tener manifestaciones clinicas de diabetes. En un
estudio prospectivo se encontré que los niveles elevados de IL-6 y proteina C reactiva son factores
de riesgo para el desarrollo de diabetes (Pradhan et al., 2001). En la DM se presenta una
acumulacion acelerada de AGEs que esta muy relacionada con la hiperglucemia sostenida por la
resistencia periférica a la insulina, pero que se incrementa en cuanto se ingieren grasas y
proteinas, que llevan a lipoperoxidacion (Wong et al., 2003). La produccién de AGEs incrementa el
estallido respiratorio, el cual requiere de la NADPH oxidasa, de acido araquidénico y de cPLA2 y
lleva a la produccion de ROS (Mohanty et al., 2002). Aparentemente, los AGEs son necesarios,
pero no suficientes para inducir la produccion de ROS, pues in vitro requieren de un coestimulo
como fMLP (N-formil-metionil-leucil-fenilalanina) (Wong et al., 2003) y parecen depender de respuestas a
estimulos a través de receptores acoplados a proteina G (Mohanty et al., 2002). Ademas, en
situaciones de hiperglucemia severa la NADPH interviene en la via metabdlica de los polioles
dependiente de la aldosa reductasa que convierte la glucosa en sorbitol, lo que puede interferir con
la fagocitosis mediada por opsonizacion (Mazade & Edwards, 2001; McManus et al., 2001). Los
neutrofilos contienen ademas RAGEs (Receptor advanced glycation end products) que pueden mediar
fagocitosis de proteinas glicadas, pero este mecanismo parece interferir con la capacidad
bactericida del neutréfilo (Collison et al., 2002). La fluidez de su membrana (LoPresti et al., 1999;
Caimi et al., 2000) y la movilizacion de calcio (Advani, Marshall & Thomas, 2004) también se
encuentran disminuidas en los neutréfilos de pacientes diabéticos, por lo que son mas rigidos
(Athanassiou et al., 2000) y no pueden translocar el calcio, que permanece en el citosol. Aunque
algunos autores reportan que las enzimas de los neutréfilos se encuentran incluso incrementadas
en los pacientes diabéticos, (Llorente et al., 2000; Piwowar, Knapik-Kordecka & Warwas, 2000); se
ha descrito que las SOD (superoxido dismutasas), (Uchimura et al., 1999) la GSHPx (glutation
peroxidasa) y la GR (glutation reductasa) (Muchova et al., 1999) presentan menor actividad en estos

pacientes.
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I APOPTOSIS

Las células pueden morir por cualquiera de dos mecanismos principales: necrosis o apotosis.
Necrosis es la muerte de células a través de dafio extremo, usualmente mediada por destruccion
de la membrana plasmatica o del soporte bioquimico de su integridad, liberando sus componentes
alrededor del tejido dafiado y con atraccion de células inflamatorias, llevando a la destruccion
caracteristica de inflamacion (Willingham, 1999).

La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, se caracteriza por condensacion
de la cromatina, fragmentacién nuclear y formacién de cuerpos apoptoticos que son eliminados por
fagocitos adyacentes, por lo que no provoca respuesta inflamatoria. Se trata de un mecanismo que
permite la eliminacién ordenada de células vy, por tanto, participa en la morfogénesis, ontogenia y
fisiologia de las células, asi como en la homeostasis de los aparatos y sistemas. Ocurre en el
organismo adulto para controlar la masa celular de algunos érganos como el higado, asimismo en
el recambio continuo de algunos epitelios y en el funcionamiento del sistema inmunitario. Aunque el
proceso se desarrolla en varias horas, la remocion de los fragmentos apoptéticos es tan rapida que
raramente se identifican células apoptoéticas en condiciones normales (Kerr, Wyllie & Currie, 1972).
Una de las caracteristicas distintivas de la apoptosis es la fragmentacion del DNA en multimeros de
nucleosoma y la fragmentacion del nucleo. La nucleasa que degrada al DNA
internucleosomalmente, llamada Cad/Cpan/Dff40, se activa por proteolisis mediada por caspasas
(Enari et al., 1998). Para desensamblar la membrana nuclear, proteinas como las laminas y NuMA
(Nuclear Mitotic Apparatus Protein) se cortan también durante la apoptosis.

La apoptosis es un proceso complejo en el que participan en cascada un grupo de cistein-
proteasas, con especificidad sobre residuos de aspartato, presentes en las células normales como
zimoégenos inactivos, conocidas como caspasas. Cuando las células inician la apoptosis, las
caspasas se activan a través de cortes proteoliticos. Poseen un prodominio N-terminal, cuyo
tamano del varia; las caspasas con prodominio grande en general participan en la iniciacion de la
apoptosis, por lo que se les denomina iniciadoras (8, y 10) y poseen DED (death effector domain),
esencial para la interaccién con proteinas adaptadoras; mientras que las que poseen prodominios
pequefios son denominadas efectoras (3,6 y 7) (Enari et al., 1998).

Esta dicotomia, de hecho define dos vias por las cuales una célula puede sufrir apoptosis: la
extrinseca y la intrinseca; la primera depende de receptores celulares de la familia del TNFR, entre
los que se incluyen el TNFR1, DR3/TNF y Fas (Romeo et al., 2002). Estos receptores forman
trimeros y contienen dominios intracitoplasmaticos, llamados DD (dominios de muerte). Cuando estos
receptores se unen a sus ligandos en el exterior de la célula, los DD se unen a proteinas
adaptadoras FADD (Fas associated DD) a excepcion del TNFR1 que primero se une a TRADD.
FADD tiene un dominio efector (DED) que a su vez se une a las caspasas iniciadoras 8 y 10,

formando el “complejo inductor de la sefializacion de muerte”. La caspasa 8, una vez activada,
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procesa a los zimdgenos de las efectoras como procaspasas 3,6 y 7, para producir la muerte
celular.

Por otro lado, en la via intrinseca o mitocondrial, la membrana de este organelo se permeabiliza por
alteraciones celulares como hipoxia (Romeo et al., 2002) o disminucion en el transporte de glucosa
(Ramana et al.,, 2003). Esta via depende de caspasas iniciadoras (caspasas 9) que se unen
mediante dominios denominados CARD (death-fold caspase recuitment domain) a APAF-1 (protease
activating factor-1), el cual se encuentra como mondémero en el citosol, pero que al activarse por
accion del citocromo C, forma polimeros conocidos como apoptosomas (Figura 3).

En condiciones normales APAF-1 se encuentra separado del citocromo C por la membrana
mitocondrial; cuando por alguna razén esta membrana se permeabiliza, este ultimo se libera al
citosol y se inicia la cascada de eventos que lleva a la apoptosis.

El proceso de permeabilizacion de la membrana mitocondrial (MOMP) se encuentra regulado por
proteinas pertenecientes a la familia de Bcl-2. Estas proteinas pueden dividirse en dos grupos:
antiapoptoéticas y proapoptéticas. Las primeras (Bcl2, Bcl-x, Bel-xl, A1, Bcl-w y Mcl-1) previenen la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la liberacion de citocromo C.

Las proteinas proapoptoticas, a su vez pueden dividirse en dos subgrupos, que tienen tres
dominios BH (Bcl-2 homology domains) y por tanto se denominan BH123; entre las que se incluyen
Bax, Bak y Bok. Aunque estas proteinas pueden mediar la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial por si solas, pueden también activarse por el otro subgrupo de proteinas
proapoptoticas, la familia Bcl-2, que contienen un solo dominio BH (por lo que se denominan BH3),
entre las que se incluyen Bim, Bid, Bad, Bmf, BNIP-3, Puma y Noxa (Siesjo et al., 1996).

Existen otras proteinas que pueden promover la muerte o la sobrevida celular, que se liberan
cuando se permeabiliza la membrana mitocondrial; entre ellas se encuentran EndoG
(endonuclease G) y AIF (apoptosis-inducing factor), que pueden promover muerte celular de manera
independiente a la activacion de caspasas y otras proteinas, como Smac/DIABLO y Omi/HTRA2

que promueven apoptosis porque interfieren con la actividad de IAP (inhibitor of apoptosis protein).
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Figura 3. Vias de Senalizacién a través de receptores de muerte
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Durante el proceso de apoptosis se presentan cambios celulares morfologicos vy fisioldgicos desde
etapas tempranas, los cuales pueden ser detectados por diversas técnicas de laboratorio. Entre los
primeros cambios de una célula en apoptosis se encuentra la exposicion de la fosfatidil-serina en la
superficie, la cual puede determinarse por su capacidad de unir Anexina V; también el aumento de
la permeabilidad celular que puede medirse por la captacién de ioduro de propidio mediante
citometria de flujo. La actividad de caspasas puede ser determinada directamente o mediante la
deteccion de anticuerpos especificos contra los productos de su proteolisis. El rompimiento del
DNA celular puede determinarse mediante electroforesis o bien mediante TUNEL (terminal-
deoxinucleotidyl-transferase-mediated dUTP-digoxigenin nick end labelling) (Seghatchiana & de
Sousa, 2003).

Si bien la apoptosis es un proceso normal e importante para mantener la homeostasis del
organismo, se han descrito multiples padecimientos donde se encuentra desregulada. En general,
tanto la sobrevida como la muerte celular son eventos que pueden contribuir a la fisiopatogenia de
diversos padecimientos, tanto a nivel local en tejidos como a nivel sistémico. Se ha descrito
disminuciéon de apoptosis de leucocitos de sangre periférica (linfocitos) en leucemias (Yi et al.,
2004; Halicka et al., 1997) y aumento de células apoptoticas en padecimientos como SIDA, (Losa &
Graber, 2000; Carbonari, Cibati & Fiorilli, 1995) mononucleosis infecciosa, (Taga et al., 2000) asma
y rinitis alérgica, (Grzegorczyk et al., 2002) sepsis, (Bilbault et al., 2004; Hotchkiss, Tinsley & Karl,
2003) Lupus Eritematoso Sistémico (Ren et al., 2003) e incluso se le ha relacionado con reacciones
transfusionales (Seghatchiana & de Sousa, 2003). Existe la posibilidad de encontrar apoptosis
“espontanea” por LPS o hipoxia en el paciente diabético. Es relevante mencionar que la
hiperglucemia potencia el efecto citotoxico del LPS y la isquemia (Wang et al., 2001; Li et al., 2001).
Es factible encontrar apoptosis de células en sangre periférica cuando se presenta cetoacidosis.
Aunque se ha descrito que la acidificacion del medio de cultivo in vitro induce activacion de
neutrofilos, sobrerregulacion de CD18 y disminucién de apoptosis (Hannon-Fletcher et al., 2000;
Trevani et al., 1999), hay evidencia que en condiciones de hiperglucemia y metabolismo anaerobio
con formacién de cuerpos cetdnicos in vivo, se presenta apoptosis. En ratas hiperglucémicas se
presenta dafo cerebral cuando hay isquemia debido a la produccion de lactato que lleva a acidosis
intra y extracelular, de hecho, el dafo celular intrinseco que causa la isquemia, se potencia por el
incremento en la produccién de radicales libres, la falla mitocondrial y la activacién de
endonucleasas (Siesjo et al.,, 1996). Estas observaciones concuerdan con el hecho de que los
pacientes con DM 1, que cursan con cetosis y niveles elevados de cuerpos cetdnicos de
acetoacetato y triglicéridos, presentan dano oxidativo de células de sangre periférica y apoptosis

que puede disminuir la cantidad de monocitos circulantes (Jain, Kannan & McVie, 1999). Asi
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mismo, se ha demostrado que las plaquetas pueden agregar fagocitos apoptoticos causando
trombosis, respuesta inflamatoria y dafio vascular (Hartz, Menart & Tschoepe, 2003).

Existe evidencia de que la apoptosis participa en diversos procesos fisiopatologicos en la diabetes.
Se le ha relacionado a neurodegeneracion, pues se ha observado que en ratas diabéticas se
presenta apoptosis de neuronas productoras de vasopresina (Hartz, Menart & Tschoepe, 2003), de
neuronas corticales, del hipotalamo y de ganglios espinales (Schmeichel, Schmelzer & Low, 2003).
En cultivos primarios de microglia de rata se presenta apoptosis en presencia de altas
concentraciones de glucosa, con un efecto sinérgico si ademas se agrega lipopolisacarido (LPS)
(Wang et al.,, 2001) y existe evidencia de que en pacientes diabéticos puede haber apoptosis
asociada a neuropatia, pero no con la claridad que se observa en el modelo de rata diabética
(Vincent, Brownlee & Russell, 2002).

Tanto en ratas diabéticas (Sugiyama et al., 2004; Kowluru & Abbas, 2003) como en pacientes
diabéticos se presenta apoptosis en células de endotelio capilar de retina (Romeo et al., 2002;
Ramana et al., 2003), lo que contribuye al desarrollo de la retinopatia. También en lineas celulares
epiteliales de cristalino cultivadas con altas concentraciones de glucosa se presenta apoptosis
(Ramana et al., 2003), observacion consistente con el modelo de ratas diabéticas, en las cuales se
observa apoptosis en células epiteliales de cristalino. Sin embargo, en los pacientes diabéticos
aunque hay apoptosis de estas células, no parece correlacionar con el desarrollo y extension de
catarata (Takamura et al., 2001). Por otro lado, en células de tubulo proximal de riidn humano
cultivadas con altas concentraciones de glucosa también se presenta apoptosis (Verzola et al.,
2004), condicion que es consistente con la nefropatia que se presenta in vivo en ratas diabéticas
(Bamri-Ezzine et al., 2003).

Analogamente in vitro las células mesangiales murinas y humanas (Kang et al., 2003), las células
endoteliales (Recchioni et al., 2002) o de musculo liso (Peiro et al., 2001) de aorta humana, los
miocitos de corazoén, (Fiordaliso et al., 2001) y el miocardio de ratones diabéticos (Cai et al., 2002)
sufren apoptosis si se cultivan en presencia de altas concentraciones de glucosa, lo cual es
consistente con el hecho de que en ratas diabéticas se encuentran células apoptdticas en la aorta
(Chu et al., 1997) y que la perfusién ex vivo de corazones de rata causa apoptosis. Por ello, se
considera que la apoptosis participa en la aterogénesis (Ceriello et al., 2002).

Finalmente, debe destacarse que entre los mecanismos de apoptosis que se asocian a las
alteraciones arriba mencionadas, se encuentran la formacién de ROS (Napoli, de Nigris & Palinski,
2001), la desestabilizacion de la membrana mitocondrial con liberacién de citocromo C y la
induccién de citocinas proinflamatorias con la activacion y translocacion de NF-kB (nuclear factor kB)
(Mandrup-Poulsen, 2003).
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JUSTIFICACION

La DM es una de las principales causas de morbilidad en consulta externa en México y desde hace
varias décadas ocupa los primeros lugares de las estadisticas de mortalidad general. Los pacientes
diabéticos requieren atencién médica por los sintomas relacionados con hiperglucemia, por
complicaciones agudas como cetoacidosis diabética o coma hiperosmolar y frecuentemente
requieren amputacioén y la consecuente rehabilitacion.

El pie diabético es una de las complicaciones mas incapacitantes y con mayor mortalidad en la DM.
La complejidad del sindrome del pie diabético dificulta al clinico determinar si la preservacién de
una extremidad es viable y a qué nivel debe hacerse la amputacion. La decisién de establecer
tratamiento radical, que involucra amputacion de la extremidad y frecuentemente ampliacion del
procedimiento quirdrgico inicial, se fundamenta en criterios clinicos que dependen de la
propagacion y repercusion sistémica de la infeccion, pero sobre todo del estado vascular de la
extremidad y la experiencia del cirujano (Most & Sinnock, 1983; Lee et al., 1993; Reiber, Pecoraro
& Koepsell, 1992).

El estudio realizado es pertinente pues pretende identificar datos tempranos de dafio vascular que
pueden desencadenar apoptosis. Con ello, se podran instituir medidas preventivas o terapéuticas
que permitan el diagndstico temprano y el tratamiento oportuno de las complicaciones de los

pacientes diabéticos, lo que impactara en una mejor calidad de vida.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los pacientes que cursan con DM 2 presentan un estado de activacion continua, sostenida y
cronica de diversas células del sistema inmunologico que induce la produccién de diversos
metabolitos con actividades citotoxicas y que inducen dafio vascular y ateroesclerosis. La apotosis
es un fenémeno que no se ha estudiado en células endoteliales de vasos periféricos de pacientes
diabéticos, y es importante sefalar que el grado de apoptosis en esos pacientes podria estar
relacionado al grado de control metabdlico y a la presencia de complicaciones (Lach-Szyrma &
Brito-Babapulle, 1999; Graber et al., 1999).

Se desconoce cual es el papel de la apoptosis en el dafo vascular del paciente con pie diabético

complicado; por ello, se pregunta de manera general:

¢ Cual es el papel de la apoptosis en los mecanismos de dafo vascular y tisular en

pacientes con pie diabético infectado?

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivo General

Identificar el papel de la apoptosis en los mecanismos del dafo vascular y tisular en pacientes con

pie diabético infectado.

Objetivos Especificos

Definir una cohorte de pacientes diabéticos infectados.

A

Especificar dafo vascular de extremidades inferiores, mediante estudios ecograficos
(Doppler color), indice T/B y medicién transcutanea de O,

Obtener muestras de tejidos blandos del miembro afectado

Determinar diagnéstico histopatoldgico de cada muestra

Identificar apoptosis por medio inmunohistoquimico

I

Establecer si existe asociacién entre apoptosis y dafo vascular.
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HIPOTESIS

“En los tejidos blandos de pacientes que cursan con pie diabético, existe liberacion de citocinas
proinflamatorias, reclutamiento de macréfagos y polimorfonucleares en las paredes del endotelio
vascular, todo ello puede inducir apoptosis. Consecuentemente, la determinacion de apoptosis
podria tener correlacion con la magnitud del dafio vascular, con las alteraciones del flujo sanguineo

y podria predecir la evolucion del miembro afectado.”

MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Investigacion Biomédica en Inmunologia e Infectologia y
el servicio de Cirugia General del Hospital de Infectologia “Daniel Méndez Hernandez” del Centro
Médico la Raza, con apoyo de la Unidad de Inmunologia de la Escuela Superior de Medicina del
Instituto Politécnico Nacional.

Se reunio una cohorte de 10 casos consecutivos de pacientes con diagnéstico de pie diabético
infectado ingresados a éste hospital, del periodo comprendido entre Febrero-Diciembre 2003.

Se obtuvieron muestras de tejidos blandos de los pacientes diabéticos con una o ambas
extremidades inferiores involucradas en proceso isquémico-infeccioso.

Como controles positivos para los estudios inmunohistoquimicos, se incluyeron 10 bloques

incluidos en parafina, con diagnéstico histopatolégico de cancer de colon.

Equipo y reactivos para:
a) realizar valoracion clinica y de laboratorio de los pacientes
b) evaluacion del flujo sanguineo de extremidades afectadas
c) procesamiento histopatolégico de las muestras

d) realizacion de técnicas inmunohistoquimicas
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Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:

Pacientes con pie diabético complicado con proceso infeccioso, incluidos bajo los siguientes
criterios:

Sexo femenino o masculino, portadores de DM 2.

Mayores de 18 afios.

Criterios de exclusion:

Pacientes con falla organica multiple no reversible.

Método

Definicién de cohorte:

A su ingreso cada paciente fue sometido a exploracién clinica completa y estudios preoperatorios
durante la fase aguda de la enfermedad. La seleccion de los pacientes se baso en criterios clinicos
que indicaron su estado hemodinamico: temperatura > 38°C o <36°C., frecuencia cardiaca (FC) >
90/min, frecuencia respiratoria (FR) > 20/min., o PaCO, <32mmHg, presion arterial media (PAM)
<70 mmHg; asi como el grado de afectacion en extremidades, de acuerdo a la clasificacion de
Wagner (Anexos I-1Il).

Se consideraron los datos de laboratorio concernientes a: biometria hematica completa, pruebas
de coagulacién, creatinfosfoquinasa, electrolitos séricos, pruebas funcionales hepaticas y
gasometria. También se valord: tiempo de evolucion previo al inicio de tratamiento médico,
superficie de area corporal afectada y localizacion, tratamiento quirdrgico, tipo de gérmenes
aerobios y anaerobios encontrados en biopsias de tejido para cultivo y obtenidas durante los actos
quirurgicos tanto iniciales como subsecuentes, dias de estancia intrahospitalaria, nimero y tipo de
complicaciones trans y postoperatorias (Anexo IV-V).

Los pacientes fueron sometidos a cirugia durante las primeras 48 hrs. de su ingreso.

EVALUACION DE FLUJO SANGUINEO DE EXTREMIDADES AFECTADAS

1.- ESTUDIO DOPPLER COLOR

Se practicé ultrasonografia vascular de alta resolucién y registro de velocidades de flujo sanguineo
mediante Doppler color, con un equipo Sonolayer Toshiba, modelo SSA-270A, con transductor
lineal de 7.5 MHz. El estudio fue realizé en posicién supina con evaluacion de arterias periféricas,
bifurcaciones y porciones proximales. Todos los estudios de Doppler color fueron realizados e
interpretados por el mismo investigador (Médico Radidlogo), con el fin de eliminar el problema de

validez interobservador.
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En cada paciente se investigaron los siguientes datos:
a) Engrosamiento de las tunicas intima y media de las arterias.
b) Presencia y caracteristicas morfolégicas de placas de ateroma.

¢) Medicién del flujo sanguineo y circulacion colateral.

2.- DETERMINACION DE INDICE TOBILLO/BRAQUIAL: Realizada por el investigador principal.
La metodologia del estudio se describe en el Anexo Il. Los datos colectados para el estudio se

refieren en los Anexos lll y IV.

3.- MEDICION TRANSCUTANEA DE O, Evaluacién del nivel de isquemia en extremidades
inferiores a través del oximetro de pulso colocado por el anestesidlogo sobre el pulpejo del primer

o segundo artejo en forma continua durante el acto quirdrgico.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS:

Las muestras fueron obtenidas durante el primer procedimiento quirurgico al que fue sometido el
paciente; mediante escision de forma triangular y aproximadamente .5 cm de lado, que incluyo
piel, tejido celular subcutaneo y musculo. El sitio de la toma se estandarizé a 15 cm proximales al
foco infeccioso y macroscépicamente sin datos de inflamacion.

Los tejidos fueron colectados y fijados por inmersion en formol al 10% en amortiguador fosfato 0.1M
pH 7.2, embebidos en parafina, cortados a espesor de 5-um y montados sobre portaobjetos, que
se distribuyeron alternados para los métodos de coloracién topografica y deteccion
inmunohistoquimica de marcadores de apoptosis.

Para el estudio histopatoldgico se realizé tincion con H-E y se analizaron en microscopio optico
marca Zeiss.

Las laminillas se trataron con 0.3% Triton X-100 (ICN Biomedicals; Aurora, OH) en PBS 0.1M por 15
minutos a temperatura ambiente (TA) y se lavaron en PBS 0.1M, pH 7.4, tres veces por 10 minutos
aTA.

La recuperacion de antigeno se llevd a cabo de la siguiente manera: las laminillas se sumergieron
en citrato de Na al 0.01%, pH 6.0 en olla de presién por cinco minutos en la opcion “alta presion”.
Posteriormente se lavaron en PBS 0.1M por cinco minutos tres veces. Se bloqued la peroxidasa
endogena con metanol al 3% 20 min y se enjuagaron los cortes tres veces en PBS 0.1 M por cinco

minutos.
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IDENTIFICACION DE APOPTOSIS:

La determinacion de células en apoptosis tardia se realizé por TUNEL utilizando los reactivos de “In
Situ Cell death detection kit, POD” (Cat No. 1 684 817 Roche Applied Science Mannheim, Germany) de
acuerdo a la técnica descrita por Ansari (Ansari et al., 1993), a partir de cortes de los tejidos
problema y de los controles positivos.

Se incubaron los tejidos con la enzima Tdt transferasa, a 37 °C, durante una hora. Posteriormente
se lavaron las laminillas con PBS al 0.1M por tres veces y se le agregd un conjugado secundario
anti-fluoresceina- POD, por 30 minutos a 37° C y enseguida se reveld con diaminobenzidina
(DAB).

Mediante microscopia Optica se observé una tincidon color marrén en aquellas células que se
encontraron en apoptosis.

Se incluyeron laminillas de tejidos con diagndstico histolégico de cancer de colon para controles

positivos de la técnica de TUNEL, en donde se demostro la presencia de células apoptoticas.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos por métodos clinicos, de laboratorio y gabinete, asi como estudios
histopatoldégicos e inmunohistoquimicos se analizaron utilizando el programa SPSS ver 10 para
Windows ®. Los valores fueron expresados en medias y desviaciones estandar.

Se compararon los hallazgos de los métodos utilizados para evaluacion vascular mediante

correlacion de Spearman considerando como diferencia significativa p < 0,05.
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RESULTADOS

Los 10 pacientes motivo del estudio, correspondieron cinco al género femenino y cinco al
masculino, con un promedio de edad de 55.6 afios +15 afos y con diagnéstico al ingreso, de
fascitis necrosante de miembro pélvico y/o necrobiosis diabética (Figura 3, Tabla 1).

El tiempo promedio de evolucion de la diabetes mellitus fue + 9.4 anos, dos pacientes se
desconocian diabéticos hasta el inicio del proceso infeccioso en el miembro pélvico. EI nUmero de
dias del padecimiento infeccioso oscilé entre 3 y 90, con un promedio de 22. El porcentaje de
superficie corporal afectada fluctu6 entre 3 y 25% con una media de 9% y la estancia hospitalaria
con rangos de 7 a 58 y media de 24 dias.

Las enfermedades concomitantes asociadas fueron: tabaquismo (7), insuficiencia renal crénica
agudizada (4), alcoholismo (4) e insuficiencia hepatica (3).

Los factores de riesgo asociados a la vasculopatia aguda fueron: insuficiencia renal crénica 70%,

tabaquismo intenso 60%, angiopatia secundaria a dismetabolismo 50%, traumatismos 40%,

alcoholismo crénico 40%, cirugia vascular 20% y cancer 10%.

De la exploracion clinica inicial se documenté como hallazgos macroscopicos: cambios

morfolégicos en piel con una tonalidad violacea y tumefaccion de la zona afectada 90%, grandes

ampollas llenas de liquido serohematico, zonas necroéticas y exudado purulento 80%, solucién de

continuidad de la piel 50% y crepitacion de la extremidad 40%.

En la figura 4, se muestran algunas de las caracteristicas macroscoépicas relevantes.

El 90% ingres6 con datos de choque séptico, con una calificacién de APACHE Il (Acute Physiology
And Chronic Health Evaluation Il) de 2-18 puntos.

A todos los pacientes se les realizé biopsia de musculo y aponeurosis macroscépicamente viable
en la zona afectada, para cultivo de gérmenes aerobios y anaerobios durante el procedimiento
quirurgico. El total de gérmenes aislados fue catorce e incluyeron: Estafilococo coagulasa negativa
(3), Kleibsiella sp (3), Estreptococo beta hemolitico (2), Escherichia Coli (2), , Pseudomonas
aureoginosa (2), Enterobacter cloacae (1) y Candida Albicans (1)

No se encontré predominio de hipercolesterolemia en la poblacion estudiada, con un maximo de
240 mg/dl y una media de 161 mg/dl, sin embargo los niveles de fibrinbgeno se mantuvieron por
arriba de 400 mg/dl en aquellos pacientes con mayor grado de isquemia y a los cuales se les

practicé amputacién supracondilea.
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Figura 4. Fotografias de miembros con pie diabéetico y fascitis
necrosante.

En A) zonas de necrobiosis con cambios de colaracidn, formacian de
escaras secundarias a hipoxia e Isquemia y necrosis.

En B) lesiones con solucion de cortinuidad v depdsitos
fibrinopurulentos en las zonas expuestas.
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Se realizaron un total de cinco amputaciones supracondileas de miembro pélvico y una de
miembro toracico, una amputacion infracondilea, cuatro amputaciones de artejos; en todos los
pacientes se realizd exploracion quirurgica, con fasciotomia y desbridacion de las zonas afectadas
y en tres pacientes “Toma y aplicacion de Injertos”, por el servicio de Cirugia Plastica y
Reconstructiva.

La mortalidad fue del 30%, asociadas a oclusién arterial aguda, insuficiencia renal cronica
agudizada, hemorragia aguda y choque séptico refractario al manejo medico-quirurgico. Los datos
descritos se resumen en la Tabla I.

Se correlacion6 con mortalidad la edad, el tiempo de evolucion de la DM, dias de evoluciéon de la
enfermedad, nivel sérico de glucosa, leucocitos e indice de masa corporal, en donde no se
encontré significado estadistico.

Un resumen de todos los datos clinicos y de laboratorio obtenidos durante su estancia hospitalaria

se presenta en las Tablas Il y Ill.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de pacientes con pie diabético complicado

Edad Duracion Estancia
Paciente |(afios)/ U_mw:aw:no Evolucion de los hospitalari Comorbilidad mxﬂ.mzm_oq._ de la vwoo.wnm..s._mzﬁo Tratamiento |APACHE Evolucién
de ingreso DM (afios) | sintomas infeccién quirargico antimicrobiano It
Género a (dias)
(dias)
Angiopatia/Neuropatia/ . .
2 Regién ventral | Amputacion
1 | osF| 4em | PDCFN 10 15 28 [ROA/Mismetabolismol | oo oo nio| Supracondiiea, | COfotaximal | Mejoria
Sepsis/HA/Tabaquismo/ ciprofloxacino
derecho MPD
Alcoholismo/ IAA
Angiopatia, Retinoipatia/ .
NeuropatialRCA/IAA/Choq .:.nn_owﬂwﬂw. Amputacion |
2 | ELB | 56/M | IAA/IPDC/FN 24 60 22 ue séptico/Tabaquismo/ MT! mano " | Supracondilea clbrofioxacing 14 Defuncién
AlcoholismofiH/Cirugia y MTI/MPD P
antebrazo
Vascular
Angiopatia, Neuropatia/ 2 Amputacion
3 |LPA| 46 | PDCIFN 17 30 15  |Sepsis/Tabaquismol MPirogidn | o condilen | Ceofotaximal 4 Mejoria
i infracondilea ciprofloxacino
Alcoholismo MPI
PDC/ x R Desarticulacion
4 | RTA | 84FF | Necrobiosis 15 30 7 n%ﬁwﬂ.ﬂ%ﬂﬂﬂhﬁi %M.Noh,_who% de 3er. Artejo | Ceftazidima | 2 Mejoria
diabética " MPI
ey
Sindrome IRCA/Dismetabolismo/ MPD, toda la Ceftazidima/
5 |OCM| 45/m 2 2 58 N ! Desbridacién, 4 Mejoria
ooavnh._SSman Sepsis/Tabaquismo extremidad Fasciotomia, TAI ciproflioxacino
de MPD
i IRCA/Dismetabolismo/ Amputacién ;
6 | RAF | 53/M FN Dotsccdanll 28 |Sepsis/Tabaquismol Plederecho | condiisa dej Cindamicing! | . Mejoria
inicio de PA regién dorsal Ceftriaxona
Neuropatia MPD
>ﬁﬂ_-”_MM_M: Meropenen/
Céncer/IRCA/HA/ Choque | MPD, toda la Ceftriazona/
7 | MRR| 50/F FN 13 3 150 séptico extremidad Desbridacion, Ciprofioxacinol 5 Mejoria
Fasciotomia, TAl Amikacina
en MPD
Amputacién
CéncerIRCA/HA/ Choque | MPD, toda la falanges Metronidazol/ .
8 | LHT | SOF i Lo L g séptico extremidad Desbridacion, Ceftriaxona " Bofuncidn
Fasciotomia,
Angiopatia/ Cirugia
! Amputacién
Vascular Retinoipatia/ MPI, toda la .
9 | MOJ | 81/F FN 10 21 23 NeuropatiaflIRCAIOAA/ extremidad m:vﬁ_mﬂ._a._ms. Ceftriazona 18 Defuncién
Chogque Séptico/lH
Amputacion
= T falanges . .
Deteccion al Hipotiroidismo/ MPD, toda la " Clindamicina/ .
10 [ LRL | 67F N inicio de PA 80 48 Obesidad/Sepsis/Trauma extremidad Desliridacién, Ceftriaxona . Mejoria
Fasciotomia, TAl
de MPD

DM, diabetes mellitus tipo 2; FN, fascitis necrosante; HA, hemorragia aguda; IRCA, insuficiencia renal cronica agudizada; IH, insuficiencia hepética, IAA; insuficiencia arterial
aguda; MPD, miembro pélvico derecho; MTI, miembro toracico izquierdo; OAA, oclusién arterial aguda; PA, padecimiento actual; PDC, pie diabetico complicado; TAl, toma y
aplicacién de injertos
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Tabla || Caracteristicas de laboratorio de pacientes con pie diabético complicado

Paciente

1 GSF
2 ELB
3 LPA
4 RTA
5 OCM
6 RAF
7 MRR
& LHT
8 MOJ
1 LRL

Edad

(osy | P [|levcocios || linbcios | plaquetas || o o || fbrindgeno | sodio | K |l calcio || CPK || albimina || proteinas || glucosa | creatinina || urea || colest
Sémam || @0 || mm? mm mm’ maidl || mEgd || mEqgA || masdi || wd || ga || totalesga || mgidl || mgsdl [ mgatl || mgal
A6M [ 155 (1 24900 || 3660 |[182000) @85 858 (140 34 (7] 3| 21 48 | 323 1 24 || 195
S6M || 4.5 || 20200 || 2220 |[363000f 19 631 131 42 (68|35 2 45 83 59 | 113| 164
A6M | 13.4 | 31600 || 4424 322000 59 In 139 42 (72 7 || 24 57 (108 24 | 60f 139
84/F (101 11400 | 1299 (355000( 71 215 (140 48 6O O 19 41 | 243 1 32 || 165
A5M (148 ( 14900 || 7599 (117000 73 215 (140 48 |65 [[115] 26 B 167 1 32 || 145
53M | 12 [ 27000 || 13500 | 43000 || 104 581 M7 22 (68 153 19 4 131 36 | 69 | 240
50/F | 9 |[11900f 2180 216000( 58 466 (141 42 | 7B |13 25 43 |[250 ( 1.4 (124) 110
58/F | 7.7 (11300 565 (110000( 68 210 (149 32 |78 |17 16 34 83 7 53| 68
81/F | 9 | 8400 | 2520 (387000( 71 310 (144 25 (77| 2 2 48 95 g 86 | 175
B7/F | 8.4 | 9900 [ 2178 | 419 85 677 (140 24 B3 |17 28 53 (141 | 09 71 153

CPK, creatinfosfoquinasa; TP, tiempo de protrombina; Hb, hemoglobina; K, potasio.

Valores de los parametros de laboratorio detectados en el momento de ingreso de los 10 pacientes estudiados
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Tabla Il

Estadistica general

Geénero 5F/5M

Edad (afios)

Evolucién DM (afios).
Evolucién previo (dias).
Superficie corporal afectado %
Estancia hospitalaria (dias)
Hemoglobina gfdl
Linfocitos mm?®

Leucocitos mm?
Creatinfosfoquinasa u/l
Glucosa mg/d

Fibrindgeno mg/dl
Trombina %

Plaguetas mm?

Potasio mEq/l

Sodio mEg/

Creatinina mg/dl

Calcio mg/dl

Albumina gfdl

Proteinas g/dl

pH arterial

% O, transcutaneo

Indice tobillo/ braquial (ITE)

Minimo Maximo Media DE
40 84 556 15.2
1 24 94 7.2
3 90 22 254
3 25 9.1 6.0
7 58 24 153
45 14.8 10.5 3
565 13500 4014 3866
6600 31600 16820 8576
0 195 47 64 .6
83 963 246 266
210 858 516 243
19 99 67 21
43000 422000 251700 134668
22 4.8 35 0.8
117 149 138 8.6
0.7 59 2 1.7
6.5 7.8 7 0.5
1.6 26 2 0.3
34 6 46 0.8
7.29 756 7.38 0.9
20 75 42 245
0.23 0.85 0.51 0.2

N=10 pacientes con diagndstico de pie diabético complicado

Estadistica general descriptiva de parametros clinicos y de laboratorio durante la estancia hospitalaria
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Resultados del estudio Doppler color

En siete sujetos se documenté placas de ateroma con estenosis mayor del 50%,
hemodinamicamente significativas. Se identificaron placas de ateroma no estenosante con area
asociada a mineralizacion (incremento de la ecogenicidad) o con protrusién focal hacia la luz
arterial en tres pacientes.

Se observo en siete extremidades pélvicas disminucion del calibre de arteria tibial posterior y pedia
dorsal; con obstruccion parcial de arteria poplitea en seis y obstruccion total del flujo sanguineo en
una (Figura 5). La oclusion arterial dio origen a curvas anchas, de poca amplitud, en las que el

tiempo de aceleracion, se encontré alargado en cinco pacientes.

Resultados de la determinacién de saturacion de O, transcutanea:

Durante el transoperatorio se determind saturacién de O, transcutanea por medio de oximetria
de pulso de la extremidad afectada, la cual revelé unicamente en cuatro pacientes cifras iguales o
mayores a 80% de saturacién. Se encontré asociacion significativa entre saturacion de O2 de la
extremidad y mortalidad; cifras de 20 a 40 % de saturacion se asociaron a isquemia severa de la
extremidad por obstruccién del flujo sanguineo (p<.010), amputacion supracondilea y a defuncion

en tres pacientes (Tabla IV).

Resultados de la determinacion de presion sistélica absoluta del pie:

En los cinco pacientes en quienes se realiz6 amputacion supracondilea se establecié una presion
sistélica del pie <0.45 (Figura 6). Se determind asociacion del nivel de amputacién (amputacion
supracondilea) y presién sistélica absoluta del pie (flujo sanguineo), utilizando Correlacién de

Spearman, la cual mostro significado estadistico con p<.010

Resultados de la medicion del indice Tobillo-braquial (ITB):
No se identifico significado estadistico entre el tipo de procedimiento quirurgico y el indice tobillo
braquial, sin embargo se observé asociacion clinica entre el ITB, amputacién supracondilea y

referencia de claudicacion en el miembro afectado.
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Figura 5. Estudio Doppler

Al Del lado izquierdo, tres pies diabéticos con lesiones necrosantes en
regidn darsoplantar y latero-interna de pie. El manejo quirdrgico inicial
Incluye desbrdacidn del material necratico.

B) Imagen  Doppler color correspondiente: se obsena disminucion
significativa  del calibre del vaso con aobstruccion aguda del flujo
sanguineo (punta de flecha).
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Asociacion PSAP/Procedimiento Quirdrgico

Yalor anormal; <0.445

Presion sistdlica absoluta del pie
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Figura 6: Correlacion Estudio doppler colorProcedimiento
quirargico.

A Carrelacian procedimiento quirdrgico vy presian sistalica absoluta
del pie, mediante la deteccidn del flujo sanguineo.

B) Asociacion entre obstruccion  sdbita del flujo sanguineo,
saturacion de O de la extrermidad vy mortalidad
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Tabla IV Exploracién angiolégica y evolucion clinica

40

Edad Presion
Paciente (anos)/ Transcuténea de
Género Tension 0, en miembro Claudicacion Tipo de
arterial indice T/B pélvico afectado  pH arterial intermitente amputacion Evolucion
1 GSF 46/M 100/60 0.40 20 7 si Supracondilea Mejoria
2 ELB 56/M 70/40 0.42 20 7.56 si Supracondilea Defuncién
3 LPA 46/M 90/70 0.40 40 7.25 si Supracondilea Mejoria
4 RTA 84/F 110/60 0.60 55 7.33 si Falanges Mejoria
5 OCM 45M 90/70 0.77 75 7.38 no Falanges Mejoria
6 RAF 53/M 130/90 0.23 55 7.31 si Supracondolea Mejoria
7 MRR 50/F 130/75 0.83 75 7.51 no Falanges Mejoria
8 LHT 58/F 90/50 0.40 60 7.31 si Falanges Mejoria
9 MOJ 81/F 100/60 0.23 50 7.29 si Supracondilea Defuncion
10 LRL 67/F 110/70 0.85 75 7.34 no falanges Mejoria
0.90 - pH arterial al ingreso hospitalario
0.80 - i N ¢
0.70 - 7.60 - %
© 0.60 ® 7.50 4
" 0.50 - 5 7401 'S
o040 @ o § 7.30 . 4 o o ¢
° € L 2
£ 0.30 M 7.20 -
0.20 ¢ ¢ 2 740 -
0.10 4 7.00 - @
0.00 Ty _ , A 6.90 +— A ; ﬁ , _
0 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Pacientes Pacientes

IT/B:Indice Tobillo/Braquial
Parametros anormales de | T/B: <0.80
Parametros anormales de O2 transcutaneo por oximetria; <40 mmHg

Obsérvese la asociacion entre parametros anormales de | T/B y amputacién supracondilea



ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Analisis macroscépico:

No hubo diferencias en la prevalencia de lesiones ateroescleréticas en relacién con el género del
paciente. Las lesiones condicionantes del evento agudo se localizaron en las arterias: femoral
31%, poplitea 31%, tibial 23% y pedia 15%.

Analisis microscépico:

En los tejidos analizados con microscopia de luz se identificé proceso inflamatorio agudo
periarteriolar, con infiltrado de polimorfonucleares, linfocitos, macrofagos y arteriolas con trombos
de reciente formacion (Figuras 7 y 8).

Los diagnodsticos patomorficos de los vasos arteriales incluyeron: trombosis aguda parcialmente
recanalizada (7), trombosis aguda (5), calcificacion distrofica y calcificacion de la capa media (2)
(Figura 7).

La causa de obstruccion arterial aguda se produjo por disrupcion de la placa entre el 60 y 80% de
los casos, asi como presencia de erosién endotelial en el 20-50% (Figura 9 y 10). Asimismo se
encontré numerosas lesiones leves que no produjeron limitaciones al flujo sanguineo (Figura 11y
12).

Histolégicamente, las placas ateromatosas mostraron presencia de células inflamatorias
mononucleares, con focos de monocitos, macrofagos y linfocitos en las paredes vasculares. Se
realiz6 clasificacion de las placas ateroesclerdticas avanzadas encontrandose el 60% ricas en

células musculares lisas, y el 40% ricas en macrofagos y linfocitos.
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Figura 7 FProceso inflamatorio agudo, regidn posterior de
muslo de un paciente con necrobiosis diabética; se observan
abundantes polimorfonucleares ¥y macrdofagos y arteriolas con
trombos de reciente formacion (cabezas de flecha) 1000

Figura 8 Proceso inflamatario de tejido de la regidn plantar de un
paciente con fascitis necrosante; se obhservan polimorfonucleares y
macrafagos (flecha) 1000
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Figura 9 Corte transversal de una arteria. Se observa
aternesclerosis complicada con calcificacidn distrafica
& hiperplasia de la media

Figura '_I,I]:-EMrte tr.anaversai-de-.una_-._ar‘[eria. Ei_a observa
disrupcidn de placa de ateroma, lesidn de Tdnica intima (A)
hiperplasia de células musculares lisas (B) 400x '
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g Y R C)

Figura 11 Corte longitudinal de arteria mediana en
donde ze observa: Placa de ateroma A)

Lamina elastica parcialmente destruida B)
Hiperplasia de la muscular C)
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ESTUDIO INMUHISTOQUIMICO

Todos los tejidos sometidos a determinacion de apoptosis mediante TUNEL in situ fueron positivos
y correspondieron a pacientes con repercusion sistémica por proceso isquémico asociado a
hipoxia tisular, demostrada por determinacién de saturacion de O, transcutanea y estudio doppler.
En los vasos sanguineos se identificaron células endoteliales y musculares lisas apoptéticas
(Figura 13-15) asociadas a gran cantidad de fibrina.

En las zonas comprometidas por oclusion vascular se observé el fendmeno apoptotico en el borde
y en regiones lejanas a la zona necrosada que participa en el remodelamiento postisquémico.

La identificacién de apoptosis se asocié con las alteraciones vasculares y la disminucion del flujo

vascular.

4 L 9 7 A '
v \ A P S T

‘ "al."'i : L5y ”’,.iﬁ'a ' "'ra o, 4! E
' W r{;‘ { ! : "ff’ ‘ ‘I #

Figura 12. Seccion de una arteria muscular donde se observan celulas
musculares lisas y endoteliales apoptdticas (cabeza de flechas) 4003
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Figura 13 Arteria poplitea de un paciente con necrobiosis diabética donde
se obsemvan células endoteliales (flechas delgadaa} y musculares lisas
[ﬂechae gruesas} en apnptnms AJ400:, B)1000x%.

) Detalle donde se aprecla la condensacidn y fragmental::lnn de |a cramating,
00D
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Figura 14 Corte Inngﬁudlna[ de anena pedia, donde se
obserean células endoteliales y rrrusculare-a lisas en
apoptosis (puhtas de flecha). aﬂumeﬂ’tu en Al E'.I:IEL}{ . B} 10003
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Se identificod presencia de abundantes células epidérmicas en apoptosis de cortes realizados a nivel
de piel en los tres pacientes que fallecieron y en los que se practico amputacién supracondilea
(Figura 15).

Figura 15 Corte a nivel de piel con abundantes
celulas epidermicas en apoptosis. 400x
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DISCUSION

Si analizaramos en general las causas de muerte en los paises en desarrollo, se evidencia que las
enfermedades cardiovasculares van en ascenso. El aumento de la expectativa de vida en cualquier
pais viene acompafiado de un incremento notable de la mortalidad por ateroesclerosis, siendo ésta
la causa fundamental dentro de las enfermedades crénicas no trasmisibles (Aguilar-Salinas et al.,
2001).

Los factores de riesgo cardiovascular tradicionales probablemente acontecen en no mas de la
mitad de los casos en la patogénesis de la enfermedad y no explican plenamente las diferencias en
la prevalencia y severidad de las enfermedad vasculares. En general, la ateroesclerosis es mas
frecuente en el sexo masculino. En el grupo de pacientes estudiados, no existio diferencia en
relacion al género; lo cual se puede deber al numero reducido de pacientes estudiados.

Diversas lineas de investigacion basica indican que la inflamacion y quizas también la infeccién
cronica, pueden estar presentes al inicio y progresién de las lesiones ateroescleréticas. En los
resultados de este trabajo resalta el hecho, de que la morfologia de la placa ateroesclerética
subyacente a lesiones arteriales es heterogénea respecto a su arquitectura y composicion celular y
que el sitio de erosion siempre estuvo marcado por un proceso inflamatorio. Esto sugiere que la
inflamacién juega un papel de importancia en la desestabilizacion del endotelio y la capa de
musculo liso. Una posibilidad seria que el incremento de la respuesta inflamatoria sistémica
produzca una elevacion de los factores de coagulacion circulantes, como el fibrindgeno, el cual
mostré elevacion en los pacientes con proceso isquémico extenso, y por otro lado, la funcion
endotelial podria estar alterada, con pérdida de su capacidad vasodilatadora y de
tromborresistencia. Las concentraciones elevadas de fibrindgeno, detectadas en los pacientes
debido al proceso inflamatorio implicaron riesgo vascular ya que ocasiona incremento en los
depdsitos de fibrina que acompanan a la activacion de los factores de coagulacion, y un aumento

de la reactividad plaquetaria (Schneider et al., 1999).

Visto desde una perspectiva inmunoldgica, el papel de la inflamacién e infeccion, como potenciales
factores de riesgo vascular se apoya en investigaciones recientes que aportan pruebas de la
existencia de un mecanismo inmunoldgico. La célula T se adhiere al endotelio por moléculas de
adhesion como VCAM-1, y es estimulada quimiotacticamente por activacion del complemento
(C5a), inducido por LDL-ox. Los linfocitos se incorporan a la pared arterial en etapas muy
tempranas y se encuentran junto a los macréfagos, en proporcion variable 1:10-1:50, en las
lesiones iniciales o estrias grasas. El 40% de las placas ateromatosas en la muestra estudiada,

mostraron un patrén celular asociado a macrofagos vy linfocitos.
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Las caracteristicas histolégicas encontradas en el material estudiado no difieren de lo reportado en
la literatura (Esaki et al., 2000; Munro & Cotran, 1988). La composicion de la placa, mas que el
porcentaje de estenosis, es el mayor determinante de vulnerabilidad. Las placas ateroescleréticas
llamadas “vulnerables o de alto riesgo” son las mas peligrosas, no sélo por su fragilidad, sino
porque una vez rotas son las mas trombogénicas; se caracterizan por tener una fina capsula
fibrosa, gran numero de macrofagos, y un nucleo rico en lipidos con elevado contenido de factor
tisular, lo que les confiere esa mayor trombogenicidad (Fernandez-Ortiz et al., 1994). EIl Factor
Tisular es generado, probablemente en parte por los macrofagos, y se activa al entrar en contacto
con las células endoteliales vasculares apoptéticas. Ademas el trombo mural que se forma
superpuesto a dichas placas libera factores de crecimiento y vasoconstrictores plaquetarios que
contribuirdn a la estenosis del lumen vascular y, por lo tanto, a la induccion de episodios
isquémicos. Durante la apoptosis principalmente de macrofagos en la pared vascular, un fosfolipido
anionico (fosfatidilserina) se dispone en la superficie de la célula confiriendo una potente actividad
procoagulante (Mallat et al., 1999).

Ensayos clinicos, como GISSI 2 y GUSTO |, (Zuanetti et al., 1993; Mak et al., 1997) indican que los
pacientes con DM tienen una mayor incidencia de episodios trombdticos agudos y peor evolucion
que los no diabéticos. Ademas también observaron que las lesiones ateroescleroticas de diabéticos
estan caracterizadas por una mayor densidad de material lipidico y macréfagos, asi como por
poseer mas material de origen trombotico, que las obtenidas de pacientes no diabéticos (Moreno et
al., 2000).

En relacion a la exploracion del dafio vascular en pacientes con pie diabético no existe prueba mas
sencilla y a la vez util, para la valoracion de la gravedad de la patologia arterial oclusiva que la
medicién de la presion sistolica en el tobillo. Sin embargo, como depende de la tension arterial
central, se utiliza su comparacion con la presion arterial en el miembro superior para neutralizar
esta influencia. La mayor fuente de error en la determinacion del indice tobillo/brazo es la
calcificacién de las arterias, que hace que no sean compresibles con el manguito a tension. No
obstante, los datos obtenidos en la muestra estudiada fueron compatibles con los registrados por el
Doppler color, que ademas proporcioné la morfologia del vaso sanguineo. La medicion de
presiones sanguineas tuvo ventajas sobre la medicion del flujo, debido a que este ultimo, se
mantuvo a través de puntos estendticos y oclusiones, gracias a una vasodilatacion periférica y a
una mejoria en la circulacién colateral; mientras que la presién disminuyé con mayor precocidad y
se convirtid, por lo tanto, en un indice mas sensible; asi, mientras que una lesién no produjo

limitacion en el flujo en reposo, si es significativa, siempre conllevd una disminucion en la presion.

Si bien la apoptosis ha sido identificada en diversas situaciones patolégicas como infarto,

insuficiencia cardiaca, ateroesclerosis etc, son muchas las interrogantes acerca del papel que
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desempena en la fisiopatologia de estas entidades. Alcanzar un conocimiento terminal de los
mecanismos apoptéticos y antiapoptéticos permitiria la utilizacion de estrategias terapéuticas que,
actuando sobre distintos pasos de la cascada apoptdética, limitarian el grado de dafio producido por
la muerte celular.

Al respecto, en este trabajo se utilizo la técnica de TUNEL (Ansari et al., 1993) porque es, a pesar
de sus limitaciones, la mas utilizada para cuantificar células apoptéticas ya que permite identificar
también el tipo celular afectado. Esta técnica detecta la fragmentacion del DNA por DNAasas
endogenas, paso final de la muerte por apoptosis. Recientemente su especificidad ha sido
cuestionada por el grupo de Fujiwara, (Kanoh et al, 1999; Ohno et al., 1998) que utilizando
microscopia electrénica observo células TUNEL positivas que correspondian a miocitos necroéticos
o en proceso de reparacion de su DNA. Los estudios que compararon la técnica de TUNEL con otra
mas especifica que diferencia la fragmentacion de DNA por necrosis o apoptosis (utilizando
marcacion con Taq polimerasa) (Didenko & Hornsby, 1996) mostraron indices apoptoticos casi
idénticos en ambas técnicas, validando asi su utilizacion en la etapa final de la apoptosis (Van
Heerde et al., 2000).

En relacion a las zonas de ubicacién de las células en apoptosis, en la muestra estudiada, el
proceso de apoptosis involucré no sélo a las células endoteliales, sino a células musculares lisas,
macrofagos, neutréfilos y células epidérmica con dano irreversible, limitando la recuperacién de su
estructura y la funcion; un estudio de autopsias de pacientes muertos por infarto agudo de
miocardio mostré que los miocitos apoptoticos constituian el 12% de los ubicados en la zona
periférica al infarto y el 0.74% de los miocitos alejados del area necrotica (Olivetti et al., 1996; Van
Heerde et al., 2000).

Yaoita y cols.(2000) sugieren, que la desaparicion de las células endoteliales por apoptosis acorta
el tiempo de eliminacién de las mismas, contribuyendo a la rapida reparaciéon de la intima de los
vasos por nuevo endotelio. Las células infiltrantes inflamatorias (macréfagos y neutrdéfilos), que en
un principio son utiles para eliminar el tejido necrético, deben ser a su vez eliminadas luego por un
mecanismo que no les permita liberar sus productos toxicos. En este sentido, la muerte por
apoptosis cumple ese requisito. Takemura y cols. (1998) describieron la aparicién de numerosa
miofibroblastos inmediata a lesidon coronaria y su posterior disminucion. La apoptosis de estas
células limita la produccion excesiva de colageno que lleva a la fibrosis del tejido isquémico.

Ahora bien,,qué factores pudieron inducir apoptosis durante la isquemia?

Un factor importante en la isquemia es la hipoxia, Tanaka y cols. 1994, demostraron que los
miocitos neonatales de rata sometidos a hipoxia morian por apoptosis, reduciéndose la viabilidad a
un 2.4% + 0.8 a las 72 horas con respecto a los cultivos controles. Las células no miociticas
(principalmente fibroblastos) no presentaban signos de apoptosis en ese momento, siendo

altamente resistentes a la hipoxia.
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El papel de la reperfusion en la produccion de apoptosis es controversial. Algunos autores
sostienen que no hay apoptosis en la isquemia, sino luego de la reperfusion (Gottlieb et al., 1996;
Webster et al., 1999). Otros argumentan que la reperfusion soélo acelera la apoptosis de las células
que durante la isquemia fueron “comprometidas” a morir de esta forma (Fliss & Gattinger, 1996). Un
estudio reciente de Freude y cols.(Freude et al., 2000) evalu6é la aparicion de necrosis y de
apoptosis en funcién del tiempo, luego de una isquemia global de 45 min a 90 min, seguida de 6
horas de reperfusiéon, concluyendo que en este modelo de isquemia, la mayoria de las células
murieron por necrosis y solo un 8% por apoptosis, la presencia de células apoptoticas se registro
solo después de la reperfusion y algunos eventos moleculares, como la activacion de caspasa-3
ocurrieron temprano en la isquemia, mientras que otros, como la fragmentacion del DNA, se
produjeron tardiamente, en la reperfusion. Es muy posible, que los pacientes que presentaron
cuadros isquémicos agudos, y asociacién de hipoxia severa y necrosis, cursaron con un periodo de
isquemia-reperfusion, condicionando los mismos eventos.

En los pacientes estudiados se observé ademas en su mayoria acidosis metabdlica y elevacién en
la produccion de lactato, los que también son factores resultantes de la isquemia y que son
considerados como mecanismos de dafo celular.

La apoptosis es una caracteristica de los procesos fibroproliferativos inflamatorios crénicos. Existen
numerosos informes sobre apoptosis de células musculares lisas en lesiones ateromatosas y
reestendticas, tanto en humanos como en modelos animales de ateroesclerosis (Bennett, Evan &
Schwartz, 1995; Isner et al., 1995). La frecuencia de células apoptéticas depende de la edad de la
lesion. Hay predominio en las lesiones avanzadas donde las células apoptéticas se combinan con
infiltrados de macrofagos (Hansson et al., 1989; Bjorkerud & Bjorkerud, 1996). La poblacién
estudiada cursé con un promedio de 9 afios de manifestaciones clinicas de DM. Las células
musculares lisas que forman, junto con el colageno tipo |, la cubierta fibrosa de la placa
ateromatosa muestran muy poca replicacion. La apoptosis, aun en niveles bajos, llevaria a la
pérdida de las células que sintetizan las fibras de colageno intersticial facilitando la ruptura de la
placa.

Si las células apoptéticas no son removidas pueden generar calcificaciones. Mas aun, la exposicion
de fosfatidilserina sobre la superficie de la célula apoptotica en presencia de factores V y VIl puede
llevar a la formacién de trombina e iniciar una trombosis (Munro & Cotran, 1988).

De lo expuesto se deduce que la remocion de las células apoptéticas por los macréfagos u otras
células musculares lisas vasculares es importante para la estabilidad de la placa. En la placa
ateromatosa los macréfagos son responsables de la fractura del colageno, demostrandose que
mueren también por apoptosis. En un primer momento se pensoé que la estrategia terapéutica de
inducir la apoptosis de estas células en la placa favoreceria su estabilizacion. Luego, al conocerse

los efectos perjudiciales de la falta de remocién de las células apoptéticas, este enfoque debid ser
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replanteado. Los pacientes con aterosclerosis avanzada presentan macrofagos deficientes en su

funcion fagocitica.

La pérdida de la integridad en el endotelio vascular es un factor determinante en el desarrollo de
aterosclerosis. En las células endoteliales que desarrollan placa ateromatosa se observa un
incremento del recambio celular, posiblemente secundario al incremento de células apoptéticas. Se
ha demostrado que varios de los factores de riesgo para la aterosclerosis como el estrés oxidativo,
angiotensina I, glucosa elevada y oxidacion de LDL, estimulan la apoptosis de las células
endoteliales (Lutgens et al., 1999).

Como lo describen Kockx y Herman (2000), a través de la enzima cNOS (sintasa de oxido nitrico
constitutiva) la célula endotelial produce normalmente bajos niveles de NO que la protegen contra
estimulos apoptoticos. Los mecanismos descritos para esta proteccién son dos: uno, mediado por
GMPc que involucra la activacion de proteinas kinasas, y otro, independiente de GMPc, por S-
nitrosilacion de las caspasas. La situacion es totalmente diferente en las células de la placa
ateromatosa en la cual la gran produccion de NO a través de la iINOS (sintasa de oxido nitrico
inducible) en un ambiente de estrés oxidativo determina que el mismo NO o los peroxinitritos lleven
a la muerte apoptética a las células de la placa y provoquen su desestabilizacion.

Ademas, la muerte por apoptosis participa en la lesién aguda de la pared vascular. En modelos
animales la lesién por balén induce dos olas de apoptosis. La primera ocurre en la primera hora y
produce una marcada disminucion de la celularidad en la capa media de la pared vascular (Periman
et al.,, 1997). Se ha supuesto que la liberacién de citocinas por las células en vias de apoptosis
aumentaria la respuesta proliferativa de reparaciéon. La segunda ola de muerte celular programada
se produce dias o semanas despueés del dafio y se localiza en las células vasculares musculares
lisas de la neointima, siendo menor el numero de células afectadas. El balance entre la respuesta
proliferativa y la apoptética en ese momento limitaria el crecimiento de la zona afectada (Walsh,
Smith & Kim, 2000).
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CONCLUSIONES:

1. Los resultados de este trabajo apoyan la hipotesis propuesta.

2. En todos los casos estudiados se identificaron células en apoptosis asociadas a

dano vascular.

3. Posiblemente la hipoxia induce apoptosis y esta a su vez se asocia a inestabilidad

de la placa ateromatosa, lo que condiciona la obstruccion aguda.
4. La identificacion de apoptosis pudiera reforzar, en conjunto con los hallazgos

mediante Doppler vascular, la toma de decisiones quirurgicas ante la presencia de

un pie diabético infectado.

PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

> 1.- Determinar las vias de apoptosis implicadas.

> 2.- Determinar el tiempo transcurrido entre el estimulo y la fragmentacién del
DNA.

> 3.- Definir si la apoptosis en los eventos vasculares como epifendmeno o

mecanismo que contribuye a la disminucién de la funcionalidad.
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Anexo |

Clasificaciéon de Arteriopatia periférica: segun la OMS,

Estadio

0

Existencia de vasculopatia asintomatica, solo demostrable por la exploracion.
( Tensidn transcutanea de O, superior a 60 mmHg).

Estadio

Claudicacion intermitente (Tension transcutanea de O, entre 30 y 60 mmHgQ).

Estadio

Dolor de reposo. (Tension transcutanea de O, entre 20 y 30 mmHg).

Estadio

Necrosis 0 gangrena. (Tension transcutanea de O, entre 20 y 30 mmHg).

CLASIFICACION DE WAGNER: PIE DIABETICO
(Wagner et al., 1995)

GRADQ

LESION

CARACTERISTICAS

0

no-ulcera, pie en riesgo
(deformidad 6seas y lesiones
pre-ulcerativas).

Callos gruesos, cabezas de metatizanos
prominentes, dedos en garra, deformidades
oseas

Ulcera superficial, no-infeccion
clinica

Destruccion del espesor total de la piel

[IA | Ulcera profunda que afecta
ligamentos, tendones, Afeccion de piel, grasa y ligamentos sin llegar
articulacion y/O huesos al hueso’ infeccion

[IB |similar a lo anterior mas
infeccion, celulitis

[IIA |abscesos profundos mas Ulcera extensa y profunda, secrecion,
celulitis Mal olor.

[IIB | osteomielitis mas celulitis

IV | gangrena localizada. Necrosis de una parte del pie o de los dedos,

talon, planta
VV | gangrena extensa, del pie Afeccion de todo el pie. Efectos sistémicos

completo
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Anexo Il

EVALUACIC)N DEL RIESGO PARA EL PIE DIABETICO MEDIANTE LA MEDIDA DE LA
PRESION ARTERIAL SISTOLICA POR Doppler EN EL BRAZO Y EL TOBILLO.

METODO:
1.- La PAS (Presion arterial sistolica) se medid en ambos brazos, utilizando la sonda de
Doppler. Se utilizé la medida mas alta de las dos.

2.- Se mantuvo al paciente en reposo (decubito supino) al menos 5 minutos antes de la
determinacién de la PAS.

3.- El transductor de Doppler se colocd en angulo de 60° con respecto a la arteria que fue
testada, para obtener mejor la sefial. La prueba se realiz6 sobre la arteria pedia dorsal o la
tibial posterior.

4.- El manguito fue insuflado al menos 20 mmHg por encima de la PAS obtenida en el
brazo, para asegurarse el completo colapso de las arterias pedia y tibial posterior. Se infld
para obliterar el pulso tibial posterior y después se deshinchd suavemente.

5.- La PAS fue obtenida en el punto donde el Doppler detectd el retorno de flujo. El
deshinchado se realizé lentamente (2 mmHg/seg) para asegurar el punto exacto.

6.- Se dividio la presion sistélica obtenida en el tobilla por la mas alta de las dos PAS
obtenidas en el brazo para obtener el indice tobillo/braquial (ITB).

Interpretacion de los resultados: Calcificacién arterial

> La PAS del tobillo es superior a 300 mmHg

> La PAS del tobillo es superior en 75 mmHg a la obtenida en el brazo
> La relacion T/B es >1'3.

INSUFICIENCIA ARTERIAL

RELACION T/B ALTERACION

<0’5 Enfermedad vascular grave (afectacién
multisegmentaria

>0’5y<0’8 Enfermedad vascular moderada (afectacién
segmentaria)

<0’9 Sospecha de enfermedad vascular

>0’9y <1’3 Rango aceptable
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Anexo Il

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Prueba Doppler

Hospital de Infectologia CMR

Unidad de Investigacién en Inmunologia e Infectologia

Nombre del Paciente:

Sexo Edad
Afiliacion Fecha de
estudio

Antecedentes: Diabetes Mellitus ( ) Tiempo de
evolucién

Claudicacion ( )
Glucosa
Datos clinicos:

Diagnéstico clinico:

Amputaciones previas (

Diagnéstico vascular:

Prueba vascular. Valores Valores
Doppler Anormales Paciente
Medicion transcutanea de | Menos de 40 mmHg

02

Indice tobillo-braquial
(brazo)

Menos de 0.80: bajo lo normal

Presion sistdlica
absoluta del pie

Menos de 0.45
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Anexo IV
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS (Exploracién anatémica)

4)

=
=

Segmentacién vascular y delimitacidn anatomo-vascular del proceso isquémico
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Anexo V
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

No. Progresivo () Nombre:
No. Afiliacion.

1.-Edad: <50afios ( ) =50afios ( ) 2.-Sexo: Masc ( ) Fem ( )
3.- Superficie Corporal afectada: 1-10% ( )11-30% ( )31-50% ( )>50% ()
4.- Area Corporal afectada

Extremidad distal () Extremidad proximal ( ) Pie dorsal( ) ventral ( ) Artejos ( ) Periné ()
region lumbosacra ()

5.-Tiempo de evolucion de la Diabetes mellitus Neuropatia ( ) Retinopatia () Angiopatia( )
Tipo 6.-FC FR TA Gasometria

7.-Biometria hematica: hb , hto eritrocitos  leucocitos  Vel. Sed. Glob
diferencial (neutrdfilos ( ), eosindfilos  ( ) , basdfilos ( ), linfocitos ( ), monocitos, 8.- ( )
plaquetas 9- tiempo de protrombina (tp) tiempo parcial de tromboplastina (ttp) 10.-
Fibrinégeno 11. Na K Cl Calcio 12.Creatinfosfoquinasa 13.- Prot C
React 14.- Albumina __ 15.- Prot. Totales 16.-Glucosa__ 17.-hb glucosilada 18.-.Creatinina

19. Urea 20.-AST 21.-ALT___ 22.-FA 23.-BT 24.-BD 25.-
Bl 18.Apoptosis : 5cm 10 15 19.- iINOS

26.- LDH 27.-Doppler

28.- Fecha de ingreso 29.- Fecha de egreso

30.- Dias de estancia hospitalaria 31.- Motivo de egreso: Defuncion () Mejoria ( )

32.- Tiempo de evolucion previo al ingreso:

33.-Procedimientos quirdrgicos ( )
34.-Procedimientos anestésicos ( )
35-Morbilidad:

a) Hemorragia mis.

b) Infeccion nosocomial: NO ( ) SI( )Cual:
e Infeccion de herida quirdrgica: SI( )NO ()
c) Dismetabolismo: SI ( ) NO ( )

36.- Germen aislado: SI () NO ( ) Tipo: Lugar de la toma:
37.-Antibidticos 37.-Antibiograma 38.- .- Tipo de infeccion

Se debera anexar Historia clinica completa: FC........... FR. TEMP............... TA .o
Gasometria arterial

APACHE
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CONSENTIMIENTO DE INFORMADO DEL PACIENTE

NOMBRE DEL PACIENTE

Por favor usar MAYUSCULAS

Estoy de acuerdo en participar en el estudio clinico intitulado: PAPEL DE LA
APOPTOSIS EN ENDOTELIO VASCULAR Y DANO TISULAR DEL PIE DIABETICO
INFECTADO.

Mismo que me ha sido explicado y se me han respondido todas las preguntas que tenia.
Se me ha informado sobre el objetivo del estudio, tratamientos alternos, efectos
colaterales potenciales, asi como la posibilidad de retirarme del estudio en cualquier
momento sin detrimento alguno para mi.

Estoy de acuerdo en que durante el procedimiento quirdrgico que sea requerido realizarme
para mejorar mi estado de salud, se tomen biopsias a 15cm del sitio afectado para
determinacion de apoptosis, realizacion de doppler vascular, asi como los datos médicos
que se obtengan de este estudio sean utilizados por los investigadores. Los estudios
mencionados son parte del diagndstico oportuno y favorecen un tratamiento integral de mi
enfermedad. Para mostrar la precision de los datos, los expertos y/o autoridades
regulatorias pueden inspeccionar los datos en presencia del investigador.

Asimismo estoy de acuerdo que los datos anonimos se transmitan a investigadores
responsables, asi como autoridades regulatorias para mantener la seguridad del paciente
en estudios clinicos.

Se seguiran las leyes de proteccion de datos.

Lugar y fecha Firma del paciente

Y/o nombre del representante
legal

Lugar y fecha Firma del investigador

Testigo «ooveeieeeeee e
NOMDbre......oeiieiiie e,
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