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GLOSARIO
ADP: Adenosin difosfato

AIT: Ataque Isquémico Transitorio

AP-1 Factor de transcripcion proteina-1

Apo-E: Apolipoproteina A

APRIL: Ligando Inductor de Proliferacion

ATP: Adenosin trifosfato

agP2 integrina: Receptor plaquetario agp2

a1bB3: Glicoproteina plaquetaria a3

CAPTURE: Carotid ACCULINK/ACCUNET Post- Approval Trial to Uncover
Unanticipated or Rare Events

CDA40: Glicoproteina CD40

CD40L: Ligando CD40 o CD154 (complementario a CD40)

CD27 ,CD30, CD95 (Fas/Apo), Ox40, DR-3/4/5, RANK, y 4-1BB. Miembros de la
superfamilia de receptores de TNF a los cuales pertenece CD40

CD120 a: Receptor 1 del TNF

CD120 b: Receptor 2 del TNF

CD62P: P-selectina

[*C]-5-HT: 5-Hidroxitriptamina

CXCR-4: Receptor 4 de quimiocinas

DM2: Diabetes Mellitus tipo 2

DNA: Acido Desoxirribonucléico

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

EVC: Evento Vascular Cerebral

FAS: Ligando FAS vinculado a apoptosis

GM-CSF: Factor estimulante de las colonias de granulocitos macréfagos
HbA1.. Hemoglobina glicada

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HR: Razén de Riesgo (hazard ratio)

lIg/lllA - Glicoproteina plaquetaria llg/lIlia



ICAM-1: Molécula de adhesion cellular vascular-1

IFN-y: Interferon Gama

IgSF: Superfamilia de Inmunoglobulinas

IL-1: Interleucina-1

IL-4: Interleucina-4

IL-8: Interleucina-8

IL-13: Interleucina-13

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LDLr: receptor de lipoproteinas de baja densidad

LFA-1: lymphocyte function -associated antigen -1

Mac-1: Receptor-1 de Macroéfago

MCP-1: Proteina quimiotactica de Monocito-1

MIP-1: Proteina inflamatoria del Macrégago-1 alfa

MMP: Metaloproteinasas de Matriz

NF-AT: Factor Nuclear de Células T

NFk: Factor de Transcripcion Nuclear Kappa Beta

NO: Oxido Nitrico

OASIS: Organization to Assess Strategies in Acute Ischemic Syndromes
Investigators trial.

OR: Razon de momios (odds ratio)

Ox40: Receptor CD 134 del neutrofilo

PAC-1: Compuesto activador procaspasa-1

PAI-1: Inhibidor del activador del plasmindgeno-1

PF4. Factor plaquetario 4

PG12: Prostaciclina

PPARYy: Receptor activador para la proliferacion de los peroxisomas gama
PSGL-1- Glicoproteina P-selectina ligando-1

RANK: Receptor Activador del Factor de Transcripcion Nuclear k B
RANTES: Ligando 5 de quimiocina



RNA: Acido Ribonucléico

RR: Riesgo Relativo

sCD40L: Forma soluble del Ligando CD40 plaquetario

SCDA40LT: Forma trimérica de sCD40L

SDF-1: Factor Derivado de Estoma Celular-1

SFLLRN: Péptido Activador del Receptor de Trombina o TRAP

sICAM-1: Forma soluble de la Molécula de Adhesion Intercelular -1
sVCAM-1: Forma soluble de la Molécula de Adhesion Celular Vasculaar-1
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa

TNFR- Receptor de Factor de Necrosis Tumoral

TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado al TNF

TRAP-1: Péptido Activador del Receptor de Trombina

VCAM-1: Molécula de Adhesion Celular Vascular-1

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad

VWF: Factor de vonWillebrand

WHS.- Women’s Healt Study

41BB: También llamado CD 137, es miembro de la superfamilia de receptors del
TNF
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l. RESUMEN.

Resumen. La diabetes mellitus incrementa el riesgo de aterosclerosis y trombosis.
Algunos hipoglucemiantes orales pueden atenuar los mecanismos patogénicos implicados
en la iniciacion, mantenimiento y progresion de la placa de aterosclerosis.

Objetivo. Evaluar el efecto de Rosiglitazona en la expresiéon del Ligando CD40
plaquetario y en la fraccion soluble de las moléculas de adhesién vascular ICAM-1 y
VCAM-1 en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Tipo de estudio. Ensayo Clinico Aleatorizado Controlado de grupos paralelos.

Lugar de realizacion. Departamento de Medicina Interna del HECMNR.

Sujetos de estudio. 40 pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Material y métodos. Los pacientes con diabetes mellitus 2 en tratamiento con Metformin,
ya sea como monoterapia o en tratamiento combinado con Glibenclamida, se
aleatorizaron a sustituir el Metformin por Rosiglitazona o a continuar con su tratamiento
sin cambio. Se tomaron muestras basales y posteriormente cada cuatro semanas durante
12 semanas para determinar CD40 plaguetario mediante citometria de flujo, asi como
ICAM-1 y VCAM-1 solubles en suero mediante ELISA.

Resultados. Al inicio del estudio no hubo diferencia significativa en la expresion de
CD40L plaquetario entre los grupos de Metformin y Rosiglitazona (4840+4600 UFT Vs
5135+8335 UFT, p= 0.89) , a las 12 semanas de tratamiento hubo una reduccion
estadisticamente significativa en el grupo experimental (12011+10390 UFT Vs 6146+4878
UFT p= 0.04). ElI mayor efecto se observé en el grupo de monoterapia (15116 UFT Vs
4082 UFT p=0.01). Las fracciones solubles de VCAM-1 se redujeron en 36% y el ICAM-1
en un 26% en el grupo experimental, no observando este efecto en el grupo control, sin
embargo no se alcanzé significancia significativa. De igual manera el mayor efecto se
observé en el grupo de monoterapia.

Conclusiones: La Rosiglitazona disminuye la expresion del CD40L plaquetario y al
mismo tiempo que disminuye los marcadores solubles de activacion de las células
endoteliales VCAM-1 e ICAM-1 en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Palabras Claves: Diabetes mellitus, Rosiglitazona, Ligando CD40
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ABSTRACT

Abstract: Diabetes mellitus increases the risk of atherosclerosis and thrombosis. Some
oral hypoglycemic agents may attenuate the pathogenic mechanisms involved in the
initiation, maintenance and progression of atherosclerotic plaque.

Objective: To assess the effect of Rosiglitazone on the expression of platelet CD40 ligand
and the soluble fraction of vascular adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 in patients
with type 2 diabetes mellitus.

Type of study: Randomized Clinical Trial

Place: Department of Internal Medicine HECMNR.

Study subjects: 40 patients with type 2 diabetes mellitus.
Material and methods: The patients with diabetes mellitus type 2 treated with metformin,
either as monotherapy or in combination with glibenclamide, were randomized to replaced
the Metformin for Rosiglitazone or continue their treatment with no change. Samples were
taken at baseline and every four weeks for 12 weeks to determine platelet CD40L platelet
by flow cytometry, and ICAM-1 and soluble VCAM-1 in serum by ELISA.

Results: At baseline there was no significant difference in the expression of platelet
CD40L between the groups of Rosiglitazone and Metformin (4840 +4600 vs. 5135 +8335
UFT UFT, p = 0.89) at 12 weeks of treatment there was a statistically significant difference
in the experimental group (12011 + 6146 vs 10390 + 4878 UFT UFT p = 0.04).

The greatest effect was seen in the monotherapy group there was a 19% reduction in the
expression of platelet CD40L (baseline 5020 UFT vs. 5072 UFT [p = 0.98] and 12 weeks
15116 UFT Vs 4082 UFT [p= 0.01]).

Fractions of soluble VCAM-1 were reduced by 36% and ICAM-1 by 26% in the
experimental group did not observe this effect in the control group, however not reach
statistical significance. Similarly, the greatest effect was observed in the monotherapy
group

Conclusions: Rosiglitazone decreases the expression of platelet CD40L and
simultaneously decreases soluble markers of endothelial cell activation VCAM-1 and
ICAM-1 in patients with type 2 diabetes mellitus.
Key Words: Diabetes mellitus, Rosiglitazone, CD40 ligand
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1. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus es un trastorno en el metabolismo de los carbohidratos que
se caracteriza por una hiperglucemia cronica. Esta hiperglucemia conduce a una
serie de alteraciones en la homeostasis vascular, incrementando el riesgo de que
las personas que la padecen sufran de aterosclerosis en diferentes territorios
vasculares. Cuando la placa de ateroma se rompe, se forma un trombo en la luz
del vaso. Esta es la causa por la que el 70% a 80% de los pacientes diabéticos
muere de un evento trombatico.

El conocimiento de los mecanismos subyacentes que dirigen a la formacion de
aterosclerosis es imperativo para poder disefiar estrategias terapéuticas que
limiten el progreso de la lesion.

Recientemente la via de sefial CD40/CD40L ha surgido como un importante
contribuidor en el inicio, mantenimiento y progresion de la aterosclerosis. EI CD40
es una glicoproteina fosforilada transmembrana, que se expresa constitutivamente
en la superficie plaquetaria. Este receptor también es expresado en las células
endoteliales. Su complemento, CD40L (llamado formalmente CD154) es una
glicoproteina que se encuentra preformada en el citoplasma de la plaqueta y que
tras su activacion es expresado en su superficie y después de algunos minutos, se
libera a la circulacién en una forma soluble, biolégicamente activa.

En el endotelio, existen algunas proteinas que son ligandos celulares (ICAM-1,
VCAM-1, E-selectina, etc) principalmente de leucocitos, cuya funcién es reclutar
células inflamatorias en sitios de activacion endotelial. Entre mayor sea la

expresion de este tipo de moléculas, existe un mayor riesgo de sufrir futuros
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eventos tromboticos.

Tanto el CD40L expresado en la plaqueta, como su forma soluble (sCD40L) se
unen a su complementario CD40 en la superficie de las células endoteliales,
activandolas y produciendo la sobre-expresion de moléculas de adhesion celular
ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina, lo que ocasiona, a su vez, un mayor reclutamiento
de células inflamatorias en la pared vascular y contribuyendo de este modo a la
progresion de la aterosclerosis.

Se ha demostrado en modelos animales que la interrupcion de la via CD40/CD40L
puede limitar las lesiones aterosclerosas.

Las tiazolidinedionas, unos medicamentos utilizados para reducir la glucosa en
sangre de pacientes diabéticos, son agonistas del receptor PPARy. Con base, en
el conocimiento de que las plaquetas contienen ligando PPARYy en su citoplasma,
se ha estudiado el efecto de estos medicamentos en la funcion plaquetaria y se ha
observado que atenua la activacion plaquetaria al interrumpir la via de sefial
CD40/CD40L. Asi mismo, se han evaluado las concentraciones séricas de la
fraccion soluble de CD40L posterior al tratamiento con Rosiglitazona, demostrando
que también puede reducirse esta fraccion en suero de pacientes tratados, sin que
hasta el momento haya sido evaluado el efecto directamente en las células
implicadas, ni las consecuencias inmediatas en las moléculas que reflejan la
activacion endotelial.

Es por ello que nos propusimos la hipdtesis de que el tratamiento con
Rosiglitazona puede disminuir la expresion del CD40 en la superficie plaquetaria,

asi como reducir las concentraciones plasmaticas de la fraccion soluble de las
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moléculas de adhesion celular del endotelio vascular ICAM-1 y VCAM-1 en

pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2.
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2. ANTECEDENTES

1.- Diabetes Mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2, es una enfermedad que se caracteriza por una
alteracion en el metabolismo de los carbohidratos, cuya caracteristica principal es
un estado de hiperglucemia cronica.

Actualmente, la diabetes mellitus esta presente en proporciones epidémicas,
constituyendo un grave problema de salud publica, siendo la enfermedad
metabdlica mas comun, estimandose que para el afio 2010 habra en el mundo 216
millones de individuos afectados (1).

En México, segun reportes de la encuesta nacional de salud del afio 2000 en los
individuos de 20 afios o mayores la prevalencia de Diabetes fue de 7.5%. Al
expandir estos resultados se estim6 que existen al menos 2.8 millones de adultos
que se conocen diabéticos. Ademas 820 mil sujetos estan afectados pero no
habian sido diagnosticados. La prevalencia fue ligeramente mayor en mujeres
que en los hombres (7.8% y 7.2% respectivamente). La prevalencia en
derechohabientes del IMSS fue de 8.9% (2).

Datos mas recientes aunque aun preliminares reportados en la ENSANUT 2006
encontré una prevalencia practicamente idéntica siendo de 7% a nivel nacional,
aunque los datos definitivos aun estan por confirmarse (3).

Los individuos con diabetes tienen un riesgo elevado de padecer enfermedades
secundarias en diversos 6rganos diana como lo son el rifidn, retina y sistema
nervioso central y periférico, entre otros. Esta alteracion en la homeostasis de los

organos y sistemas se debe en gran parte al dafio vascular que se encuentra
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asociado a la diabetes, tanto en vasos de pequeiio calibre (microangiopatia) como
en los de gran calibre (macroangiopatia), lo cual predispone al sujeto diabético a
sufrir aterosclerosis.

2.- Aterosclerosis

La arterioesclerosis es el término genérico usado para referirse al endurecimiento
de las arterias de todos los tamafios. A diferencia de la aterosclerosis, termino
descriptivo para las lesiones gruesas y duras de la muscular de las arterias
elasticas. Estas lesiones son ricas en lipidos y suceden en la intima, aunque la
media y la adventicia también pueden estar involucradas. Las lesiones son
generalmente excéntricas y, se pueden complicar con la formacion de un trombo
ya sea mural u oclusivo, pudiendo causar isquemia, con el inicio de angina o
necrosis y la secuela clinica caracteristica del infarto al miocardio, infarto cerebral
0 gangrena de las extremidades, entonces el término es llamado aterotrombosis
(4).

El impacto derivado de las complicaciones de la aterosclerosis es enorme. Las
enfermedades cardiovasculares, incluyendo el EVC, son la principal causa de
enfermedad y muerte en la mayoria de los paises. En estados Unidos se estima
gue existen 62 millones de personas con enfermedad cardiovascular y 50 millones
de personas con hipertension. En el afio 2000, aproximadamente 946, 000
muertes se atribuyen a enfermedad cardiovascular, representando el 39% de

todas las muertes en los Estados Unidos (5).
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3.- Diabetes Mellitus como factor de riesgo para enfermedades
cardiovasculares

Los pacientes con diabetes tienen un riesgo incrementado de padecer enfermedad
cardiovascular, un riesgo que contribuye a disminuir significativamente la
expectativa de vida. Se espera que las enfermedades cardiovasculares sean la
principal causa de mortalidad a nivel mundial en los proximos 15 afios debido a un
rapido incremento en la prevalencia en paises en desarrollo y en Europa del este,
ademas al incremento en la prevalencia de obesidad y diabetes en el mundo
occidental. Las enfermedades cardiovasculares también son la causa mas comun
de muerte en hombres europeos de menos de 65 afos y la segunda causa de
muerte en mujeres (6).

El riesgo de sufrir un infarto en pacientes con diabetes es comparable al de la
recurrencia de un infarto en una persona sin diabetes. De los pacientes con
diabetes el 75 a 80% muere a causa de un evento tromboético. La diabetes esta
asociada con un incremento de 2 a 4 veces en el riesgo de enfermedad
cardiovascular. Este incremento en el riesgo es el principal factor subyacente al
exceso de mortalidad y reduccion en la expectativa de vida de personas con
diabetes mellitus tipo 2. La expectativa de vida de un hombre o mujer que se
diagnostica con diabetes a los 40 afios de edad se reduce un estimado de 8 afios
en comparacion con individuos sin diabetes. En un meta-analisis de 27 estudios
gue reportaron la muerte total de enfermedad coronaria de acuerdo a su estado de
diabetes, el riesgo para enfermedad coronaria fatal fue 3 veces mas alto en

personas con diabetes tipo 2 que en aquello sin diabetes (5.4% Vs 1.6%); también
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el riesgo relativo de evento coronario fatal se encontréo 50% mas alto en hombres
gue en mujeres.

Una variedad de mecanismos subyacen el incremento en el riesgo de eventos
cardiovasculares en pacientes con diabetes. La resistencia a la insulina en el
musculo esquelético disminuye el aprovechamiento de la glucosa y el uso de
acidos grasos libres, ocasionando hiperglucemia y altos niveles de acidos grasos
libres circulantes e hiperinsulinemia compensatoria. Un exceso de acidos grasos
libres estimula la sobreproduccion de particulas lipoprotéicas ricas en triglicéridos,
incluyendo las aterogénicas lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y una
disminucién en las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Esta dislipidemia
ocasiona disfuncion endotelial, un estado de deficiencia de oOxido nitrico e
incremento en los mediadores que promueven la vasoconstriccion y aceleran la
formacion, progresion, y ruptura de la placa aterosclerética; la disfuncion endotelial
ocasiona mayor deterioro de la accibn de la insulina y un ciclo de
retroalimentacion negativo. El depdsito de los lipidos, particularmente de
lipoproteinas de muy baja densidad , y el estres oxidativo en la pared de los vasos
causa liberacion de citocinas proinflamatorias y moléculas de adhesion (como
Interleucina-1, TNF-a, y molécula de adhesién celular vascular-1), las cuales
instauran una cadena de respuestas que finalmente ocasionan la formacion de
células espumosas y el subsecuente desarrollo de las lesiones ateroscleroticas
vulnerables a ruptura. Los resultados de estudios de ratas con diabetes sugieren
que la expresion de genes de colageno estd incrementada en diabetes,

conduciendo a la elaboracion de matriz extracelular. La disminucion en la sintesis
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y actividad de las metaloproteinasas en la diabetes contribuye a un incremento en
el deposito de colageno y al remodelado patoldgico en la vasculatura arterial. Las
concentraciones elevadas de glucosa pueden inducir una regulacion discordante
del sistema MMP en las células vasculares. El incremento en las actividades de
MMP-1, MMP-1, y MMP-9 inducidas por los altos niveles de glucosa pueden
promover la degradacion de la matriz, acelerando asi la aterogénesis y reduciendo
potencialmente la estabilidad de la placa. Las placas obtenidas de pacientes con
diabetes contienen mas macréfagos, los cuales secretan MMPs, y menos
colageno comparadas con aquellas de pacientes sin diabetes, y se piensa que asi
las placas seran mas inestables que las de pacientes sin diabetes.

La diabetes mellitus tipo 2 y el sindrome metabdlico (incluyendo la resistencia a la
insulina) que frecuentemente subyace, es un estado de hiper coagulabilidad
caracterizado por un incremento en la reactividad plaquetaria, mayor actividad del
sistema de coagulacion, y deterioro en la fibrinolisis; predisponiendo asi a la
aterosclerosis. El aumento de los agregados plaquetarios circulantes, la
agregacion plaquetaria en respuesta a los agonistas plaquetarios y la fuerza
contractil, y la presencia de elevadas concentraciones de productos de liberacion
plaguetaria en plasma, como tromboxano B2, Beta trombomudulina, factor
plaguetario 4, proporcionan evidencia de la hiperactividad plaquetaria en pacientes
con diabetes. Las concentraciones de varios marcadores de activacion de la
coagulacion, como fragmentos de activacion de protrombina 1 y 2 y complejos
trombnina-antitrombina, estan incrementados en pacientes con diabetes, asi como

los marcadores en plasma de los factores para trombosis (fibrindgeno, Factor VI,
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Factor VIII, Factor Xl, Factor XII, calicreina, y factor de von Willebrand). El sistema
fibrinolitico (primera medida para remover el coagulo) es menos efectiva en
diabetes debido las estructuras anormales del coagulo que son mas resistentes a
la degradacion, y se suprimen como resultado de las altas concentraciones
sanguineas de inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1). La expresion y
secrecion de PAI-1 en el endotelio de las células musculares lisas esta
incrementado en pacientes con diabetes por insulina, moléculas relacionadas a
insulina, y triglicéridos VLDL; tanto en especimenes de ateroma de pacientes que
se someten a angiogplastia transluminal percutanea como en los pacientes
sometidos a cirugia revascularizacion coronaria las concentraciones de PAI-1 son
sustancialmente mas altas que en aquellas de pacientes sin diabetes con un grado
similar de enfermedad cardiovascular.(7)

Todas estas alteraciones moleculares, se reflejan en los resultados adversos
observados en estudios clinicos que incluyen a pacientes diabéticos:

Después de sufrir un sindrome coronario agudo e infarto al miocardio las personas
con diabetes experimentan una mayor morbi- mortalidad que las personas sin
diabetes (8). El analisis de los datos recolectados por la organizacién para la
evaluacion de las estrategias de sindromes isquémicos (OASIS), mostré que la
diabetes incrementa significativamente la muerte por todas las causas y la
incidencia de un nuevo infarto al miocardio, EVC, e insuficiencia cardiaca durante
un seguimiento medio de dos afos en pacientes quienes estuvieron hospitalizados
por angina inestable o infarto al miocardio sin onda Q. Un estudio similar de

pacientes hospitalizados con un infarto al miocardio confirmado, encontré que la
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diabetes estuvo asociada con una razon de riesgo ajustada para mortalidad de 1.7
(IC 95% 1.2 a 2.3) comparada con pacientes sin diabetes y sin infarto al miocardio
previo (9).

En general la diabetes confiere tanto riesgo adicional como el haber padecido
previamente un infarto al miocardio, y el nimero de eventos cardiovasculares
asociados con diabetes continda en crecimiento. En la ciudad de Nueva York en
la década de 1989 a 1999, el porcentaje de todos los infartos al miocardio
ocurridos en pacientes diabéticos se incrementd de 21% a 36%, y el nUmero de
dias hospitalizados asociados con infarto al miocardio se incrementé un 51% a
pesar de la reduccion en los dias de hospitalizacidbn en pacientes con infarto al
miocardio en la poblacién general (10).

Ademas de los factores de riesgo tradicionales asociados a enfermedad
cardiovascular e insuficiencia cardiaca, un numero de factores de riesgo
especificos de diabetes contribuyen al incremento en la morbilidad y mortalidad de
la enfermedad arterial coronaria. Por ejemplo, los pacientes con diabetes tienen
placas ateroscleréticas ricas en lipidos que son mas vulnerables a la ruptura que
aquellas encontradas en pacientes sin diabetes. (11)

El andlisis de las placas de ateroma tomadas de pacientes diabéticos sometidos a
endarterectomia indican que contienen mas tipos de células inflamatorias vy
marcadores inflamatorios y tiene un mayor contenido lipidico que las placas de
sujetos no diabéticos. Este incremento en la reaccion inflamatoria puede resultar
de una sobre-expresion de receptores de productos finales de la glucosilacion

avanzada, los cuales correlacionan linealmente con los niveles de HbAlc . Los



22

productos finales de la glucosilacion avanzada pueden incrementar la actividad de
las metaloproteinasas de la matriz lo cual puede desestabilizar la placa.
Adicionalmente, las plaguetas tomadas de pacientes diabéticos exhiben un
incremento en la agregabilidad e incremento en la expresion de moléculas de
adhesion dependientes de activacion, como glicoproteina llg/lllay CD40L, factores
gue contribuyen a la formacion del trombo (12).

La diabetes también incrementa el riesgo de insuficiencia cardiaca. Los pacientes
con diabetes tienen dos a cinco veces mas probabilidad de desarrollar
insuficiencia cardiaca que aquellos sin diabetes (13) y siguiendo al desarrollo de
insuficiencia cardiaca, los pacientes diabéticos tienen una mayor mortalidad y
morbilidad asociada a insuficiencia cardiaca (14).

Como podemos observar, es evidente la importancia que tiene la diabetes en el
riesgo de desarrollar aterosclerosis, y no menor es la relevancia de las
complicaciones trombdticas, generando elevada mortalidad y una impresionante
carga para los sistemas de salud.

3.- Moléculas de Adhesion Celular: ICAM-1y VCAM-1

Las moléculas de adhesion celular, son estructuras codificadas por genes de la
superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF), y consisten en mas de 25 moléculas
que tiene una serie de dominios globulares, formados por puentes disulfuro,
semejando aquellos encontrados en las inmunoglobulinas. Como con las
integrinas, estas moléculas son responsables de la adhesion a otros ligandos de

superficie celular y tienen importantes funciones de seial.
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Molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1, CD54). Fue originalmente
descubierta como una molécula responsable para adhesion celular heterotipica.
Su porcion extracelular esta organizada en cinco dominios Ig-like. Los ligandos
para la mayoria de los dominios N-terminal de ICAM-1 incluyen LFA-1,
fibrindgeno, y la mayoria de los serotipos de rinovirus , mientras el tercer dominio
es reconocido por MAC-1. ICAM-1 es constitutivamente expresada a lo largo de la
superficie luminal, intercelular, y subluminal de las células endoteliales. Varios
estimulos incluyendo IL-1, TNFa, endotoxinas bacterianas, y IFN-y son capaces
de inducir un incremento en su expresion, pero IFN-y induce selectivamente la
expresion de ICAM-1 sin afectar la expresion de otras moléculas de expresion. La
expresion de ICAM-1 puede inducirse sobre los eosinofilos asi como en otras
células, incluyendo células epiteliales de respiratorias.

Molécula de Adhesion Celular Vascular-1 (VCAM-1, CD106). Fue
originalmente identificada como una estructura celular inducible por citocinas.
Puede expresarse en dos modos diferentes, existiendo principalmente en una
forma de siete dominios (648 aminoacidos de longitud) y otra forma mas rara e
seis dominios. Existe una gran homologia entre los dominios N-terminal y los
dominios 4 a 6, probablemente un resultado de la duplicacion genética. La
expresion de VCAM-1 ha sido detectada sobre otros tipos celulares aparte del
endotelio, incluyendo macrofagos, células dentriticas, astrocitos, células
estromales de meédula Osea, y lineas celulares del epitelio respiratorio. La
expresion de VCAM-1 sobre células endoteliales de vena umbilical esta

concentrada principalmente sobre la superficie luminal. VCAM-1 puede ser
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inducida de novo dentro de varias horas después de la exposicion a IL-1, TNF-a, o
endotoxina bacteriana; la expresion alcanza niveles maximos a las 24 a 48 hrs.
Sin embargo, estas condiciones de tratamiento ocasionan la incremento en la
expresion de otras moléculas de adhesion endoteliales, incluyendo ICAM-1 y E-
selectina. En contraste, el tratamiento de células endoteliales con IL-4 o IL-13
ocasiona una induccion selectiva de VCAM-1, y la combinacién de IL-4 con TNF-a
es sinérgica debido a la activacion transcripcional y estabilizacion del RNA

mensajero de VCAM-1 (15).

Las moléculas de adhesion celular han sido evaluadas como marcadores de

riesgo de futuros eventos cardiovasculares.

En un estudio de cohorte realizado entre noviembre 1996 y junio 2000, a un total
de 1246 pacientes incluidos originalmente en el estudio AtheroGene, se les
determinaron las concentraciones basales de sVCAM-1, sICAM-1, y E-selectina y
se siguieron un promedio de 2.7 afios.

La razén de riesgo ajustada asociada con concentraciones basales de sVCAM-1
que excedian el umbral del percentil 75 fue de 2.6 (IC 95% 1.5 a 4.4, P=0.001).
Con el percentil 502 usada como punto de corte, la razon de riesgo asociada con
las concentraciones basales de sICAM o E-selectina que excedian este umbral fue
de 2.1 (IC 95% 1.3 a 3.5, P=0.003) y 2.2 (IC 95% 1.3 a 4.0, P=0.005),
respectivamente.

Cuando se analizaron los puntos finales primarios combinados de quienes

murieron de causas cardiovasculares o infartos no fatales, después de ajustar
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para los factores de riesgo clasicos, clinicos, y caracteristicas terapéuticas, las
concentraciones de sVCAM permanecieron como factores predictivos
independientes. Concluyendo que estas moléculas de adhesion celulares
constituyen elementos que pueden predecir futuros eventos cardiovasculares (16).
De igual manera Igbal Malik y cools. publicaron una cohorte de 643 pacientes con
enfermedad arterial coronaria, midiendo las concentraciones basales de ICAM-1,
VCAM-1, E-selectinay P-selectina y la compararon con 1278 pacientes controles
gue se habian monitorizado durante 16 afios. En sus resultados observaron que
para ICAM-1, la OR para enfermedad cardiovascular fue de 1.68 (IC95% 1.32-
2.14). Para VCAM-1 la OR para enfermedad cardiovascular fue de 1.26 (0.99-
1.61), concluyendo igualmente que constituyen fuertes predictores de riesgo

cardiovascular (17).

4.- Las Plaquetas y su papel en la Aterosclerosis

Las plaquetas son pequefios fragmentos anucleados que se forman del citoplasma
de los megacariocitos de la médula 6sea y tiene forma de discos aplanados. Para
formar y liberar las plaquetas, los megacariocitos se convierten en células
poliploides por endomitosis y siguen un programa de maduracion que consiste en
un incremento del volumen de su citoplasma y en la formacién multiples procesos
largos llamados proplaguetas. Un megacariocito puede dar lugar hasta 10 a 20
proplaguetas; cada una de ellas inicia como una protrusion roma y con el curso
del tiempo se adelgaza progresivamente hasta formar las plaguetas. Conforme se

estan desarrollando, el contenido de granulos y organelos citoplasmicos se reparte
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entre ellas. Una vez que las plaquetas nacientes se llenan con sus componentes y
un solo microtubulo (de aproximadamente 100um de longitud) es llevada a la
periferia y liberada a la circulacién. Este proceso de formacién de la plaqueta
puede dividirse arbitrariamente en dos fases. La primera etapa requiere dias para
completarse, se induce por factores de crecimiento especificos de megacariocitos.
Esta fase se caracteriza por una proliferacion nuclear masiva de hasta 4-64 veces
la cantidad normal de DNA y por el crecimiento del citoplasma de los
megacariocitos el cual se llena con proteinas del citoesqueleto, granulos
especificos de plaquetas, y suficiente membrana para completar el proceso de
formacion de la plaqueta. En la segunda etapa, la cual es relativamente rapida y
se completa en horas, las proplaguetas maduran y los pequefios discos
plaguetarios una vez maduros son liberados a la circulacion. Las plaquetas
contienen en su citoplasma dos tipos de granulos que almacenan, y una vez
activadas liberan su contenido : 1) granulos-a, los cuales contienen proteinas
adhesivas (fibrindgeno, fibronectina, trombospondina, y VWF), procoagulantes
(factor V, factor 4 plaquetario [PF4]), factores de crecimiento, proteinas de
adhesiéon (P-selectina), y enzimas (plasminégeno); y 2) granulos densos, los
cuales contienen ADP, adenosin trifosfato (ATP), serotonina y otros factores. El
rango de vida media de las plaquetas en la circulacion es de 7 a 10 dias, alrededor
de una tercera parte de las ellas se encuentra en el bazo en una reserva
intercambiable. La evidencia muestra que en individuos normales la mayoria de
las plaquetas son removidas por envejecimiento mas que por utilizacion. Las

plaguetas no sélo secretan factores pro-coagulantes, sino que también endocitan
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moléculas de la circulacion (18)

La idea tradicional que se tiene de las plaguetas es a considerarlas simplemente
como fragmentos subcelulares y anucleares que se encuentran circulando en la
sangre como pequefos discos mitigando hemorragias. Este proceso hemostatico
requiere la activacion plaquetaria, una compleja cadena de eventos que involucran
unos rapidos cambios estructurales que activan receptores de adhesion,
remodelacion del citoesqueleto, y que conducen a la eventual sintesis y secrecion
de varios factores derivados de las plaquetas. El resultado de esta cascada es la
formacion de un trombo dependiente de plaquetas que atenua principalmente la
hemorragia pero, desde el punto de vista fisiopatologico, contribuye a los eventos
vasculares oclusivos.

Estas realidades clinicas han conducido a la falsa idea que las plaguetas estan
involucradas casi exclusivamente en la trombosis y hemostasia. Este sesgo se ha
reflejado principalmente en el uso predominante de la agregometria plaguetaria
como el método estandar para cuantificar la activacién plaquetaria ex vivo. Esta
técnica, sin embargo, solo identifica la unién plaqueta-plaqueta (agregados
homotipicos) y, en el sentido clinico, ha promovido a una vision relativamente
simplista de la funcion plaquetaria. La atencion en la trombosis dependiente de
plagueta ha hecho de la agregacion plaquetaria un objetivo terapéutico comun en
los sindromes que involucran la oclusiéon vascular. Sin embargo, el proceso
meramente preventivo de la union plagueta-plaqueta no siempre puede traducirse
en eficacia clinica como se ha visto en los recientes resultados decepcionantes

asociados con el uso de los inhibidores orales I/, .(19)
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Esta idea clasica acerca de que la principal funcion de una plaqueta se encuentra
en la hemostasia ha cambiado debido a las investigaciones realizadas en altimos
afios, las cuales confirman a las plaguetas como elementos importantes
mediadores de inflamacién crénica. EI campo de la biologia de la plaqueta
rapidamente se esta expandiendo y ha vinculado a la plaqueta a las
complicaciones vasculares observadas en enfermedades cardiovasculares y en
diabetes mellitus tipo 2.

Se conoce que las plaquetas producen mediadores inflamatorios incluyendo
factores de crecimiento derivados de plaquetas, factor plaquetario 4, y factor de
crecimiento tranformante . Se sabe también que las plaquetas se unen, via P-
selectina (CD62P) que se expresa en la superficie de las plaquetas activadas, a
los receptores de leucocitos, glicoproteina P-selectina ligando-1 (PSGL-1). La
relevancia de esta unién se sustenta por un estudio que demuestra que la infusion
de la forma soluble recombinante humana de glucoproteina P-selectina ligando-1
en un modelo animal de lesién vascular redujo la lesi6bn miocérdica por reperfusion
y preservo la funcion del endotelio vascular. La implicacion clinica de los
agregados heterotropicos se evidencia en los estudios que demuestran que
después del infarto agudo al miocardio, los agregados monocitos-plaquetas estan
incrementados y son un marcador mas sensible de activacion plaquetaria in vivo
que la P-selectina de la superficie plaquetaria. La ruptura de la placa promueve la
activacion de la respuesta inflamatoria, y el hallazgo consistente de los agregados
heterotrépicos subraya la estrecha interaccion entre la inflamacion y la trombosis

en la enfermedad vascular.
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Ninguna plaqueta es idéntica en tamafio, composicion, forma, y densidad. Algunas
plaguetas, especialmente bajo ciertas condiciones patoldgicas, presentan un
fenotipo mas activado. El incremento en el tamafo plaquetario ha sido asociado a
diabetes mellitus tipo 2, hipertensidén, angina inestable, infarto al miocardio y
aterosclerosis, y puede ser parcialmente responsable por las plaquetas
hiperactivas caracteristicas de estas enfermedades. Las plaquetas mas grandes
tienen incrementada la sensibilidad al ADP, una molécula clave activadora de la
plagueta, y rapidamente forman agregados. Estas caracteristicas pueden ser
debidas a otros factores como el area de superficie debido a que la diferencia en
los tamafios puede acoplarse a alteraciones en la composicion plaquetaria.

No sélo las plaquetas de individuos con DM2 y ECV tienen incrementados los
niveles de bioactivadores, sino que ademdas muestran una reduccion en la
respuesta a mediadores que normalmente atenudan la activacion. Las plaquetas de
diabéticos son menos sensibles a los efectos de la prostaciclina (PGI2) y oxido
nitrico (NO), dos moléculas que inhiben la agregacién plaquetaria. Los individuos
ateroscleroticos tienen disminuido el 6xido nitrico debido a que las células
endoteliales dafiadas no pueden producir 6xido nitrico adecuadamente para
disminuir la respuesta inflamatoria. Otro factor confusor para hiperactividad en
plaquetas de diabéticos son los niveles disminuidos de antioxidantes los cuales
estan asociados con un incremento en la agregabilidad y niveles reducidos de
vitamina C (20).

5.- Ligando CD40 plaquetario y Ligando CD40 soluble

Contribuyendo a nuestro entendimiento del papel de las plaguetas en la
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inflamacion estan las interacciones del ligando CD40/CD40L.

El CD40 es una glicoproteina fosforilada que pertenece a la superfamilia de
receptores de Factor de Necrosis Tumoral (TNFR) que también incluye TNFR tipo
1 (p55-TNFR, CD120a) vy tipo Il (p75-TNFR, CD120 b), receptor de factor de
crecimiento nervioso de baja afinidad, CD27, CD30, CD95 (Fas/Apo), Ox40, DR-
3/4/5, RANK, y 4-IBB. La transcripcion del gen produce una proteina
transmembrana tipo 1 de 48kDa que comprende 277 aminoacidos. Esta
transcripcion probablemente ocurre via activacion del factor nuclear kB (NFkp)
dentro de la regién promotora. A nivel de aminoéacidos, el CD40 humano y murino
comparten 62% de la similitud de secuencia del dominio intracelular y los 32
residuos C-terminales alcanzan una equivalencia del 78% y 100%
respectivamente. Los modelos tridimensionales de la regidén extracelular de CD40
indicaron una fuerte homologia estructural al TNFR. Se describio inicialmente en
células del carcinoma de vejiga, pero ahora se sabe que también se expresa en
linfocitos B, Linfocitos T CD4+, monocitos, células dentriticas, y células
endoteliales sugiriendo que el CD40 tiene una amplia funcion in vivo. Estas células
comunmente expresan el receptor constitutivamente in vitro y muestran expresion
basal en tejidos no enfermos. La estimulacion con citocinas proinflamatorias, p.ej
IL-1, IL-3, TNF-alfa, GM-CSF, y particularmente IFN-y, incrementa la expresion de
CDA40 in vitro.

El complemento o ligando para el CD40, (CD40L, formalmente llamado CD154),
es una glicoproproteina miembro de la superfamilia de genes de TNF, a la que

pertenecen moléculas como TNF-a, ligando CD27, ligando CD30, Ligando FAS,



31

linfotoxina a/B, APRIL, ligando RANK, ligando Ox40, y TRAIL. La clonacion de
CD40L humano de linfocitos T periféricos activados usando sonda murina revel6
una secuencia de 13 kb de DNA, la cual comparte 80% de similitud con su
contraparte murina. La transcripcion de los genes CD40L alcanza unos 2.3 kb de
MRNA, codificando una proteina transmembrana tipo Il de 261 aminoéacidos.
Ademas de la proteina de 39kd asociada a la célula, formas mas pequefias
solubles del ligando se incrementan por mecanismos desconocidos.

Aparte de la fuente original, los linfocitos T activados, numerosos tipos celulares
expresan CD40L, incluyendo aquellos implicados en aterogenesis, principalmente
células endoteliales, células de musculo liso, macrofagos y plaquetas. En
contraste con el CD40, los cultivos de células inactivas y tejidos no enfermos
tipicamente no expresan el ligando de manera constitutiva. Ademas de las sefales
a través del receptor de células T para antigenos, las citocinas proinflamatorias,
como IL-1, IL-12, TNF-a, IFN-y, asi como los glucocorticoides, inducen la
expresion del ligando en linfocitos T, probablemente al activar el factor de
transcripcion proteina-1 (AP-1) y el factor nuclear de las células T (NF-AT). Es de
recalcar que el CD40L puede inducir su propia expresion.

Los trabajos iniciales sobre el receptor CD40 y su contraparte el ligando CD40L
(CD40L), consideraron su expresion limitada a los linfocitos B y linfocitos T CD4+,
respectivamente. Por lo tanto, los estudios funcionales se enfocaron sobre el papel
de las sefiales de CD40 en la interaccion de linfocitos B/T, mediando la
activacion y diferenciacion de células B dependiente de células T requerida para

las respuestas humorales maduras. La importancia de las interacciones
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CD40/CD40L en la respuesta inmune adaptativa fue enfatizada, por el
descubrimiento de que las mutaciones en el gen de CD40L que ocasionan una
alteracion entre éste y su complementario CD40 precipitan inmunodeficiencias
severas tanto en modelos animales como humanos. Un ejemplo de ello es el
sindrome de Hiper IgM ligado al X, una rara inmunodeficiencia caracterizada por
la ausencia de células B switcheadas de clase y de produccion de anticuerpos de
alta afinidad.

Aungue en algun tiempo las interacciones CD40/CD40L se reconocieron como de
importancia critica en la respuesta inmune adaptativa, ahora también se ha
demostrado que el CD40 regula una amplia gama de funciones biolégicas in vivo e
in vitro, extendiéndose su funcion desde de la inmunidad celular a la inflamacion,
dos proceso intimamente involucrados en la aterogénesis (21).

Recientes trabajos han demostrado que las sefiales CD40L/CD40 son criticas en
la patogénesis de la aterosclerosis. La identificaciébn de los linfocitos T como la
fuente original de CD40L en 1992 (22), junto con la presencia de linfocitos T
crénicamente activados en ateromas humanos, sent6 las bases para el posible
compromiso de este mediador inmune en la aterogénesis. Solo un afio después
Cocks y colaboradores (23) demostraron la expresion de transcriptos de CD40L
en cultivos de macréfagos. Mas tarde, Alderson y cols, mostraron que la expresion
constitutiva de la proteina CD40 en estos tipos celulares se incrementd en
respuesta a mediadores proinflamatorios de granulocitos, factor estimulador de la
colonia de granulocitos macrofagos e interferon y, moléculas sobre-expresadas en

ateromas humanos. En 1995, tres grupos reportaron independientemente la
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expresion funcional de CD40 sobre las células endoteliales. Los cultivos de células
endoteliales asi como el endotelio de tejido no enfermo expresé este receptor
constitutivamente. La estimulacion con IL-1, TNF-a, y particularmente IFN-y,
citocinas proinflamatorias abundamentes en el ateroma, incrementd la expresion
de CD40 endotelial in vitro. En 1997 se reportd (24) la co-localizacion tanto de
CD40 como de CD40L en las células endoteliales asociadas a ateroma, células de
musculo liso, y cultivo de macréfagos in vivo e in situ. Ademas, los linfocitos T
dentro de las lesiones ateroscleréticas humanas también expresaron CD40L.
Aunque originalmente fue controversial, varios grupos han confirmado
subsecuentemente la expresion de CD40L sobre tipos celulares no linfociticos.
Tanto el receptor como el ligando, se expresaron en cultivos de células
endoteliales, células de muasculo liso, y cultivos de macréfagos, estando funcional,
mediando varios procesos proaterogénicos . En estudios posteriores, se demostro
la expresion de CD40 y CD40L en tejido ateromatoso de ratones
hipercolesterolémicos con un patron de tinciébn similar al que se observd en
humanos.

Dada la prominencia de CD40 y CD40L en ateromas humanos y experimentales,
se demostro que la interrupcion de la sefial de CD40 modifica esta enfermedad.
El tratamiento con anticuerpos anti CD40L de raton limité la aterosclerosis en
ratones deficientes de receptor LDL los cuales habian consumido una dieta alta
en colesterol durante 12 semanas, reduciendo significativamente el tamafio y
contenido de lipidos de las lesiones ateroscleréticas en la aorta. Ademas, el

ateroma de los ratones tratados con anti-CD40L contenia marcadamente menor
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cantidad de macrofagos y lifoncitos T, y mostré una expresion reducida de
moléculas de adhesion y metaloproteinasas de matriz comparado con los
controles. Los estudios usando receptor de CD40L/ lipoproteinas de baja densidad
(LDLr) o ratones mutantes doble deficientes de CD40L/apolipoproteina E
confirmaron el papel crucial de la sefial de CD40 durante la iniciacion y progresion
de las lesiones ateroscleroticas en dos diferentes cepas de ratones. Estos
hallazgos proporcionan no soOlo evidencia de la importancia de las vias
inflamatorias en la formacion de ateroma en respuesta a elevadas cantidades LDL,
sino que ademas puntualizan las interacciones de CD40/CD40L como potenciales
blancos terapéuticos. De particular importancia es que la interrupcion de las
sefales alter6 la composicion del ateroma. El tratamiento con anticuerpo condujo
a una disminucién del contenido de mediadores proaterogénicos como los
macrofagos, lipidos y citocinas proinflamatorias, pero relativamente elevado
contenido de células de musculo liso y colageno fibrilar, la principal molécula
dentro de la capa fibrosa de la placa.

La interaccion CD40/CD40L juega un papel importante en toda la historia natural
de la aterosclerosis, desde su iniciacion, progresion hasta las complicaciones
trombadticas agudas consecuencia de la misma.

Alun permanece incierto cual es el detonante inicial de la expresion de CD40 y
CD40L dentro de los linfocitos T, macrofagos, células endoteliales y células de
musculo liso. Sin embargo, los candidatos involucrados podemos citar a las LDL
oxidadas, patégenos como Chlamydia pneumonia o las proteinas del choque

térmico, los cuales pueden alterar las fuerzas mecanicas y el microambiente.
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Como sustento de esta hipotesis, recientemente se demostré que la reducciéon de
lipidos limito la expresion de CD40L en ateromas experimentales. La presentacion
del antigeno a los linfocitos T puede proporcionar otra via temprana que inicie la
expresion de CD40L. Finalmente, el IFNy, una citocina expresada tempranamente
durante la aterogénesis, potencialmente induce la expresion de CD40/CD40L (20).
El incremento en la adhesion de células inmunocompetentes al endotelio puede
estar entre las funciones proaterogénicas mas tempranas mediadas por
CD40/CD40L. La unién de CD40 sobre las células endoteliales induce la expresion
de moléculas de adhesion a leucocitos como VCAM-1, E-selectina, e ICAM-1,
mientras que la unién de CD40 sobre los macréfagos desencadena la expresion
de LFA e ICAM-1. Notablemente, la estimulacion con CD40L incrementa la
adhesion de linfocitos T a los cultivos de células endoteliales, pero disminuye la
de los neutrdfilos, un tipo celular no detectado comunmente dentro del ateroma
humano no roto. La importancia de las moléculas de adhesion ha sido
demostrada en modelos experimentales en los cuales la deficiencia en las
moléculas de adhesion inducibles por CD40L como ICAM-1 y VCAM-1, o P/E-
selectina no soélo disminuy6 significativamente la adhesién de células
inmunocompetentes, sino que también redujo el tamafio de las lesiones
ateroscleroticas en ratones defiencientes de Apo-E (25).

Ademas de la adhesion de los leucocitos, probablemente las interacciones
CD40/CD40L en combinacion con IFNy, promueve una respuesta inmune Th1,
predominando en sitios de aterosclerosis. De hecho, las sefiales de CD40 parecen

ser suficientes para la induccion del dominio Thl, y la supresion del dominio Th2,
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respuestas inmunes in vivo e in vitro. Esta funcion puede involucrar la supresion
de la expresion IL-4 y la induccién de la expresion IL-12 por células endoteliales,
células de musculo liso y macrofagos. IL-12 dimerizado con la subunidad IL-1,
detona la sintesis de IFNy, una citocina que no sélo promueve directamente la
respuesta Thl, sino que ademas incrementa los niveles de CD40, sugiriendo un
posible mecanismo de retroalimentacion positiva. La union del CD40 a las células
asociadas al ateroma también puede inducir la expresion de IL-15. La
sobreexpresion de IL-15 en ateromas humanos y experimentales, es un potente
estimulador de la proliferacién de los linfocitos T y es sinérgico con IL-12 en la
produccion de IFNy , probablemente via incremento en la expresion de CD40 en
monocitos y de receptor de IL-12 en linfocitos T, acentuando asi, la respuesta
inmune predominante de Thl. Notablemente, IL-15 incrementa la expresion de
CD40L en linfocitos, ilustrando aun otra posible asa de retroalimentacion positiva
que puede operar en la aterogénesis. Es de notar, que las interacciones
CD40/CD40L aumentan la expresion de IL-18 activa, una citocina pro inflamatoria
abundantemente expresada en ateromas humanos, por varias vias. La union de
CD40 a las células de musculo liso y macréfagos no sélo induce la expresion del
precursor de esta citocina, sino que también incrementa la formacion de enzima
convertidora de IL-1B  activa (caspasa-1) necesaria para la maduracion del
precursor inactivo IL-1B. En sintesis, estos datos sugieren que las interacciones
CD40/CD40L desencadenan y/o sustentan wuna inflamacion conducida
predominantemente por citocinas Thl a través de varias vias, estableciendo asi la

reaccion inmune caracteristica de la aterogénesis.
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Respecto al papel del CD40 en los procesos de quimioatraccion involucrados en la
génesis de la placa de ateroma , cabe sefalar que la union de CD40 sobre las
células endoteliales, células de musculo liso, macrofagos vy linfocitos T detonan la
expresion y liberacion de quimioatrayentes sobre expresados dentro del ateroma
humano, como IL-8, MIP-1a, MIP-1 B, RANTES, SDF-1, y MCP-1. Estas
quimiocinas atraen y dirigen a los linfocitos T y macréfagos al ateroma,
sosteniendo asi la inflamacién cronica. La importancia de las sefiales de las
guimiocinas para la acumulacién de linfocitos T dentro de los sitios de inflamacién
cronica fue sustentada por la localizacién in vivo de SDF-1 y su receptor CXCR-4
(modulado por sefial CD40) en sinovial reumatoide humano. Ademas, la
deficiencia de receptores de quimiocinas no solo se asocié con disminucién de la
migracion de células inmunocompetentes, sino que también limité la respuesta
inmune mediada por Thl, probablemente mediada por deterioro en la expresion
de IFN-y. Este proceso puede estar asociado con una disminucién en la expresion
de CD40, debido a que el IFN-y proporciona una potente induccion de CD40 en
ateroma humano. De acuerdo con el papel crucial de las sefales de quimiocinas
en la aterogénesis, se ha demostrado que la ausencia de quimioatrayentes (p. €.
MCP-1), u otros receptores (p. ej receptor de quimiocinas C-C), disminuye
significativamente la progresion de lesiones ateroscleroticas en ratones.

También se ha encontrado un papel del CD40 en la modificacion de la matriz
extracelular en las placas de ateroma. De acuerdo con la hipotesis de que las
interacciones CD40/CD40L contribuyen a la pérdida de matriz extracelular en

lesiones ateroscleréticas, la interrupcion de las sefiales CD40 incremento
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significativamente el contenido lesional de colageno en ateroma de ratones.
Adicionalmente, varios estudios in vivo e in vitro sugieren un papel central para las
interacciones CD40/CD40L en la regulacion del potencial trombotico del ateroma.
La union del CD40 sobre las células endoteliales, células de musculo liso y
macrofagos induce potencialmente la expresion de factor tisular in vitro. La
disminucién de la expresion de trombomodulina, el receptor "anticoagulante” para
trombina por unidon de CD40, sustenta un eminente papel para las interacciones
CD40/CD40L en la determinacion del estado procoagulante de una célula. En
resumen, las interacciones CD40/CD40L median varios de los procesos en
diversos estadios de la ruptura de la placa y sus secuelas clinicas.
Desafortunadamente, no hay modelos experimentales disponibles de ruptura de la
placa para probar directamente la relevancia de las interacciones CD40/CD40L en
estos pasos finales de la aterogénesis.

Los hallazgos de que la interrupcién de las interacciones CD40/CD40L conducen a
que la placa adopte caracteristicas de estabilidad en humanos incrementa el
potencial de manipulacién de esta pareja receptor/ligando como herramienta
terapéutica. Esta inhibicion de CD40/CD40L también se ha buscado como
herramienta terapéutica en otras enfermedades inflamatorias cronicas, incluyendo
esclerosis multiple, nefritis lUpica, artritis y diabetes mellitus autoinmune y cancer.
Al igual que la aterosclerosis, estas enfermedades muestran una elevada
expresion local de CD40L dentro de los tejidos inflamados y/o sistémicos en el
suero de los pacientes afectados. La interrupcion de la interaccion CD40/CD40L

parece ser un excelente blanco terapéutico dado que en estudios in vivo se ha
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demostrado mejoria en enfermedades experimentales en animales con la
administracion de anticuerpos anti CD40L. El tratamiento continuo y/o sistematico,
puede proporcionar una terapia clinica atractiva para aterosclerosis, una
enfermedad que comunmente se desarrolla en el transcurso de décadas. Y
aunque permanece controversial si la interrupcion a corto plazo del “ciclo
inmunitario” puede ser suficiente para mediar los beneficios a largo plazo en
aterosclerosis, recientes estudios sustentan esta Ultima estrategia terapéutica en
el contexto de otras enfermedades inmunes. Una Unica aplicacion de anticuerpos
monoclonales humanizados contra CD40L proporcioné proteccion contra el
rechazo agudo del injerto renal. De hecho, ya se han iniciado estudios que
analizan la seguridad y farmacologia de los anticuerpos humanizados anti-CD40L,
pero se requiere de seguimiento a largo plazo para juzgar apropiadamente el
riesgo Yy beneficio de este tratamiento.

En contraste con la expresiéon de CD40 y CD40L, las vias de transduccion de
sefial desencadenadas por esta interaccion parecen diferir significativamente
dentro de ciertos tipos celulares en varios estadios de activacion y diferenciacion.
Vias de sefial distintas de CD40 pueden proporcionar nuevos blancos
terapéuticos permitiendo una intervencion mas especifica en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias. Desafortunadamente, a la fecha, existe muy poca
informacion acerca de las vias de sefial de CD40 en las células endoteliales,
células de musculo liso o macrofagos.

Como conclusion respecto al papel de la pareja CD40/CD40L en la aterosclerosis

conviene resaltar dos aspectos importantes: Primero, las sefiales CD40 pueden
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promover la expresion de mediadores proaterogénicos mal regulados por otras
citocinas como IL-1, TNF-a, o IFN-y. Ejemplos incluyen ciertos MMPs, caspasa 1,
y actividad procoagulante. Segundo, el CD40L promueve la expresion de una
amplia variedad de mediadores proaterogénicos y puede ocupar una posicion
proximal en la cascada de citocinas implicadas en la progresion de ateroma. Es
por eso que el espectro de funciones del CD40 abarca una amplia gama de
acciones implicadas en la patogenia de la enfermedad, desde etapas muy
tempranas de la aterogénesis hasta las complicaciones tardias como los eventos
tromboembdlicos agudos consecuencia de esta enfermedad. La capacidad de
CDA40L despertar mecanismo inflamatorios en la mayoria de las células implicadas
en la aterosclerosis enfatiza su potencial papel central en esta enfermedad.

Mas recientemente, las plaquetas, fueron afiadidas a la lista de fuentes de CD40L.
Estas células liberan ligando funcional, almacenado, presintetizado dentro de
segundos después de su activacion in vitro y durante la formacion del trombo in
Vivo.

Con la activacion, las plaquetas expresan CD40L en su membrana, el cual induce
cambios proinflamatorios en las células endoteliales via CD40 endotelial, como lo
demuestra el estudio realizado por Henn y colaboradores(26), quienes estudiaron
inicialmente a las plaquetas en reposo, siendo indetectable el CD40L en su
superficie, sin embargo posterior a un minuto de su activacion con un analogo de
la trombina, resultd en una sobre-expresion de CD40L en la superficie plaquetaria,
reflejando que la molécula se encuentra almacenada y presintetizada. Cuando se

incubaron las plaquetas no estimuladas (en reposo) con las células endoteliales de
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vena umbilical humanas por 4 horas, observaron una ligera sobrerregulacion de
las tres moléculas, reflejando probablemente una minima preactivacion de las
plaquetas por el procedimiento experimental. En contraste, las plaquetas activadas
por concentraciones fisiologicos de trombina humana sobre regularon
substancialmente la E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 sobre las células endoteliales
de cordén humanas. Esta sobreregulacion pudo ser bloqueada en gran parte por
el anticuerpo especifico TRAP1 (E-selectina: 90+9% s.e.m., n=5; VCAM-1 71 +
15%, n=5; ICAM-1 68+7%, n=5). Resultados similares se obtuvieron con células
endoteliales arteriales humanas. En contraste con reportes previos sobre
activacion de células endoteliales humanas de cordén umbilical por el CD40,
encontraron que con el CD40L sintético hubo una dramética sobreregulacion de E-
selectina, VCAM-1 e ICAM-1, la cual fue completamente bloqueada por TRAPL.
La magnitud del efecto alcanzado con el CD40L ligado a membrana fue similar a
aguellos observados con TNF-a (e interleucina-1), los cuales son los dos
mediadores mas potentes de inflamacion.

Aparte de la sobre-regulacion de las moléculas de adhesion, las células
endoteliales reaccionan a un estimulo inflamatorio secretando varias quimiocinas
incluyendo interleucina-8, el principal quimiotractor para los neutrdfilos, y MCP-1,
el cual recluta y activa monocitos. Ambas quimiocinas pueden ser usadas como
indicadores de la reaccion inflamatoria, debido a que estas no se almacenan en
las plaquetas. Después de co-incubar las plaquetas con las células endoteliales de
cordon umbilical humano por 4 hrs hubo una sustancial secrecion de IL-8 y MCP-

1. Esta secrecion fue parcialmente bloqueada por TRAP1 (IL_8: 39£19% s.e.m.,
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n=5; MCP-1 37+15% s.e.m., m=3), indicando que la interacciéon del CD40L
plaguetario con CD40 sobre las células endoteliales contribuye a la secrecion de
ambas quimiocinas por las células endoteliales.

Las plaquetas producen efectos paracrinos a través de la via CD40/CD40L.
Alrededor de 95% del sCD40L en el plasma es de origen plaquetario. El ligando
CD40L plaquetario esta sobre-expresado y el sCD40L esta incrementado en la
enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa, dos enfermedades caracterizadas por
inflamacion cronica. Dado que las plaquetas expresan CD40, su liberacién de
CDA40L permite que estas coactiven otras plaquetas y haya retroalimentacion entre
ellas mismas, aumentando la liberacion de mediadores proinflamatorios (20).

La sobre-regulacion de la via CD40/CD40L promueve la progresion de
aterosclerosis y puede incrementar el riesgo cardiovascular observado en
diabéticos. La disfuncion del endotelio observado en aterosclerosis es debida
parcialmente a la activacion de las células endoteliales por el sCD40L el cual
correlaciona con el incremento en el CD40L soluble y ligado a membrana en la
aterosclerosis. Esta carga de CD40L plaquetario afiadido a la disfuncién endotelial
estimulan directamente a la formacion de la placa. EI sCD40L activa a los
leucocitos y los recluta en la pared vascular, ocasionando la extravasacion de
células espumosas. Los diabéticos tienen incrementados los niveles de sCD40L
en su plasma y tienen incrementados los niveles de CD40L en sus membranas
plaguetarias. Este incremento puede ser una consecuencia de un descontrol de
los niveles de glucosa seéricos, debido a que la glucosa puede estimulas la

produccion de CD40L en megacariocitos de ratones e incrementar la liberacion de
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sCD40L en plaquetas humanas. Asi, la via de sCD40/CD40L es otro blanco
potencial para terapéutica antiplaqueta.

6.- Via CD40L/sCD40L como factor de riesgo cardiovascular

Con base en este fundamento teodrico se han realizado ya varios estudios clinicos
gue correlacionan las concentraciones séricas de ligando CD40L soluble (sCD40L)
con eventos cardiovasculares.

Heeschen y colaboradores (26) estudiaron 1265 pacientes con sindrome coronario
agudo incluidos originalmente en el estudio CAPTURE, con un seguimiento total
de 6 meses, subdividiendo a los pacientes en percentiles segun las
concentraciones seéricas de sCD40L. Aunque en las primeras 24 hrs del
seguimiento, las concentraciones séricas de este marcador y los eventos
cardiovasculares no presentaban diferencias estadisticamente significativas,
sorprendentemente en el seguimiento posterior se encontré una relacion directa
entre las concentraciones séricas del sCD40L y la probabilidad de muerte de
causa cardiovascular.

En otra investigacion, del tipo de casos y controles anidado en una cohorte,
realizada en los Estados Unidos, Schdnbeck y colaboradores (27) incluyeron a las
participantes del estudio Women’s Healt Study (WHS), que originalmente evaluaba
el efecto de la vitamina E y bajas dosis de aspirina como prevencion primaria para
eventos cardiovasculares en 28 263 mujeres americanas quienes no tenian ningun
historial de enfermedad cardiovascular ni cancer. El objetivo de esta investigacion
fue la evaluacion de las concentraciones séricas de sCD40L como un marcador

prondstico para desarrollar en el futuro eventos cardiovasculares en sujetos sanos.
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Para tal efecto las mujeres que desarrollaban infarto al miocardio no fatal, EVC o
muerte de causa cardiovascular eran elegidas como casos, que posteriormente se
comparaba con un control de caracteristicas demograficas similares. Los niveles
plasmaticos de sCD40L fueron mayores en el grupo de casos que en el de
controles (2.86+0.35 versus 2.091£0.19 ng/mL;<0.02). Cuando se estimo el riesgo
relativo de desarrollar un evento cardiovascular, asombrosamente se encontro que
aguellas mujeres quienes tenias las concentraciones séricas de sCD40L mas altas
(en la percentil 99) tenian un RR de 11.83 (IC 95% 1.50-93.0), quedando claro el
mayor riesgo de enfermedad vascular entre individuos que presentan
concentraciones altas de sCD40L incluso en personas sanas.

No obstante permanece incierto si las concentraciones circulantes de sCD40L
representan un marcador o una consecuencia de enfermedad cardiovascular,
como las elevaciones en sCD40L en esta poblacién particular de pacientes puede
ser secundaria al evento clinico (p. ej. liberacibn de CD40L de las plaquetas
después de la formacion del trombo), dandole la interpretacion a las elevadas
concentraciones de sCD40L como "inocentes” en este estadio del proceso de la
enfermedad.

Aunque el sCD40L ha sido caracterizado como un marcador de enfermedades
tromboticas, es mucho menos conocido su papel directo en la funcion de la
plaqueta. Se ha sugerido que el CD40L es un ligando a;pB3, un agonista
plaguetario, y que contribuye a la estabilidad del trombo arterial. Inwald y
colaboradores afadieron algo a la limitada informacion que concierne a los efectos

del sCD40L en la funcidn plaquetaria y demostraron que la union del CD40 puede
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ser un mecanismo para la activacion plaquetaria. Después de la incubacion de
plaguetas con la forma trimérica de sCD40L (sCD40LT), y mostraron un
incremento en la expresion de CD62P asi como la liberacion de granulos-a
densos. Interesantemente la presencia de un agente blogueador de la
glicoproteina llb/llla no alteré la expresion de CD62P inducida por sCD40LT.
Ademas, la B-trombomodulina y [**C]-5-HT se encontraron presentes después de
la unién reflejando liberacion de granulos-a y granulos densos. Una intrigante
parte de este estudio son los datos confirmatorios usando sujetos con sindrome
hiper-IgM ligado al X y la ausencia conocida de expresion de CD40L. La
capacidad de usar estos sujetos es particularmente interesante en estudios
dependientes de plaguetas dado que la manipulacion genética en cultivos
celulares no es posible.

Un aspecto a considerar es la forma y concentracion de sCD40L usada en los
estudios. En los experimentos, la concentraciéon de sCD40LT usada fue 1 pg/mL
aunque la activacion plagquetaria estuvo presente a concentraciones tan bajas
como 100 ng/mL. Aunque estas concentraciones son similares a las reportadas
por la literatura para la activacién de otros tipos celulares con CD40L, estas son
aun mayores que los niveles reportados en pacientes (50 ng/mL). Aunque esta
discrepancia puede cuestionar la relevancia clinica de los hallazgos de Inwald es
posible que las concentraciones locales en areas activas de enfermedad
trombotica o inflamatoria sean aun mayores. Esto podria permitir un mecanismo
dependiente de dosis para producir los efectos del sCD40L. Mas alla de los

estudios cinéticos y de la evaluacion de las concentraciones in vivo es necesario
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contestar las cuestiones respecto a la relevancia del uso de estas concentraciones
usadas en estos estudios. Ademas, la forma trimérica de sCD40L fue usada en
estos estudios y se ha encontrado que la actividad especifica del sCD40L puede
depender de su forma como trimero y no como monémero. Aunque el CD40L
ligado a membrana puede ser trimérico, hay debate concerniente a la forma
soluble. Futuros estudios, especificamente en plaquetas, pueden requerirse para
clarificar estas preguntas.

En el estudio de Inwald y colaboradores, la activacion de la plaqueta via sCD40LT
ocurrid en presencia de un inhibidor o,p,B83. Esto parece estar en contraste a
trabajos previos que demuestran que el sCD40L es un ligando a,;,B3. Sin embargo,
una interpretacion mas intrigante es que este no es solo una nueva medida de
activacion plaquetaria, sino que la plaqueta puede ser activada por distintas vias
en diferentes sentidos. En el estudio de Inwald, la incubacibn con sCD40LT
resultdé en una significativamente menor expresion de CD62P comparada con la
activacion plaquetaria con el agonista de receptor de trombina, el péptido 1-6
(SFLLRN). Ademas, el incremento en Pac-1 es minimo con sCD40L comparado
con SFLLRN. La diferencia en la liberacion de granulos densos también fue
detectada con la estimulacion del receptor de trombina conduciendo a >5 veces
los niveles de [**C]-5-HT comparada incubacién de sCD40LT. No se encontraron
resultados similares con B-trombomodulina y posteriores analisis de granulos-a
también como el efecto de otros agonistas podria ser de interés. Sin embargo,
puede ser posible que en areas de concentraciones relevantes, la presencia de

sCD40L ocasione una activacion selectiva y liberacion de granulos pero excluye la
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formacion de agregados homotipicos. Esta posibilidad esta apoyada por los
hallazgos de que el sCD40LT incrementa la formacion de agregados plaguetas-
neutréfilos que ocurre en el sentido de una minima activacion de a3y a que las
plaguetas de sujetos deficientes de CD40L se agregan normalmente. Sin
embargo, en el sentido de una elevada friccion, a;pB3 puede estar involucrado
conduciendo a la formacién del trombo. Asi, estas diferencias pueden permitir una
separacion parcial de los papeles tromboticos e inflamatorios de las plaquetas. A
la fecha, se desconoce el mecanismo mediante el cual el sCD40L induce la
cascada de activacion de las plaquetas, lo que es un hecho es que las plaguetas
anucleares estan siendo redescubiertas como un vinculo entre la trombosis e
inflamacion, y se requiere de mas investigacion para proporcionar pistas en los
mecanismos dependientes de plaguetas que conducen a la regulacion vascular
(19).

7.- Rosiglitazona

La Rosiglitazona pertenece a un grupo de medicamentos Ilamados
tiazolidinedionas, los cuales son utilizados para el tratamiento de la diabetes, dado
que incrementan la sensibilidad a la insulina predominantemente en tejidos
periféricos y han demostrado tener ademas efectos cardiovasculares benéficos.

En los ensayos clinicos, las tiazolidinedionas disminuyen consistentemente las
concentraciones de glucosa en ayuno y posprandiales asi como las
concentraciones de acidos grasos libres. Las concentraciones de insulina también
disminuyen en la mayoria de los estudios.

Estos cambios indican que las tiazolidinedionas actian como sensibilizadores de
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la insulina, lo cual ha sido confirmado por mediciones directas en estudios in vivo
en humanos. Por ejemplo, el tratamiento de sujetos no diabéticos o aquellos con
diabetes mellitus tipo 2 durante tres a seis meses con troglitazona, rosiglitazona o
pioglitazona incrementa la captura e glucosa en los tejidos periféricos. En estudios
similares las tiazolidinedionas incrementan la sensibilidad hepatica a la insulina
(capacidad de la insulina para suprimir la produccién enddégena de glucosa) y la
sensibilidad en el tejido adiposo (medida por la capacidad de la insulina para
suprimir las concentraciones de acidos grasos libres) (28, 29).

Los PPARy son escenciales para la diferenciacion y proliferacion del tejido
adiposo normal, asi como para el almacenamiento y captura de acidos grasos. Las
tiazolidinedionas incrementan el nimero de adipocitos pequefios y la masa de
tejido adiposo en modelos animales. Estas observaciones, adicionadas al alto
nivel de expresion de PPARy en tejido adiposo, han conducido a la hipotesis de
que las tiazolidinedionas ejercen sus acciones sensibilizadoras a la insulina ya sea
directamente o indirectamente, mediante la alteracion de la liberacion de
adiponectina, modulando la sensibilidad de la insulina fuera del tejido adiposo. Las
tiazolidinedionas promueven la captura de acidos grasos y la almacenan en el
tejido adiposo, incrementando la masa de tejido adiposo. Las tiazolidinedionas asi
secuestran grasa a donde esta pertenece. De manera consistente con esta
hipotesis, las tiazolidinedionas disminuyen los acidos grasos libres circulantes y el
contenido de triglicéridos en el higado, pero no en el madsculo esquelético, en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

El metformin incrementa la sensibilidad a la insulina en el higado sin cambiar su
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contenido de grasa en pacientes con diabetes, y las tiazolidinedionas pueden
disminuir las concentraciones de insulina en ayuno sin incrementar la masa grasa
en pacientes con lipodistrofia.

En ratones la delecion de PPARYy en tejido adiposo no induce resistencia a insulina
en el musculo, mientras que la delecion de los PPARYy especificos de musculo no
causa resistencia.

Tomando juntos estos datos es posible la idea de que el tejido adiposo es el sitio
mas importante para la accion de las tiazolidinedionas si existen cantidades
normales de tejido adiposo.

Rosiglitazona y Pioglitazona estan actualmente aprobados en la mayoria de los
paises para el tratamiento de la hiperglucemia en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2, ya sea como monoterapia o en combinacion con sulfonilureas o metformin.
En los Estados Unidos también han sido aprobados para su uso en combinacion
con insulina, si se siguen ciertas precauciones.

Los estudios controlados sugieren que tanto la pioglitazona como la rosiglitazona
son moderadamente efectivos en alcanzar el control glucémico. A dosis maximas,
estos dos farmacos disminuyen la hemoglobina glucosilada en 1 a 1.5%. Asi, en
un paciente tipico con diabetes mellitus tipo 2 uno puede esperar que la
hemoglobina glucosilada disminuya de un valor de 8.5% a 7%. No se conocen las
caracteristicas que debe tener el paciente para predecir una buena respuesta al
tratamiento, y no hay datos que sustenten el mantenimiento del control glucémico
a largo plazo comparado con otras terapias existentes (30, 31).

Recientemente se genero una gran controversia sobre el empleo de Rosiglitazona
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en pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Esto ultimo debido a un meta-analisis
publicado por el Dr. Nissen y Wolski (32), en donde analizaron los resultados de
42 ensayos clinicos que incluyeron 15, 565 pacientes tratados con Rosiglitazona y
12, 282 asignados al grupo control. En sus resultados encontraron una razon de
momios para desarrollo de infarto de 1.43 en el grupo de rosiglitazona (IC 95%
1.03 a 1.98; P=0.03) y la OR para muerte cardiovascular en el grupo de
Rosiglitazona fue de 1.64 (IC 95% 0,98 a 2.74;P=0.06). Sin embargo este meta-
analisis ha sido ampliamente criticado, principalmente por las siguientes razones:
1) El andlisis estadistico empleado (método de Peto) ha sido validado previamente
y se ha observado que es util cuando el numero de individuos a analizar es
equivalente en ambos grupos, y si observamos la distribucion de pacientes en el
meta-analisis del Dr. Nissen existe una diferencia de mas de tres mil pacientes
entre ambos grupos, incluso, al utilizar un método estadistico diferente al
empleado por los autores, sin modificar los datos originales que ellos ocuparon, se
observa que los intervalos de confianza pierden significancia estadistica. 2)
Excluyeron a los ensayos clinicos que reportaron cero eventos cardiovasculares
en ambos grupos, simplemente porque el método de Peto los elimina por de foul, y
es bien sabido que al excluir los eventos ensayos clinicos donde la tasa de
eventos es de cero puede magnificar enormemente la tasa de algun desenlace
determinado. 3) Incluyeron ensayos clinicos que incluian pacientes con
insuficiencia cardiaca, entidad en la que se conoce que no deben prescribirse
tiazolidinedionas por el efecto secundario de retencion hidrica y agravamiento de

la clase funcional. Casualmente, esos pacientes fueron los que mostraron la
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mayor tasa muerte cardiovascular (33,34).

Posterior a la publicacién de este meta-analisis, se dieron a conocer los resultados
preliminares de un ensayo clinico aleatorizado, realizado en 338 hospitales en 23
paises de Europa y Australia. En dicho estudio donde se incluyeron un total de
2220 pacientes aleatorizados a recibir Rosiglitazona y otros 2227 pacientes a
recibir Metformin. La variable desenlace a comparar entre los grupos fue
hospitalizacion por infarto al miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva, EVC,
angina inestable, AIT, revascularizacion cardiaca no planeada, amputacion de
extremidades, o cualquier otra razén cardiovascular). Los resultados no mostraron
diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos, Razén de Riesgo
1.11 (IC 95%, 0.93 a 1.32).

Al analizar los resultados de muerte cardiovascular, tampoco se encontrd
diferencia estadisticamente significativa, Razén de Riesgo 0.8 (IC 95% 0.52 a
1.24) al igual que para infarto al miocardio, HR 1.23 (IC 95% 0.81 a 1.86).(35)
Posterior al analisis de los resultados se concluyd que no existian datos
suficientes para argumentar que existiera un mayor riesgo de infarto al miocardio
con el empleo de Rosiglitazona.

Con los datos mostrados se decidio la permanencia de la Roasiglitazona en el

mercado bajo una estrecha vigilancia farmacolégica. (36)

9.- CD40L plaquetario y agonistas de PPARy
Recientemente se ha demostrado que las plaquetas, a pesar de ser fragmentos de

células anucleadas, contienen en su citoplasma el receptor PPARy. Se ha
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observado ademas que los agonistas del receptor PPARYy, pueden disminuir la
activacion plaguetaria y la liberacion del sCD40L. (37)

Con este conocimiento Marx, realizé un estudio con 40 pacientes diabéticos y con
cardiopatia isquémica demostrada por medio de angiografia, adicionandoles
Rosiglitazona a su tratamiento  antidiabético.  Rosiglitazona  redujo
significativamente las concentraciones de sCD40L dentro de las primeras 2
semanas en 8.1% (17.1 a -32.7) (P<0.05 comparada con la linea basal), ademas
disminuy6 18.4% (-5.0 a -33.1) después de 6 semanas (P<0.05, comparado con la
linea basal), y a un 27.5% (8.2 a -70.5) después de 12 semanas (P<0.05
comparada con la linea basal y con 2 semanas de tratamiento). No se demostro
efecto en el grupo placebo (38).

Sin embargo, en este estudio Unicamente se valoran las concentraciones séricas
de sCD40L, sin estudiar a la plaqueta directamente.

Con base en lo expuesto previamente nos propusimos realizar un ensayo clinico
controlado aleatorizado comparando los efectos de Rosiglitazona sobre la
expresion de CD40L tanto en la superficie plaquetaria como en su forma soluble,
ademas de evaluar la consecuencia, como lo son la sobre-expresion y por lo tanto
el incremento en las formas solubles de las moléculas de adhesion celular

endoteliales ICAM-1y VCAM-1 en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.
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3. JUSTIFICACION

La Diabetes Mellitus tipo 2 es una enfermedad altamente prevalente,
constituyendo actualmente un problema de salud publica nivel mundial. Se estima
gue en México existen aproximadamente 2.8 millones de personas con Diabetes
Mellitus.

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tienen un incremento en el riesgo de
desarrollar aterosclerosis con los resultantes, angina de pecho, Evento Vascular
Cerebral y sindromes coronarios agudos. Como consecuencia 70% a 80% de los
diabéticos mueren de un evento trombotico.

Las plaquetas son células anucleadas que recientemente han emergido como un
importante contribuidor para el inicio y la progresion de la aterosclerosis. De los
mecanismos de activacion plaquetaria, la interaccion del ligando CD40 (o CD154)
con su receptor CD40 han mostrado estar intimamente involucrados en el proceso
inflamatorio en la pared del vaso, debido a que activa a las células endoteliales
ocasionando la expresion de las moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1, esto a
su ves favorece el reclutamiento y migracion de células inflamatorias en la pared
vascular iniciando y perpetuando el desarrollo de la placa de aterosclerosis. Por lo
anterior, el CD40L plaquetario se postula como un blanco terapéutico potencial
para modular la inflamacién vascular y asi posiblemente influenciar en el riesgo
cardiovascular.

La principal fuente de sCD40L son las plaquetas. La interrupcion de la via
CD40/CD40L se ha sugerido como una opcion para reducir el fenbmeno de

aterosclerosis. Los agonistas del receptor PPARy han demostrado disminuir las
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concentraciones séricas de sCD40L y sin que hasta el momento se haya
estudiado su influencia directamente en la expresion en la superficie plaguetaria.

Por lo tanto proponemos un ensayo clinico controlado para investigar el efecto del
tratamiento con Rosiglitazona en la expresion del ligando CD40 sobre la superficie
plaguetaria y en las concentraciones plasmaticas de CD40 soluble, asi como en
las formas solubles de las moléculas de adhesion vasculares ICAM-1 y VCAM-1

en pacientes diabéticos tipo 2.
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4. HIPOTESIS

El tratamiento con Rosiglitazona disminuye la expresion del ligando CD40 en la
superficie plaquetaria, al mismo tiempo reduce las concentraciones séricas de las
moléculas de adhesion endoteliales ICAM-1 y VCAM-1 en pacientes con Diabetes

Mellitus tipo 2
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto del tratamiento con Rosiglitazona en la expresion del ligando

CD40 en la superficie plaquetaria en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES:

Evaluar el efecto del tratamiento con Rosiglitazona en las concentraciones séricas
de la forma soluble de la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) en
pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2.

Evaluar el efecto del tratamiento con Rosiglitazona en las concentraciones séricas
de la forma soluble de la molécula de adhesién vascular-1 (VCAM-1) en pacientes

con Diabetes Mellitus tipo 2.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Tipo de Estudio

Se trata de un estudio analitico, longitudinal, prospectivo y experimental.

Con disefio de Ensayo Clinico Aleatorizado Controlado de Grupos Paralelos

6.2. Ubicacion Temporal y Espacial

El estudio fue realizado en el departamento de Medicina Interna del Hospital de
Especialidades en la Unidad Médica de Alta Especialidad Centro Médico Nacional
‘La Raza”. En el periodo comprendido entre agosto 2007 y octubre 2008, se
capturaron pacientes de la consulta externa de medicina interna en el Hospital de
Especialidades CMNR asi como una la unidad de Medicina Familiar # 20 IMSS. El
proyecto fue aprobado por el comité local de ética e investigacion en cada una de

las instituciones y los pacientes participantes firmaron consentimiento informado.

6.3. Criterios de Seleccion de la Muestra

Criterios de Inclusion

e Pacientes con diabetes mellitus tipo 2

e Sexo masculino o femenino

e Mayores de 18 afios de edad

e Derechohabientes del IMSS

e Consentimiento informado por escrito

e En tratamiento con Metformina, ya sea como monoterapia 0 en
combinacion con Glibenclamida.

e Glucosa sérica menor de 200 mg/dL



Criterios de no Inclusion
En tratamiento actual o previo con alguna tiazolidinediona
Cardiopatia isquémica: Angina cronica estable, Angina inestable o
infarto del miocardio durante las 4 semanas previas
Dario en la funcion hepatica (2 2.5 veces el valor normal)
Insuficiencia Cardiaca Congestiva CF Ill o IV de la NYHA
Insuficiencia renal con depuracion de cretinita < 30 ml/min
Neoplasias
Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
Cirugia mayor reciente en las 2 semanas previas
En tratamiento con cualquier tipo de insulina o sus anélogos.

Tratamiento con mas de dos farmacos hipoglucemiantes.

Criterios de Exclusion

Presencia de toxicidad hepatica relacionada con la ingesta de
Rosiglitazona

Desarrollo de Hipersensibilidad a los componentes de la formula

Que durante el tiempo en gque se desarrolle el estudio presente un evento
de Sindrome Coronario Agudo, sintomatologia de Insuficiencia Cardiaca
Evento Vascular Cerebral o Tromboembolismo Pulmonar

Muerte

Criterios de Eliminacion

Retiro de Consentimiento Informado

58
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6.4. Variables
Variable Independiente
Tratamiento con Rosiglitazona.
Definicion operativa: Dosis de 4 mg de Rosiglitazona dos veces al dia por via oral
en tabletas de 4mg por 12 semanas
Categoria: Cualitativa (Si/No)
Escala de medicion: Nominal dicotébmica
Unidad de medicion: mg/dosis por nimero de dias.

Variables Dependientes
Expresion del ligando CD40 plaquetario (CD40L).

Definicion operativa: Medicion de CD40L por Citometria de Flujo

Categoria: Cuantitativa continua

Escala de medicion: Numérica continua

Unidades de medicion: porcentaje de plaquetas con expresion de CD40L en su

superficie

Concentraciones séricas de VCAM-1 soluble

Definicion operativa: Niveles séricos de VCAM-1 soluble medida por ensayo
enzimatico estandarizado inmunoabsorbente para VCAM-1

Categoria: Cuantitativa continua

Escala de medicién: Numérica continua

Unidades de medicion: pg o ng/ml

Concentraciones séricas de ICAM-1 soluble

Definicion operativa: Niveles séricos de ICAM-1 soluble medida por ensayo
enzimatico estandarizado inmunoabsorbente para ICAM-1

Categoria: Cuantitativa continua

Escala de medicion: Numérica continua

Unidades de medicion: pg o ng/ml



VARIABLES CONFUSORAS
Hipercolesterolemia
Definicidn operativa: Niveles de colesterol mayores a 240 mg/dL
Categoria: Cualitativa (SI/No)
Escala de medicion: Nominal dicotomica
Unidades de medicién: mg/dL

Estrategia de Control: Pareamiento

Tratamiento previo con estatinas

Definicion operativa: Tratamiento con algin farmaco de la familia de las estatinas
Categoria: Cualitativa

Escala de medicion: Nominal dicotémica

Unidades de medicién: Si/No

Estrategia de Control: Eliminacion

Hiperglucemia

Definicidon Operativa: Glucosa sérica mayor a 200 mg/dl
Categoria: Cualitativa

Escala de Medicion: Nominal dicotémica

Unidad de Medicién: Si/No

Estrategia de Control: Eliminacion

Tratamiento Combinado

Definicidon Operativa: Que se encuentre en tratamiento con Metformina y un Secretagogo:
Categoria: Cualitativa

Escala de Medicion: Nominal dicotomica

Unidad de medicién: SI/NO

Estrategia de control: Pareamiento

60
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6.5 Tamano de la Muestra

Se realiz6 el célculo de tamario de la muestra mediante la formula de diferencia de
proporciones para variable cualitativa, debido a que en el Unico trabajo donde se
observa el efecto de la Rosiglitazona sobre el sCD40L los datos aportados no
permiten obtener varianza, ni se expresan las cifras absolutas de las
concentraciones séricas del mismo, unicamente se describe el porcentaje de
descenso en los pacientes tratados.

n =19

n = [Zav[2:-P:(1-P)]+ ZBV[P1-(1-P1)+P2(1-P2)]?

(P1-P2)?
Donde:
n= sujetos necesarios en cada uno de los grupos
Za= significancia estadistica de 0.05= 1.960
Z3= potencia del 80% = 0.842
P1= Valor de la proporcién en el grupo de tratamiento habitual=0
P2= Valor de la proporcién en el grupo de intervencion= 0.28
P= Media de las dos proporciones P1y P2 =0.14

15% de pérdidas
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6.6. Métodos de Laboratorio
Medicién de CD40L plaquetario

Se toma una muestra de sangre en un tubo de ensaye con anticoagulante. La
muestra se centrifuga 20 segundos a 14,000 revoluciones por minuto (RPM) para
separar el plasma del sedimento de células. Una ves separado el plasma, en el
sedimento de células se agrega 1 ml de buffer para lisis de eritrocitos y se coloca
en agitador eléctrico y se agrega ademas una solucion de fosfatos (PBS) para
evitar la lisis celular. Se vuelve a centrifugar a 14,000 RPM y se repite el proceso
cuantas veces sea necesario hasta separar completamente las plaguetas. Una ves
separadas las plaquetas se les agrega 150 pl de PBS y la solucién se divide en 4
tubos de ensaye diferentes, depositando 25 pl en cada uno. Desples se les
agrega el reactivo con el anticuerpo dirigido a la molécula que se desea marcar:

Al primer tubo se le agrega 1.5 pl de CD40 (Santa Cruz Biotechnology), al
segundo 2 pl de CD40L (BD Biosciencies Pharmingen), al tercero 1 pl
Glucoproteina lib/llla (GP lib/llla de Biodesign International) para usarlo como
control positivo y al Ultimo no se le afiade ningun anticuerpo para usarlo como
control negativo. Una vez marcadas las plaquetas se dejan incubando durante 30
minutos. Posteriormente se lavan con 975 ml de PBS + Heparina y se centrifugan
20 segundos a 14,000 RPM. Ya centrifugadas se retira el sobrenadante y se re-
suspenden en 1 ml de solucion. Una vez hecho esto ultimo se procede a realizar la

lectura en el citometro de flujo (FACS).
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ELISA para ICAM-1y VCAM-1

La técnica ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay) se basa en la
deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos
que directa o indirectamente producen una reaccion cuyo producto puede ser
medido espectofotométricamente. Basicamente est4 técnica consta de las
siguientes fases: 1) la conjugacién del anticuerpo o del antigeno con un enzima. 2)
Uniéon del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La uniéon de anticuerpos o
antigenos se realiza con facilidad a la superficie de plasticos tratados que tienen
gran afinidad por proteinas. 3) Formacion de una o mas capas de
inmunocomplejos. En el caso del anticuerpo unido a la placa se incuba con una
mezcla de antigeno y antigeno marcado. Se ensayan diferentes relaciones de
antigeno frio frente a una cantidad fija de antigeno marcado. Es el ensayo de
competicion del antigeno. 4) Revelado de la reaccion enzimética. Después de un
lavado para eliminar todos las moléculas marcadas no fijjadas en forma de
inmunocomplejos se afiade el sustrato enzimético en solucién. Se deja reaccionar
y se lee la densidad éptica (D.O.) mediante espectrofotometria. Los lectores
ELISA son espectrofotdmetros capaces de realizar lecturas seriadas de cada uno

de los pocillos de la placa ELISA.
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6.7. Andlisis Estadistico
El andlisis estadistico se realiz6 con la estrategia de intencidon de tratamiento. Se
utilizé ademas las siguientes pruebas estadisticas.

¢ Analisis descriptivo. Distribucion de frecuencias, media, mediana de acuerdo a la
escala de medicion de las variables

e Analisis bivariado. Prueba de t para grupos independientes para comparar las
concentraciones séricas de CD40L soluble, CD40L plaquetario, ICAM-1 y VCAM-

1 antes y después del tratamiento experimental entre ambos grupos.
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6.8. Descripcion Operativa del Estudio

Una vez aprobado el estudio, se acudi6 a la consulta externa de medicina interna
del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “La Raza” asi como a
la consulta externa de Medicina Familiar en la UMF #20 del IMSS.

Se seleccionaron a los pacientes diabéticos tipo 2 que se encontraban en
tratamiento con Metformin ya sea en forma de monoterapia 0 como terapia
combinada con Glibenclamida, y que reunieron los criterios de seleccion.
Posteriormente se aleatorizaron a dos grupos: 1) grupo de Rosiglitazona y 2)
Grupo de Metformina.

A los pacientes asignados al grupo de Rosiglitazona se les sustituy6 el tratamiento
de Metformin por Rosiglitazona. Ya sea que se encontraran en monoterapia o en

tratamiento combinado con Glibenclamida, de la siguiente manera:

Metformina en monoterapia PRosiglitazona en monoterapia

Metformina + Glibenclamida »Rosiglitazona + Glibenclamida
Los pacientes que fueron asignados al grupo de Metformin continuaron con su
tratamiento sin cambios.

A los pacientes se les continué el seguimiento en la consulta externa de Medicina
Interna en el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “La Raza”
inicialmente a la apertura de su expediente clinico y tomas basales y
posteriormente con una frecuencia mensual para toma de muestras de sangre y
evaluacion de su estado de salud.

Al término del seguimiento se les otorgd una hoja de contra-referencia para que

continuaran el tratamiento en su unidad de adscripcion con las recomendaciones
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terapéuticas correspondientes.

A todos pacientes se les hicieron mediciones basales de CD40L plaquetario y de
las moléculas de adhesion endoteliales ICAM-1 y VCAM-1 y posteriormente cada
mes durante tres meses.

Ademas se realizaron otros examenes de sangre entre los cuales se incluyeron
citometria hematica completa (BHC), quimica sanguinea (QS) que comprendera
glucosa, urea, creatinina y acido Urico; pruebas de funcion hepatica (PFHSs)
albumina, colesterol, aminotransferasa aspartica (AST), aminotransferasa de
alanina (ALT), fosfatasa alcalina (FA) y gamma-glutamil transpeptidasa (GGT).

Se realiz6 la evaluacion del paciente en su visita inicial, se explicd detalladamente
en que consistia el estudio al igual que los efectos adversos de los medicamentos
y el nimero de tomas de muestras que se requerian durante el estudio y se
solicité consentimiento informado por escrito.

En cada cita al paciente se le realiz6 un interrogatorio acerca de su estado general
y se buscoé inducidamente sintomas correspondientes a efectos adversos del
farmaco. Se registraron sus signos vitales y se efectué una exploracion fisica
general; posterior a esto se procedié a realizar la toma de muestra con 10 ml de
sangre para analisis de las pruebas de laboratorio. Posterior al seguimiento de los
pacientes se procedi0 a realizar el contraste estadistico entre las variables

dependientes en cada uno de los grupos.
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En el periodo comprendido de Marzo a Julio 2008 se evaluaron un total de 61 pacientes

con Diabetes Mellitus tipo 2, de los cuales, 20 fueron excluidos en la evaluacion inicial: 12

de ellos por no reunir los criterios de seleccion, otros 5 rehusaron participar y los 3

restantes por diversas razones personales ajenas a su enfermedad (fig-1).

Fig.-1

DIAGRAMA DE FLUJO
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Finalmente un total de 41 pacientes diabéticos tipo 2 con una edad media (+DE) de 58.77
+10.3 afios y un tiempo de evolucion de la enfermedad desde su diagndstico de 8.3 £+ 7.7
afos, fueron aleatoriamente asignados a dos grupos de estudio: Grupo de Metformina (20

pacientes) o Grupo de Rosiglitazona (21 pacientes). (Tabla-1).

Tabla-1 Caracteristicas basales de los pacientes

Variable Grupo Grupo Valor p

Metformin Rosiglitazona

(n=20) (n=21)

Sexo Femenino —no(%) 11 (26) 16 (39) 0.13
Sexo Masculino—no(%) 9 (21) 5(12) 0.13
Edad—afios 63 55 0.019
Monoterapia—no(%) 10 (24) 11 (26) 0.91
Terapia combinada
con Sulfonilurea —no 10 (24) 10 (24) 0.88
(%)
Tiempo del 8.4 8.1 85176 0.97
diagnostico—aios
IMC 29.32 4.4 30.18 +4.5 0.57
Glucosa plasmética en 176+18 184 +13 0.12
ayuno — mg/dL
Hipertension —no(%) 8 (20) 10 (24) 0.53
Dislipidemia—no(%) 5 (12) 5(12) 0.90
Tabaquismo —no(%) 3 () 2 (4) 0.81
Historia de 0(0) 2(4)

tabaquismo—no(%)
Fumador activo—no(%) 3(7) 0 (0)
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En el grupo de Metformina se encuentran 11 mujeres (26%) y 9 hombres (21%) y en el
grupo de Rosiglitazona 16 mujeres (39 %) y 5 hombres (12 %) Figura- 2.

De un total de 20 pacientes en el grupo de Metformina, 10 se encuentran en Monoterapia
(50%) y 10 (50 %) se encuentran recibiendo ademas Glibenclamida como terapia
complementaria. De un total de 21 pacientes en el grupo de Rosiglitazona 11 pacientes

(52%) tienen monoterapia y 10 (48%) reciben ademas Glibenclamida. Figura-3.

Figura.- 2
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Figura.- 3

Distribucion de tratamiento por grupo
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El tiempo de evolucion de la enfermedad en ambos grupos es muy similar 8.23 + 8.17
afios para el grupo de Metformina y 8.50 +7.62 afios para Rosiglitazona (p=0.97). Figura -
4,

Figura.- 4 Tiempo de evolucién de la DM2 en los grupos de tratamiento
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La unica variable demografica que mostrd significancia estadistica fue la edad, siendo la
media de 63.0 £9.9 afios en el grupo de Metformina Vs 55.00 9.4 afios en el grupo de
Rosiglitazona (p=0.01). (Figura-5). El indice de masa corporal en ambos grupos fue
similar: 29.32 +4.4 kg/m? para Metformina Vs 30.18 +4.5 kg/m? para Rosiglitazona
(p=0.57). (Figura.- 6)

Figura.- 5 Distribucién por edad
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En cuanto a comorbilidades, existen 10 pacientes en cada grupo con hipertension arterial
esencial (54% en Metformin Vs 52% en Rosiglitazona p > 0.05), y 5 pacientes en cada
grupo con Dislipidemia (22% Vs 21% p > 0.05). Respecto a la exposicién a tabaco, hay 3
pacientes (13%) con tabaquismo activo y ninguno con historia previa de tabaquismo en el
brazo de Metformina Vs cero pacientes con tabaquismo activo pero 2 pacientes (8%) con

antecedente previo de tabaquismo (p>0.05) en el brazo de Rosiglitazona. Figura-7.

Figura 7.- Comorbilidades
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La glucosa en ayuno no difirié significativamente en ninguno de los dos grupos, siendo al
inicio del estudio de 173+12 mg/dL para Metforminay de 177410 para Rosiglitazona. (p =

0.27)
A 12 semanas de seguimiento la glucosa fue de 165 £ 13 en el grupo de Metformina y 161

mg/dL £7 en el grupo de Rosiglitazona (p = 0.25). Fig.8

Figura 8.- Glucosa Plasméticas basal y a 12 semanas del tratamiento
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Durante el desarrollo del proyecto, en la fase de seguimiento sufrimos de 5 perdidas en
total, estas estuvieron distribuidas de la siguiente manera: 2 sujetos en el grupo de
Metformin Monoterapia y 1 en el grupo de Metformin + Glibenclamida, 2 sujetos en el
grupo de Rosiglitazona Monoterapia y ninguno en el grupo de Rosiglitazona +
Glibenclamida (Figura.- 9)

El total de las pérdidas se debieron a una poca colaboracion de los paciente para realizar
los trAmites administrativos para poder recibir consulta en el Hospital de Especialidades y

para acudir a sus citas mensuales.
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PUNTO FINAL PRIMARIO

Expresion de CD40L en la membrana plaquetaria

Al inicio del tratamiento las concentraciones de CD40L plaquetario fueron
homogéneas entre los dos grupos de tratamiento, siendo de 5212 + 4600 UFT
para el Metformin y de 5097 + 8335 UFT para la Rosiglitazona (p= 0.89), a las 4, 8
y 12 semanas de tratamiento las concentraciones en los grupos se comportaron
de la siguiente manera: 7655 + 7655 UFT Vs 4666 + 5598 UFT (p= 0.38) a las 4
semanas, 9313 £ 7720 Vs 9364 + 10152 (p=0.98) a las 8 semanas, y de 12011 +

10390 Vs 6146 + 4878 UFT (p= 0.04) a las 12 semanas. (Figura.- 10)

Figura.- 10 Expresion de CD40L plaquetario basal, a las semanas 4, 8, y 12 de tratamiento en
los grupos de estudio
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Al realizar un andlisis por subgrupos, observamos que el mayor impacto en el
tratamiento se presento en los grupos de monoterapia. (Figura.- 11)

De manera basal la expresion del CD40L plaquetario en los grupos de
monoterapia fue de 5280 + 4803 UFT para Metformin y 4993 + 9036 UFT para el
grupo de Rosiglitazona (p= 0.98), posterior a 4 semanas de tratamiento la
expresion de CD40L fue 9918 + 14862 UFT Vs 4428 + 5502 UFT (p= 0.29), a 8
semanas de tratamiento encontramos 11036 + 9794 UFT Vs 4433 + 3449 UFT
(p=0.06) y al final de las 12 semanas la diferencia en la expresion de CD40L entre
los dos grupos de estudio fue estadisticamente significativa: 15116 + 12587 UFT
Vs 4082 + 1273 UFT, lo cual implica una reduccion del 18% en la expresion del
CDA40L plaquetario (p= 0.01). (Figura.- 12 y Figura.- 13)

Al comparar la expresiéon de CD40L en los grupos de terapia combinada, no hubo
diferencia estadisticamente significativa de manera basal entre los grupo de
Metformin + Glibenclamida y entre el de Rosiglitazona + Glibenclamida ( 5122 *
4658 Vs 5245 +7660, p= 0.84), asi como al final de las doce semanas de

tratamiento (7872 + 4784 Vs 9094 + 4681, p= 0.65). (Figura.- 14)
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Figura.-11 Expresion de CD40L plaquetario al inicio y a las 4, 8 y 12 semanas de tratamiento
en los 4 subgrupos.
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Figura.- 12 Expresion de CD40L plaquetario durante las 12 semanas de tratamiento en los
grupos de Monoterapia
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Figura.-13 Expresion de CD40L al inicio y al final del tratamiento en grupo de monoterapia
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Figura.- 14 Expresion de CD40L plaquetario al inicio y al final del tratamiento en los grupos

de terapia combinada
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2.- CONCENTRACIONES DE VCAM-1 SOLUBLE

Al inicio del estudio la concentracion de VCAM-1 soluble en el grupo de Metformin
fue 1664 + 810 ng/ml Vs 2156 + 314 ng/ml en el grupo de Rosiglitazona (p= 0.21).
Posterior a las 12 semanas de tratamiento, hubo una reduccion clinicamente
significativa en la concentraciéon de VCAM-1 soluble en el grupo de tratamiento, en
el grupo control no encontramos reduccion en las concentraciones de VCAM-1, sin
embargo al comparar ambos grupos al final no se alcanz6 significancia estadistica:

1672 £1020 ng/ml Vs 1462 £791 ng/ml (p= 0.55). (Figura.- 15)

Figura 15.- Concentraciones de VCAM-1 soluble basal y al final de 12 semanas de
tratamiento
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Al realizar el analisis por subgrupos nuevamente observamos que el mayor
impacto del tratamiento fue en el grupo de monoterapia.

Las cifras basales de VCAM-1 fueron de 1587 + 925 Vs 2511+692 ng/ml (p= 0.11)
para el grupo de Metformin y Rosiglitazona respectivamente y posterior a 12
semanas de tratamiento se encontraron en 1433 + Vs 1085 = ng/ml
respectivamente, (p= 0.30), (Figura.-16) . En el grupo de Rosiglitazona en

monoterapia la reduccion en las concentraciones de VCAM-1 soluble fue de 56%.

Figura.- 16 Concentraciones de VCAM-1 solubles basal y al final de 12 semanas de
tratamiento en los subgrupos de monoterapia
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En el grupo de tratamiento combinado las concentraciones de VCAM-1 basales

fueron de 1763 £692 ng/ml Vs 1549 +949 ng/ml

(p= 0.63) y al finalizar las 12

semanas de tratamiento se encontraron en 1952 +1268 Vs 1839 +945 (p= 0.85).

Figura.- 17 Concentraciones de VCAM-1 solubles basal y al final de 12 semanas de
tratamiento en el subgrupo de terapia combinada
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3.- CONCENTRACIONES DE ICAM-1 SOLUBLE

Al igual que con el VCAM-1, al inicio del tratamiento las concentraciones fueron
homogéneas entre los dos grupos, para Metformin fue de 741 +488 ng/ml Vs
1224 +1096 ng/ml para Rosiglitazona (p=0.10). Al final de las 12 semanas de
tratamiento se observo una reduccion en las concentraciones de ICAM-1 soluble
Gnicamente en el grupo de terapia experimental: 773 +225 ng/ml para Metformin
Vs 901+256 ng/ml para el grupo de Rosiglitazona, (p= 0.18). Reduccion de 26% en

el grupo experimental. (Figura.-18 )

Figura 18.- Concentraciones de ICAM-1 solubles basal y al final de 12 semanas de
tratamiento en los grupos de tratamiento
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Al observar el analisis por subgrupos, en los grupos en que se observo un mayor
decremento en las concentraciones de ICAM-1 soluble fue en los dos grupos que

recibieron la Rosiglitazona.

Las cifras basales de ICAM-1 en los grupos de monoterapia fueron de 634 +437
ng/ml Vs 1120 %527 ng/ml (p= 0.007) para Metformin y Rosiglitazona
respectivamente. A las 12 semanas de tratamiento se obtuvieron los siguientes
valores: 799 +227 ng/ml Vs 828 +280 ng/ml (p= 0.83). Hubo una reducciéon del
26% en las concentraciones solubles de ICAM-1 en el grupo de Rosiglitazona.
(Figura.-19)

Figura 19.- Concentraciones de ICAM-1 basal y al final del tratamiento en el subgrupo de
monoterapia
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En el subgrupo de terapia combinada las cifras basales de ICAM-1 fue de 953
1527 ng/ml Vs 1462 1824 ng/ml (p= 0.49) para Metformin y Rosiglitazona
respectivamente, y a 12 semanas de tratamiento los valores obtenidos fueron 744
+240 ng/ml Vs 974 +227 ng/ml (p= 0.10). (Figura.- 20). Reduccion de 33% en el
grupo de Rosiglitazona + Glibenclamida y de 21% en el grupo de Metformina +

Glibenclamida.

Figura 20.- Concentraciones de ICAM-1 basal y al final de 12 semanas de tratamiento en el
grupo de terapia combinada
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8. DISCUSION

En este ensayo clinico controlado aleatorizado, logramos demostrar que el
agonista del receptor PPARYy Rosiglitazona tiene un efecto de regulacion a la baja
en la activacion plaquetaria via CD40L y en la cascada de acontecimientos
derivados de la interaccion de esta molécula sobre las células endoteliales, ya que
el efecto no solo lo observamos sobre el CD40L plaquetario sino también en las
fracciones solubles de las moléculas de adhesion vascular VCAM-1 e ICAM-1 en
pacientes con diabetes Mellitus tipo 2.

Nuestros resultados son consistentes con estudios experimentales realizados
previamente. Un ejemplo de ello son los hallazgos documentados por Marx y cols
(2003). Quienes estudiaron pacientes con enfermedad arterial coronaria
diagnosticada angiograficamente y que adicionalmente padecian Diabetes
Mellitus. En ese ensayo compararon la Rosiglitazona Vs placebo y encontraron
una reduccion estadisticamente significativa en las concentraciones solubles del
CD40L sérico. Sin embargo, en este estudio no se control6 el tratamiento
hipoglucemiante que tenian los pacientes y por lo tanto eran herterogeneos en
cuanto al tratamiento antidiabético, a tal grado que encontraron diferencias
estadisticamente significativas en este aspecto.

No obstante, nuestro ensayo difiere en aspectos de gran importancia a los
realizados con anterioridad: en primer lugar, a pesar de que la plaqueta es la
principal fuente de CD40L soluble presente en la sangre, hasta ahora nunca se
habia estudiado el efecto de este tipo de farmacos sobre la plagueta misma.

Observamos mediante el FACS el descenso en la expresion del CD40L sobre la
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membrana plaquetaria en los pacientes que recibieron Rosiglitazona (ver figura
12). Por otra parte, nos ocupamos de controlar el posible efecto que tienen otros
farmacos hipoglucemiantes, y pareamos a los pacientes segun el tratamiento
recibido. De esta manera pudimos evaluar con mayor confiabilidad el efecto del
tratamiento en los diferentes subgrupos.

Entonces, al evaluar los resultados encontramos que de manera basal la
expresion del CD40L plaquetario fue muy similar en ambos grupos y posterior a 12
semanas de tratamiento encontramos una reduccién estadisticamente significativa
en el grupo de monoterapia, pero no en el grupo de terapia combinada, en un
analisis (ver figura 11) de intencién a tratar. Al analizar el comportamiento del
CD40L en el curso de las 12 semanas de duracion del experimento, encontramos
qgue el grupo problema mostré una tendencia paulatina al descenso desde el inicio
hasta el final del tratamiento. Contrariamente, y por razones no conocidas, el
grupo control mostré un incremento progresivo en la expresién del CD40L con el
transcurso de las semanas. Posteriormente, la diferencia que observamos en la
expresion del CD40L plaquetario entre los dos grupos al final del tratamiento se
debid tanto al descenso de éste en el grupo problema como al incremento en el
grupo control. Curiosamente al analizar los resultados que obtuvieron Marx y cols
(2003) de igual forma se observa un incremento progresivo en las concentraciones
séricas de sCD40L en el grupo placebo conforme transcurre el ensayo. No hay
suficientes elementos para explicar de manera solida la razdon de ese
comportamiento en el grupo control, ya que primeramente en la literatura cientifica

no existe ningun estudio que haya evaluado los efecto del Metformin sobre el
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CD40L y en segundo lugar a que las caracteristicas del tratamiento en el grupo
control no fueron modificadas al ingresar al estudio. No obstante, una posible
explicacion es que el Metformin tiene un efecto contrario a la Rosiglitazona, es
decir, incrementa la expresion del CD40L plaquetario. Ademas, al ingresar los
pacientes al estudio y encontrarse en las circunstancias mas controladas propias
de un ensayo clinico, la adherencia al tratamiento pudo haberse mejorado (efecto
Hawtorne) y con esto aumentar la expresion del CD40L plaquetario con respecto a
la basal. Sin embargo, es necesario evaluar especificamente a la metformina
sobre la expresion del CD40L plaquetario para poder obtener conclusiones
confiables en este aspecto.

Al comparar los resultados en los grupos que recibieron terapia combinada (Fig.
14), no observamos diferencia significativa al inicio del estudio ni al final del
tratamiento. De hecho, en ambo grupos hubo un incremento en la expresion del
CD40L con respecto a la basal.

Evaluando los cuatro subgrupos de manera simultanea, podemos percatarnos de
que Unicamente en los pacientes que recibieron la Rosiglitazona en monoterapia
fue posible demostrar el efecto en la reduccién en la expresion del CD40L
plaquetario (Fig. 11).

Conociendo la fisiologia de la interaccion del ligando CD40L plaquetario con el
receptor CD40 endotelial, lo cual implica una activacion de la célula endotelial y
secundariamente la expresidon en la membrana celular de las moléculas de
adhesion celular ICAM-1 y VCAM-1, nosotros nos propusimos evaluar

adicionalmente el efecto de la Rosiglitazona sobre las concentraciones de sICAM-
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1y sVCAM-1 en los diferentes grupos.

Los resultados obtenidos sobre estas dos moléculas son congruentes con el
efecto producido sobre la molécula de CD40L plaquetario. Al evaluar los grupos de
tratamiento, fue evidente que el efecto esperado de la reduccion en las
concentraciones de sVCAM-1 se presentd Unicamente en el grupo que presentd
reduccion del CD40L plaquetario, es decir en el grupo de Rosiglitazona en
monoterapia. En este grupo la reduccion del sVCAM-1 fue de 56% (2511 ng/1085
ng/ml). En los otros tres grupos, las concentraciones de sVCAM-1 se mantuvieron
ya sea sin cambios o bien se incrementaron al final del tratamiento.

Los mismo ocurrié al evaluar el sICAM-1 , donde el mayor efecto se presento
precisamente en el grupo de Rosiglitazona en monoterapia con un descenso del
26% en las concentraciones solubles, en cambio en el grupo control, lejos de
disminuir las concentraciones de sICAM-1 lo que observamos fue un incremento
en las cifras de esta molécula.

Las implicaciones de estos hallazgos son muchas y de gran interés.

En primer lugar, en lo que respecta al CD40L, no es sencillo conocer con certeza
como se puede traducir clinicamente una reduccién en la expresion plaquetaria de
CD40L ya que no existe precedente de alguna investigacion que haya evaluado
con anterioridad la influencia del CD40L expresado en la membrana plaquetaria
sobre los resultados clinicos o en el contexto de un ensayo clinico. No obstante
contamos con algunos datos donde se documenta claramente que a mayores
cantidades de sCD40L se incrementa de manera significativa la mortalidad

cardiovascular. (Heeschen, 2003).
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Como primer ejemplo tenemos el estudio de cohorte de Heeschen y cols (2003) .
cuyo objetivo fue determinar si las concentraciones solubles de CD40L
incrementaban la probabilidad de muerte cardiovascular en pacientes que
previamente habian sufrido un infarto. En su estudio, evaluaron a los pacientes
con infarto al miocardio y dependiendo de las concentraciones solubles de CD40L
fueron divididos en dos grupos: el grupo de concentraciones elevadas y el grupo
de concentraciones bajas, dependiendo si la fraccion soluble de CD40L sérico
superaba o no los 5 ng/mL. . En sus resultados la incidencia de muerte o infarto no
fatal fue mayor en aquellos pacientes con niveles elevados de sCD40L antes de
la angioplastia coronaria (4.1 % Vs 0.9 % entre los pacientes con niveles bajos P=
0.02), igualmente después de 72 hrs, posterior a que se realizd la angioplastia
coronaria a todos los pacientes (13.1 % Vs 4.3 % P= 0.001), después de 30 dias
(14.5 % Vs 5.3 %, P<0.001), y después de 6 meses (18.6 % Vs 7.1 % P< 0.001).

De igual manera, en un estudio de casos y controles anidado en la cohorte
Women’s Health Study (WHS), donde participaron mujeres sanas, se
determinaron las concentraciones solubles de sCD40L en aquellas mujeres que
sufrieron un infarto, un EVC o0 una muerte cardiovascular aguda y se compararon
con un grupo control tomado de la cohorte inicial. Al evaluar las concentraciones
basales de sCD40L en ambos grupos, los niveles plasmaticos de sCD40L fueron
significativamente superiores en los casos en comparacion con los controles
(2.840.35 Vs 2.09+0.19) ng/mL P=0.02). Esta diferencia se debio casi
completamente a un exceso en las concentraciones en los sujetos definidos como

casos. Posteriormente las concentraciones de sCD40L fueron divididas en
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percentilas, y cuando se evaluaron a las mujeres que superaron la percentila 99
th, es decir aquellas con una concentracion superior a 5.54 ng/mL el riesgo relativo
para sufrir infarto, EVC o muerte cardiovascular aguda fue de 11.83, con intervalos
de confianza estadisticamente significativos 1.50-93 (P= 0.01).

Estos resultados, aunados al hecho de que el sistema de CD40L-sCD40L en
pacientes diabéticos se encuentra sobrerregulado, ponen de manifiesto la gran
influencia de este sistema de sefial en pacientes de alto riesgo como los son los
pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2.

Considerando estos antecedentes, y con el objetivo de poder atenuar este sistema
pro-inflamatorio que contribuye al desarrollo y a la progresion de la placa
aterosclerotica, nosotros logramos reducir en una cantidad considerable (20%) la
expresion del CD40L plaquetario en 12 semanas de tratamiento con Rosiglitazona
(Fig. 12).

Por lo tanto, si las elevadas concentraciones solubles de CD40L se traducen en
una mortalidad igualmente alta, es de esperarse que la reduccién en la expresion
del CD40L en la membrana plaquetaria, como lo demostramos nosotros con el
inhibidor del PPARY, influyan en la reduccién de mortalidad cardiovascular. Esto
tendra que evaluarse tomando como variable de salida eventos clinicos y no solo
variables subrogadas como lo son estos marcadores clinicos de riesgo
cardiovascular.

Nuestra intervencion no solo tuvo implicaciones en la cantidad de CD40L
expresado en la membrana plaquetaria, sino que ademas observamos una clara

reduccion de las moléculas de adhesion vascular sSICAM-1 y sVCAM-1(Fig.16, 19).
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Esta reduccion en las moléculas de adhesion no alcanzaron significancia
estadistica, lo cual se puede explicar porque que estudiamos una muestra
pequefia de pacientes, y ésta representa una reduccion clinicamente muy
significativa.

La magnitud de esta significancia clinica la podemos ver reflejada en estudios
previos que han evaluado las cifras de sVCAM-1 como factor de riesgo para sufrir
eventos cardiovasculares.

En primer lugar sefialamos el estudio de Agnes Jager y cols (afo). Quienes
investigaron la asociacion de la concentracion plasmatica de sVCAM-1 y el riesgo
de mortalidad cardiovascular en una muestra estratificada por edad, sexo y
tolerancia a la glucosa (n=631) de la poblacion de una cohorte con edad de 50 a
75 afios los cuales fueron seguidos prospectivamente. Los niveles de sVCAM-1
fueron determinados en muestras de estos pacientes previamente congeladas a -
70°C. Después de 7.4 afios de seguimiento (promedio), 107 (17%) sujetos
murieron (42 de causas cardiovasculares). En el grupo completo, los niveles
elevados de sVCAM-1 estuvieron significativamente asociados con un incremento
en el riesgo de mortalidad cardiovascular (Riesgo Relativo 1.10 [IC 95% 1.05-1.15]
después de ajustar edad, sexo y estado de tolerancia a la glucosa. En los sujetos
gue padecian Diabetes Mellitus tipo 2 el RR fue de 1.13 (IC 95% 1.07-1.20).

Por otro lado, en un estudio de casos y controles anidado en una cohorte, Stefan
Blankenberg y cols (2000). Obtuvieron las muestras basales de un estudio de
cohorte prospectivo de 1246 pacientes con enfermedad arterial coronaria (estudio

AtheroGen). Se determinaron varios marcadores de inflamacion, sVCAM-1,
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sICAM-1y sE-selectina. Posteriormente se obtuvo la informacion del seguimiento
sobre los eventos cardiovasculares (media 2.7; maximo 4.1 afios). Se encontro de
manera independiente que los pacientes que habian presentado eventos
cardiovasculares presentaron de manera basal mayores niveles de sVCAM-1
(1932 Vs 1128 ng/mL) P = 0.003) y de sICAM-1 (353 Vs 287 ng/mL P=0.015), en
relacion con aquellos que no los presentaron.

Esta asociacion fue independiente de la respuesta inflamatoria general como se ve
reflejada con niveles bajos o elevados de proteina C reactiva de alta sensibilidad.
En un modelo que controlé simultaneamente todos los marcadores inflamatorios y
de adhesién solubles, solo el sVCAM-1 permanecid independientemente
significativo para futuros eventos cardiovasculares con un incremento en el riesgo
de 2.8 veces en el riesgo (p= 0.003).

Los niveles séricos de las moléculas de adhesion sVCAM-1, sICAM-1, y SE-
selectina se encontraron significativamente relacionadas con futura muerte
cardiovascular entre los pacientes con enfermedad arterial coronaria
documentada. La sVCAM-1 especialmente afiadio valor predictivo de los clasicos
factores de riesgo hs-CRP y en determinar el riesgo de futura muerte
cardiovascular. En esta investigacion se pudo observar que entre mayores sean
las concentraciones de sVCAM-1 en el paciente, mayor es el riesgo de sufrir
eventos cardiovasculares. Asi, tenemos que los pacientes que se encontraban por
encima de la percentila 50 th en donde el punto de corte fue de 1140 ng/mL el

riesgo de muerte cardiovascular fue de 2.2 (IC 95% 1.1-4.0) y en aquellos
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pacientes donde superaron la percentila 75 th con un punto de corte de 1588
ng/mL el riesgo de muerte cardiovacular fue de 2.6 (1.5 - 4.4).

En nuestro estudio, de manera basal los pacientes presentaron concentraciones
elevadas de sVCAM-1. En el grupo de Metformina Monoterapia las cifras basales
de sVCAM-1 fueron de 1587 ng/mL y en la Rosiglitazona Monoterapia de 2511
ng/mL (p= 0.11) y tras 12 semanas de tratamiento logramos reducir las
concentraciones de sVCAM-1 en el grupo de Rosiglitazona Monoetrapia en un
56% (1085 nd/mL). Tomando en cuenta los datos de la investigacion de Stefan
Blankenberg, esto se traduce en que de manera inicial nuestros pacientes
superaban el riesgo de 2.6 veces la probabilidad de sufrir una muerte
cardiovascular ya que las concentraciones de sVCAM-1 estaban muy por encima
del punto de corte de 1588 ng/mL de la percentila 75 th, y posterior al tratamiento
se ubicaron en un riesgo inferior al 2.1 de la percentila 50 th, donde el punto de
corte era de 1140ng/mL.

Estos resultados aplican igualmente para sSICAM-1. En el estudio de Blankenberg
los pacientes que mostraban un incremento en las cifras solubles de sICAM-1
tuvieron mayor probabilidad de evento cardiovascular fatal en comparacion con
aguellos que estaban por debajo de la percentila 50 th, sin embargo aqui no se
observdé un incremento directamente proporcional como el observado en el
sVCAM-1. En esta investigacion, aquellos que estuvieron por encima de la
percentila 50 th (punto de corte de 289 ng/mL) el riesgo de muerte cardiovascular

fue de 2.1 (IC 95% 1.3-3.5) en cambios aquellos que mostraron cifras superiores
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a la percentila 75 th con un punto de corte de 389 ng/mL el riesgo de muerte
cardiovascular 1.8 (IC 95% 1.1-2.9).

Nuestros pacientes, tuvieron cifras mayores que las encontradas en ese estudio:
para Metformin fue de 765 +488 ng/ml Vs 1246 +1096 ng/ml para Rosiglitazona
(p=0.10). No obstante, se logré una reduccion de 26% en las concentraciones de
sICAM-1 en el grupo de Rosiglitazona Monoterapia.

Estos resultados demuestran claramente que el agonista del receptor PPARy
Rosiglitazona es capaz de reducir la expresion del CD40L plaguetario y con esto
regular a la baja la via de sefial CD40L plaquetario-CD40L endotelial y de esta
manera, reducir las concentraciones de sVCAM-1 y sICAM-1 en pacientes con
diabetes Mellitus tipo 2. En concordancia con los estudios descritos previamente,
debe, al menos en teoria, reducir la probabilidad de que estos pacientes con
Diabetes Mellitus tipo 2 sufran muerte por causa cardiovascular.

Ahora, hay una serie de cuestiones que debemos abordar independientemente de
los resultados favorables que obtuvimos.

Uno de los puntos de crucial importancia son los datos publicados del meta-
analisis del Dr. Nissen y Wolski en junio del 2007, que son contradictorios al efecto
propuesto por nosotros. En ese metanalisis se evaluaron un total de 42 ensayos
clinicos que comparaban el efecto de la Rosiglitazona contra cualquier otro
antidiabético. En el grupo de la Rosiglitazona, comparado con el grupo control, la
OR para infarto al miocardio fue de 1.43 (IC 95% 1.03 a 1.98; P= 0.03), y la OR

para muerte de causas cardiovasculares fue de 1.64 (IC 95%, 0.98 a 2.74; P=
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0.06). Estas cifras refutan los efectos benéficos de la Rosiglitazona sobre el perfil
de riesgo cardiovascular documentados por nuestro trabajo.

Hemos sefialado ya en los antecedentes las razones por las que este meta-
analisis ha sido criticado con anterioridad, y ahora sefialaremos otra de las
razones por las cuales los resultados pueden no ser del todo irrebatibles:

En nuestro estudio, los resultados sobre el CD40L plaquetario variaron
considerablemente cuando la Rosiglitazona la prescribimos en monoterapia en
comparacion a cuando la prescribimos en combinacién con la Glibenclamida, a tal
grado que de manera basal no hubo diferencia significativa entre la Rosiglitazona
en monoterapia y la Rosiglitazona + Glibenclamida 5135 UFT Vs 5245 UFT, p=
0.96, pero al evaluar los resultados al final de las 12 semanas de tratamiento
observamos gue los pacientes en quienes prescribimos la Rosiglitazona junto con
la Glibenclamida hubo un considerable incremento en la expresion del CD40L
plaguetario, lo cual no se mostré en el grupo de la Rosiglitazona en Monoterapia:
4082 UFT Vs 9094 p=0.32.

Ahora, observando los ensayos que incluyeron en su meta-andlisis Nissen y
Wolski, podemos notar que de los 42 ensayos incluidos en el andlisis solamente
en 14 de ellos se prescribié la Rosiglitazona en monoterapia y en el resto se
proporciono junto con algun otro hipoglucemiante, dentro de los cuales podemos
incluir los siguientes: metformina, glibenclamida, insulina, glipizida, glimepirida,
clorpropamida, tolbutamida o gliquidona. Esto quiere decir, que el efecto adverso
observado puede deberse al efecto de la prescripcion del anti-diabético alterno o a

la combinacion de los dos hipoglucemiantes y no solo al efecto propio de la
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Rosiglitazona.

Igualmente en el ensayo clinico publicado por Philip D. Home y cols (2007), el
grupo de Rosiglitazona no se prescribié como monoterapia, sino que se evalud ya
sea en conjunto con Metformin o con una Sulfonilurea.

Para poder confirmar esta hipoétesis, es necesario realizar un analisis Gnicamente
con los ensayos que evaltan a la Rosiglitazona en monoterapia excluyendo
aguellos en donde se proporciona junto con otros medicamentos.

Asi pues, es de vital importancia que tanto al aprobar el uso como al prescribir un
hipoglucemiante, se evallen otros puntos adicionales a su capacidad para reducir
las concentraciones de glucosa plasmatica y la hemoglobina glucosilada, ya que
mas alld de este efecto superficial, hay mecanismo moleculares que en gran
medida influyen en los desenlaces clinicos, los cuales pueden ser la causa de
gue hasta la fecha no hemos sido capaces de reducir la mortalidad cardiovascular
en este grupo de pacientes de elevado riesgo.

Estos cuestionamientos no son nuevos. El meta-andlisis de Nissen y Wolski,
solamente puso el dedo en la llaga en un tema que finalmente requiere de un
analisis minucioso: ¢Qué datos debemos obtener para aprobar el uso de farmaco
anti-diabético?

Hasta ahora, la FDA requiere que un nuevo medicamento encaminado a tratar la
Diabetes Mellitus reduzca las concentraciones plasmaticas de glucosa y
hemoglobina glucosilada y que ademas no exista una evidencia de que
incremente el riesgo de eventos adversos, sin embargo, no requiere que

disminuya el perfil de riesgo cardiovascular. Con estas bases, desde 1995, ocho
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nuevas clases de medicamentos han sido aprobados para tratar la diabetes:
metformin, inhibidores de a-glucosidasas, analogos de amilina, analogos del
péptido similar al glucagon, inhibidores de la dipeptidil peptidasa IV, y
secuestradores de acidos biliares.

A pesar de este gran abanico de posibilidades en el tratamiento de la diabetes
mellitus, ninguno de los farmacos aqui sefialados, ha mostrado de manera
consistente reducir la mortalidad cardiovascular.

Lejos aun de mostrar una reduccién en la mortalidad en los pacientes diabéticos,
en un ensayo clinico realizado a gran escala donde se evalud el efecto de una
terapia intensiva con la finalidad de reducir la HbAlc a cifras cercanas a la normal,
por razones inexplicables, el efecto obtenido fue de un incremento en la mortalidad
en aquellos sujetos que alcanzaron el objetivo propuesto. (Gerstein HC, Miller ME,
Byington RP, et al 2007)

Esta claro entonces, la trascendencia que tiene el conocimiento profundo de los
efectos de los hipoglucemiantes sobre los mecanismos celulares implicados en el
inicio, mantenimiento y progresion de la placa aterosclerética, que finalmente se
veran reflejados en las devastadoras consecuencias clinicas que disminuyen de
forma drastica la supervivencia del paciente diabético: debido a infartos al
miocardio, a enfermedad vascular cerebral y a enfermedad arterial periférica.

La comunidad cientifica mundial se

encuentra ahora mismo analizando estas cuestiones y podemos estar seguros de
qgue en los proximos afios experimentaremos un cambio en la manera de tratar al

paciente diabético, un cambio donde los objetivos de tratamiento no seran la
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reduccion de la glucosa plasmatica, sino mas bien, y de capital importancia, la

reduccion de la mortalidad por complicaciones macrovasculares.
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9. CONCLUSIONES

1.- La Rosiglitazona reduce de manera significativa la expresion del ligando
CD40L plaquetario en comparacion con el Metformin en pacientes con Diabetes

Melltus tipo 2.

2.- La Rosiglitazona reduce de manera clinicamente significativa las
concentraciones de sVCAM-1 en comparacion con el Metformin en pacientes con
Diabetes Mellitus tipo 2.

3.- La Rosiglitazona reduce de manera clinicamente significativa las
concentraciones de sICAM-1 en comparacion con el Metformin en pacientes con

Diabetes Mellitus tipo 2

4.- La Rosiglitazona junto con la Glibenclamida no mostré un efecto favorable en la

reduccion del marcador subsidiario de riesgo cardiovascular CD40L

5.- Es necesario investigar el efecto de los hipoglucemiantes orales tanto de
manera aislada para cada uno de ellos como de manera combinada con otros anti-
diabéticos sobre los mecanismos celulares que subyacen el desarrollo de

complicaciones cardiovasculares.
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10. PERSPECTIVAS

Es necesario realizar un meta-analisis con el objetivo de estimar el efecto de la
Rosiglitazona sobre el riesgo de sufrir un infarto o muerte de causas
cardiovasculares incluyendo Unicamente aquellos ensayos donde la Rosiglitazona

se prescribe como Monoterapia y no junto con otros anti-diabéticos.

Igualmente se requieren estudios que evalten el efecto de los hipoglucemiantes
orales de uso mas comun sobre el Ligando CD40 plaquetario y en la cascada de
acontecimientos derivada de la interaccion de esta molécula con las su

complemento en las células endoteliales.

De vital importancia, son las investigaciones encaminadas a determinar las
posibles consecuencias que los diferentes hipoglucemiantes orales pueden tener
sobre las complicaciones cardiovasculares en una poblacibn ya de por si

vulnerable a padecerlas como lo son los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2.
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12. ANEXO 1

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES
CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA
SERVICIO DE MEDICINA INTERNA
PROYECTO DE INVESTIGACION DE EFECTO DE LA ROSIGLITAZONA SOBRE EL LIGANDO
CD40 PLAQUETARIO, CD40 SOLUBLE, ICAM-1Y VCAM-1 SOLUBLES EN PACIENTES CON

DM-2
Nombre No. Afiliacion
Edad Género Ocupacién

ANTECEDENTES HEREOFAMILIARES
Infectolégicos Si() No() Especificar

Neoplasicos Si() No () Especificar
Reumatoldgicos  Si( )  No () Especificar
Cardiopatias Si() No( ) Especificar

Endocrinologicos Si( ) No( ) Especificar

ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS

Tabaquismo Si( ) No ( ) Cantidad por semana Afios fumando
Alcoholismo Si () No () Cantidad al mes Embriaguez si ( ) No ()
Toxicomanias Si ( ) No ( ) ¢Cudles? Frecuencia

Usuario de farmacos y drogas intravenosas? Si ( ) No () Cual
Préacticas de actividades sexuales de riesgo: No. de parejas sexuales
Homosexualismo Proteccion Si ( ) No ()
Otras Especificar
Tatuajes Si () No ()
Perforaciones Si ( ) No ()
Combe Si () No()

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS
Transfusiones

Causa de la transfusion

Cirugias previas si ( ) No () Cuales

Enfermedad Si | No Tiempo de diagnésticoy | Tratamiento empleado
complicaciones

Hipertension Arterial

Cardiopatias

Reumatolégicos

Endocrinologicos
(tiroides, suprarrenales)
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Neuropatias

Enfermedad &cido péptica

Enfermedad de
transmisién sexual

Otras patologias
gastrointestinales

DIABETES:
Hace cuantos afios se conoce diabético:
Que tratamientos ha recibido desde su diagnostico (cronologia):

¢Realiza algun ejercicio? ¢Cual? ¢Con que frecuencia?

¢ Tiene alguna dieta especial para su Diabetes Mellitus? Indique cual

INTERROGATIRIO POR APARATOS Y SISTEMAS
a) Gastrointestinal
Pirosis (agruras) Si( ) No( ) Semiologia:

Dolor Abdominal Si( ) No( ) Semiologia:

Trénsito intestinal

* Diarrea: Si() No() Semiologia:
* Nausea Si() No() Semiologia:
*Vomito Si() No() Semiologia:

* Constipacion ~ Si( ) No( ) Semiologia:

* Disminucion del Si () No( ) Semiologia:
didmetro de las heces

Hemorragia Si() No() Semiologia:
Gastrointestinal

b) Respiratorio:
Tos Si() No() Semiologia:

Hemoptisis Si() No() Semiologia:
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¢) Cardiovascular:
Palpitaciones Si() No() Semiologia:

Edema Si() No() Semiologia:

Disnea Si() No() Semiologia:

Dolor toracico Si() No() Semiologia:

d) Neuropsiquiétrico:

Insomnio Si() No() Semiologia:
Llanto facil Si() No() Semiologia:
Sentimientode  Si( ) No () Semiologia:
Minusvalia

Antecedentede Si() No() Semiologia:
EVC

Parkinson o Si() No() Semilogia:
Transtornos

motores

e) Endocrinoldégico:

Sed Aumentada () Normal ( ) Disminuida ( )
Hambre Aumentada () Normal () Disminuida ( )
Piel Secay caliente ( ) Normal () Hameda con edema ( )
Actividad fisica Aumentada () Normal ( ) Disminuida ( )
Intolerancia al Fri6 () Calor ()
f) Presencia de fatiga Si( ) No () Semiologia:
Astenia y adinamia Si () No () Semiologia:

g) Otros datos relevantes

h) Pérdida de peso involuntaria
Pérdida de peso en kg
Porcentaje de la pérdida de peso

EXPLORACION FISICA
IctericiaSi () No ()




Palidez Si () No ()

Hepatalgia Si ( ) No ()

Hepatomegalia Si ( ) No ()

Telangiectasias Si ( ) No ()

Esplenomegalia Si () No ()

AcnéSi( ) No()

Anrtritis Si () No ()

Dermaititis Si ( ) No ()

Hallazgos importantes
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LABORATORIO Y GABINETE

Anemia Si( ) No( ) Especificar:

Hipoalbuminemia Si( ) No( ) Especificar:

Aumento de DHLs Si( ) No () Especificar:

Hiperbilirrubinemia Si ( ) No () Especificar

Biometria Hematica Completa

Hb g/dL Hto % Plaquetas millones/ml

Leucocitos millones/ml Linfocitos % Neutrodfilos %

Monocitos % Eosindfilos % Basofilos % VSG mm/h
Quimica Sanguinea

Glucosa mg/dL Creatinina mg/dL  Urea mg/dL BUN mg/dL
Acido Urico mg/dL

Perfil de lipidos

Colesterol mg/dL Triglicéridos mg/dL LDL mg/dL HDL mg/dL
Pruebas de funcionamiento hepatico

Albimina g/dL AST ul/ml ALT Ul/ml DHL Ul/ml

FA ul/ml GGT Ul/ml B Tot mg/ml B Dir mg/ml Glob g
Coagulacion

TP seg TTP seg INR IP

Examen General de Orina
pH Densidad Albimina Hb Leucocitos Eritrocitos
Sedimento




Efectos secundarios
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ler mes

2do mes

3er mes

Astenia

Adinamia

Anorexia

Fatiga

Hemorragia

Anemia

Cefalea

Escalofrio

Nausea

Vémito

Pérdida de peso

Fiebre

Acrtralgias

Mialgias

Mareo

Ansiedad

Depresion

Irritabilidad

Insomnio

Disnea

Piel seca

Ictericia

Dolor en hipocondrio
derecho
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
INFORME AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
TITULO: “EFECTO DE LA ROSIGLITAZONA SOBRE EL LIGANDO CD40 PLAQUETARIO,
CD40 SOLUBLE Y MOLECULAS DE ADHESION ENDOTELIALES ICAM-1 Y VCAM-1 EN
PACIENTES CON DIABETES MELLITUS-2”
PROTOCOLO No:
INVESTIGADORES: Dr. Maximiliano Garcia de la Pefia
Dr. Adolfo René Méndez Cruz
TELEFONO: 57 24 59 00 Ext 23449
CENTRO: Hospital General y Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional La Raza
Antes de que usted decida tomar parte en este estudio de investigacién, es importante que lea,
cuidadosamente, este documento. Su médico discutira con usted el contenido de este informe, y le
explicar4 todos aquellos puntos en los que tenga dudas. Si después de haber leido toda la
informacién usted decide participar en este estudio, debera firmar este consentimiento en el lugar
indicado y devolverlo a su médico. Usted recibira una copia de este consentimiento informado.
Obijetivos del estudio
A usted se le ha pedido que participe en un estudio de investigacién de un farmaco utilizado en
diabetes. Este estudio tiene el objetivo de evaluar el farmaco en la disminucién de la aterosclerosis
en el paciente diabético, de tal forma que pueda disminuir el riesgo de eventos cardiovasculares.
Procedimiento a seguir
Si usted acepta participar en este estudio se le realizard un examen fisico y unos estudios de
laboratorio. Se le tomaran muestras de sangre al inicio del estudio, a las 6 y 12 semanas, usted
tomara este medicamento en conjunto con su tratamiento estandar. La duracién del tratamiento es
de 12 semanas, durante los cuales usted acudira a cita en el consultorio con su médico los
siguientes dias.

Dia 1 (antes del tratamiento), semana 4, semana 8 y semana 12.
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Es importante que usted no pierda estas citas
En cada visita usted sera examinado (a) por su médico y se tomardn muestras de sangre en ayuno
en cada visita que realice. En cada visita usted le debera mostrar el medicamento a su médico, y
debera contarle de los sintomas que presente durante el tratamiento. Es muy importante que usted
tome todos sus medicamentos segln se le ha indicado. Usted recibird toda su medicacion del
estudio. Continuara toméandola en la misma forma por un total de 12 semanas.
En caso de que usted necesitara ser visto por otro médico, es importante que el/ella sepa que
usted esta participando en un estudio de investigacion. A usted se le entregara una tarjeta que dice
que usted es un participante de un estudio de investigacion, la tarjeta tiene el nimero de teléfono
donde puede ser localizado su médico, usted debera llevar esta tarjeta todo el tiempo y devolverla
al final del estudio al médico encargado. Su médico del estudio deberd saber si usted consulto con
otro médico.
Experiencia anterior con el medicamento
Este medicamento ha sido probado en miles de sujetos que tienen diabetes mellitus tipo 2 para el
control de la misma, los efectos adversos que puede provocar son: nausea, vomito, debilidad,
alteracién de la funcion hepatica. Existen datos conflictivos de que puede asociarse a riesgo
cardiovascular. Puede ser que aun no se hayan reportado algunos efectos adversos.
Tratamiento alternativo
Es importante que sepa que no es necesaria su participacion en el estudio para el control de su
enfermedad.
Exclusiones
Si usted cuenta con algunas de estas condiciones no podra participar en el estudio:

e En tratamiento con alguna tiazolidinadiona (pioglitazona, troglitazona, rosiglitazona)

e En tratamiento con alguna estatina (pravastatina, atorvastatina, simvastatina, etc)

e Angina inestable o infarto del miocardio durante las 4 semanas previas

e Dafio en la funcion hepatica (elevacién de enzimas hepaticas de mas de 2 veces su valor

normal, incluyendo bilirrubinas)
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e Tratamiento actual con insulina

e Insuficiencia renal que requiera hemodialisis

e Neoplasias

¢ Enfermedad Inflamatoria Sistémica

e Cirugia mayor reciente en las 2 semanas previas

¢ Insuficiencia Cardiaca Conhestiva Clase Funcional Il o IV de la NYHA
Beneficios para los participantes
Su condicién de salud pude mejorar como resultado de su participacién en este estudio. Sin
embargo no hay ninguna garantia de que usted reciba algin beneficio médico por dicha
participacion
Remuneracion por su participacion en el estudio
Usted recibird los medicamentos y se le haran los examenes del estudio, sin costo alguno de su
parte. No existe ninguna remuneracién econémica por su participacion en este estudio.
Compensacion en caso de lesion
Si usted sufriera una lesién como consecuencia de los medicamentos o procedimientos de este
estudio, el médico: Dr. Maximiliano Garcia de la Pefa, investigador principal, le brindara la atencion
meédica que necesite, el costo de este cuidado serd cubierto por el hospital de especialidades del
CMN La Raza.
Confidencialidad
A menos que la ley lo exija, solo el investigador y colaboradores tendran acceso a los datos
confidenciales que lo identifican a usted por su nombre, su identificacion no aparecera en ninguin
informe ni publicacion resultante del presente estudio.
Nuevos hallazgos
Se le informara sobre cualquier nuevo hallazgo importante que se documente durante el estudio
que pudiera afectar su voluntad de continuar participando en el.
Contactos

El investigador o la persona que el designe ha contestado todas sus preguntas. Si usted tiene
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preguntas adicionales durante el estudio acerca de la investigacion o de sus derechos como sujeto
de investigacion, puede dirigirse a: Dr. Adolfo René Méndez Cruz en el 5° piso del HG CMN La
Raza. En caso de lesion relacionada con la investigacion o de cualquier otro problema, sirvase
comunicarse con Dr. Maximiliano Garcia de la Pefia al telefono 53 92 53 72

Participacion voluntaria

Su participacion en este estudio es voluntaria. Usted puede negarse a participar 0 puede
interrumpir su participacion en cualquier momento durante el estudio, sin perjuicio alguno ni pérdida
de sus derechos. Si decide interrumpir su participacion, puede recibir el resto de su tratamiento sin
perjuicio alguno de su tratamiento médico o de participacion en estudios futuros. Ademas, el
investigador puede dar por terminada su participacién, independiente de su consentimiento, si
usted requiere medicamentos no permitidos ha violado el protocolo de estudio.

Consentimiento

He leido y entendido este consentimiento informado. He recibido respuesta a todas mis preguntas.
Acepto voluntariamente participar en este estudio.

Al firmar esta formula no estoy renunciando a mis derechos legales que de todas maneras tengo

como participante en un estudio de investigacion

Nombre del participante Firma Fecha

Nombre del testigo Firma Fecha

Nombre del investigador Firma Fecha



