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Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar moléculas involucradas en la acti-
vacion endotelial, tales como la molécula de adhesion sE-Selectina (SE-S)
y el péptido vasoconstrictor Endotelina-1 (ET-1) en individuos diabéticos ti-
po 2 y su asociacién con otros factores de riesgo cardiovascular. Se estu-
diaron 62 pacientes diabéticos que se compararon con un grupo control.
Las concentraciones de sE-S y ET-1 fueron significativamente mayores en
los diabéticos que en los controles (sE-S: 90,6+26,2 ng/mL vs. 49,5+9,2
ng/mL, p<0,00001; ET-1: 11,3+3,7 vs. 7,7+0,5 pg/mL, p<0,001, respec-
tivamente). Estas moléculas, en pacientes con indice de masa corporal
(IMC) normal y aumentado, mostraron diferencias significativas (SE-S:
75,5£22,4 vs. 97,1+32,9 ng/mL, p<0,05; ET-1: 8,4+2,4 vs. 14,1+4,9
pg/mL, p=0,001, respectivamente). No se encontraron diferencias entre in-
dividuos diabéticos normo e hipertensos, no fumadores y fumadores, ni nor-
mo e hipercolesterolémicos. El 81% de la poblacion estudiada present6 un
pobre control glucémico (HALlc>7%), siendo significativamente mayores
los niveles de ET-1 en este grupo (p<0,01) no asi para s-S (p=0,74). Los
resultados obtenidos muestran que los pacientes diabéticos presentan ac-
tivacion endotelial reflejada en los niveles elevados de sE-S y ET-1. EI IMC
aumentado y el pobre control glucémico incrementan la disfuncién endote-
lial en estos pacientes.

Palabras clave: diabetes * endotelio * selectina * endotelina

Summary

The object of this work was to study molecules involved in endothelial activa-
tion, such as E-selectin (SE-S) and the vasoconstrictor peptide Endothelin-1
(ET-1) in Type 2 diabetes patients, and their relation with other cardiovascular
risk factors. Sixty-two patients with diabetes were compared with matched con-
trols. sE-S and ET-1 concentrations in diabetes patients were significantly ele-
vated compared with controls (SE-S: 90.6£26.2 ng/mL vs 49.5+9.2 ng/mL,
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p<0.00001; ET-1: 11.3+3.7 vs 7.7+0.5 pg/mL, p<0.001, respectively). sE-S and ET-1 levels in
diabetes patients with normal and increased body mass index showed significant differences
(SE-S: 75.5+22.4 vs. 97.1+32.9 ng/mL, p<0.05; ET-1: 8.4+2.4 vs. 14.1+4.9 pg/mL,
p=0.001 respectively). There were no significant differences in none of the molecules val-
ues between patients with or without hypertension, smokers or non-smokers, neither in dia-
betes patients with or without hypercholesterolemia. Eighty-one percent of the population
with diabetes presented a poor glycemic control (HA1c>7%) and in these patients, ET-1
plasma levels were significantly increased (p<0.01), but not sE-S (p=0.74). These results
show that obesity and a poor glycemic control increase the endothelial dysfunction in type
2 diabetes patients.

Key words: diabetes * endothelium * selectin * endothelin

Introduccion

La Diabetes Mellitus es una enfermedad metabdlica
caracterizada por una agresién crénica al endotelio y
asociada a un riesgo incrementado de enfermedad vas-
cular prematura (1).

La disfuncion endotelial juega un papel preponde-
rante en la génesis de las complicaciones vasculares de
la diabetes y precede a las evidencias anatdbmicas mas
tempranas de ateroesclerosis. La etapa inicial de la mis-
ma involucra el reclutamiento de células inflamatorias y
su migracion a través del endotelio. Este proceso esta re-
gulado por moléculas de adhesion que se expresan en
la superficie de leucocitos y células endoteliales, y que
tendrian un papel importante en la prediccion de los
eventos cardiovasculares (2-5).

Entre las moléculas de adhesién que intervienen es-
tan las selectinas (E-Selectina y P-Selectina), las molécu-
las de adhesion intracelular (ICAM-1) y las moléculas de
adhesion vasculo-celular (VCAM-1). La E-Selectina (E-S)
es una glicoproteina que, a diferencia de ICAM-1 y
VCAM-1, se expresa exclusivamente en las células endo-
teliales activadas, en respuesta a citoquinas inflamatorias
como la interleuquina-1beta (IL-1[3), y/0 el factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-a) (6). Se ha sugerido que ni-
veles aumentados de formas solubles de E-S (SE-S) po-
drian ser marcadores especificos y precoces de endotelio
vascular dafiado (1)(4)(7-9).

Por otra parte, la Endotelina-1 (ET-1), un potente
péptido mitogénico vasoconstrictor derivado del endo-
telio ha sido relacionado con el desarrollo de ateroes-
clerosis y enfermedad vascular isquémica en pacientes
diabéticos (10)(11).

El objetivo de este trabajo fue determinar los nive-
les de sE-Sy ET-1 en diabéticos tipo 2 y la posible aso-
ciacion de dichas moléculas con otros factores de ries-
go cardiovascular como IMC aumentado, hipertension
arterial, hipercolesterolemia y grado de control glucé-
mico.
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Materiales y Métodos

Se estudiaron 62 pacientes con diagnostico de Dia-
betes Mellitus tipo 2, de ambos sexos (33 mujeres y 29
varones), de edades comprendidas entre 41 y 64 afios,
tratados con dieta y/o hipoglucemiantes orales, que
concurrieron al servicio de Endocrinologia del Hospi-
tal Centro de Salud Zendn Santilldn de la ciudad de
San Miguel de Tucuman, Argentina.

A todos se les realizé una detallada historia médica
que incluy6 estudios clinicos, cardioldgicos y oftalmolé-
gicos. En la seleccion de los pacientes diabéticos los cri-
terios de exclusion fueron: enfermedad arterial corona-
ria, hepatica, renal, hematoldgica, vascular periférica
y/0 hipotiroidismo. Los pacientes fueron agrupados de
acuerdo con: sexo, presion arterial sistolica y diastélica,
IMC, tabaquismo, niveles de colesterol total (CT), coles-
terol de LDL (C-LDL) y grado de control glucémico.

Los individuos diabéticos fueron relacionados con
un grupo de sujetos controles (n=20) de edades y se-
X0s semejantes. Los criterios de exclusion para este
grupo fueron: presencia de procesos inflamatorios, an-
tecedentes familiares de diabetes, obesidad u otras en-
docrinopatias, enfermedad hepatica o renal, tabaquis-
mo, terapia con corticoides u otras drogas que afecten
el metabolismo de los hidratos de carbono. Las muje-
res incluidas en este protocolo, tanto diabéticas como
controles, no recibieron terapias anticonceptiva u hor-
monal de reemplazo.

El presente estudio se realizd previo consentimien-
to escrito tanto de los pacientes como de los indivi-
duos controles.

Las muestras de sangre fueron obtenidas luego de
un ayuno de 12 horas y centrifugadas a 4 °C. Para las
determinaciones de glucosa, CT, C-LDL y hemoglobi-
na glicosilada (HA1c) se emplearon muestras frescas,
mientras que los sueros para SE-S y los plasmas para
ET-1 (obtenidos con EDTA), se conservaron a -70 °C
hasta su procesamiento.



Los niveles de glucosa, CT y C-LDL se analizaron
por métodos enzimaticos (Wiener Lab). Todas las
mediciones se realizaron en un espectrofotémetro
Metrolab 1600 (Buenos Aires, Argentina).

Los valores de HAlc se determinaron por un mé-
todo de inmunoensayo (Abbott Lab, EE.UU.). Para
SE-S se utiliz6 una técnica de enzimoinmunoensayo
(R&D Systems Inc, Minneapolis, EE.UU.) con una
sensibilidad menor a 0,1 ng/mL y coeficientes de va-
riacidn intraensayo de 3,5% e interensayo de 5,7%.
Los niveles plasmaticos de ET-1 fueron determina-
dos por un método de ELISA en fase s6lida (R&D
Systems Inc, Minneapolis MN, EE.UU.), con una re-
producibilidad del 95% y coeficientes de variacién
intraensayo de 4,5% e interensayo de 5,5%.

VALORES DE REFERENCIA

La hipertensién arterial fue definida por valores de
presion sistdlica>130 mm de Hg y de presion diastoli-
ca>85 mm de Hg.

Se consideraron pacientes con buen control glucé-
mico aquellos que presentaban niveles de HA1c<7%.

Se considerd IMC aumentado un valor > 25 kg/m?
(OMS).

Para el CT y C-LDL se tom6 como referencia lo
aconsejado por el NCEP (National Cholesterol Edu-
cation Program):<5,2 mmol/L y <3,4 mmol/L, res-
pectivamente.

Tabaquismo: mas de 5 cigarrillos por dia, en forma
habitual o haber abandonado el habito hasta un afio
antes de realizado el estudio.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresaron como la media
+DE. La diferencia entre los grupos se analiz6 median-
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te el test-t de Student, para valores no apareados, consi-
derando significativos aquellos con p<0,05.

Para determinar la relacion entre dos variables de
interés se uso el coeficiente de correlaciéon de Pearson.

Resultados

La Tabla I muestra las caracteristicas clinicas y bio-
quimicas de los pacientes diabéticos y sujetos controles.

Las concentraciones de sE-Sy ET-1 en los pacientes
diabéticos fueron significativamente mayores cuando
se las compararon con las de los sujetos controles.

Entre mujeres y hombres diabéticos se observaron
diferencias significativas para sE-S (101,8+30,1 y
77,9+16,4 ng/mL, respectivamente, p<0,005), no asi
para ET-1 (8,5+4,9 vs. 13,9+11,8 pg/mL; p=0,20). En
los sujetos controles no se encontraron diferencias sig-
nificativas entre hombres y mujeres para sE-S (p=0,19)
ni para ET-1 (p=0,94).

Cuando se compararon los niveles de sE-Sy de ET-1
entre pacientes diabéticos con IMC normal y aumenta-
do, también se observaron diferencias significativas
(sE-S: 75,5+22,4 vs. 97,1£32,9 ng/mL, p<0,05 y ET-1:
8,4+2,4 vs. 14,1+4,9 pg/mL, p=0,001, respectivamente).

Sin embargo, no se encontraron diferencias en los
valores de sE-S y ET-1 entre diabéticos normo e hiper-
tensos (ET-1: 79,3+24,3 vs. 97,7+£29,6 ng/mL, p=0,12 y
ET-1: 10,943,8 vs. 12,4+5,6 pg/mL, p= 0,51, respectiva-
mente), no fumadores y fumadores (91,4+30,5 vs.
81,2+24,1 ng/mL, p=0,33y 13,345,3 vs. 11,3+4,1 pg/mL,
p=0,53 respectivamente). Tampoco se encontraron dife-
rencias significativas entre diabéticos normo e hiper-
colesterolémicos (Tabla II).

Segun las concentraciones de HAlc los pacientes
fueron agrupados en: diabéticos con buen control glu-

Tabla I. Caracteristicas clinicas y bioquimicas evaluadas en pacientes diabéticos y sujetos controles.

Diabéticos Controles p
N° pacientes (Varones/mujeres) 62 (29/33) 20 (10/10)
Edad (afios) 51,2+9,1 50,9+10,1 0,08
Evolucién de la enfermedad (afios) 4,432 -----
IMC (kg/m?2) 28,1+x4,4 23,6%£2,5 0,0006
Presion sistélica (mm Hg) 15315 12448 0,007
Presion diastolica (mm Hg) 9148 7815 0,01
Fumadores 16% 0%
HAlc (%) 9,5+2,9 5,2+0,5 <0,000001
Glucemia en ayunas (mg/dL) 164+105 84+9 <0,001
Colesterol total (mmol/L) 5,0+1,4 4,7+0,4 0,11
Colesterol-LDL (mmol/L) 3,31+0,1 2,910,4 0,01
E Selectina (ng/mL) 90,6+26,2 49,5+9,2 <0,00001
Endotelina-1 (pg/mL) 11,3+3,7 7,7£0,5 <0,001
Los valores se expresan como la media +DE. IMC: indice de masa corporal; HAlc: hemoglobina glicosilada.
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Tabla Il. Niveles de sE-selectina y Endotelina-1 en diabéticos sin/con factores de riesgo cardiovascular.

sE-selectina Endotelina-1
(ng/mL) (pg/mL)

CT Normal 41 (66%) 87,5+22,6 10,7+4,2
CT aumentado 21 (34%) 89,9+33,3 12,8+5,1
C-LDL Normal 40 (65%) 82,2+28,3 10,3+4,5
C-LDL Aumentado 22 (35%) 101,7+34,6 13,4+5,9
Normotensos 36 (60%) 79,3+24,3 10,9+3,8
Hipertensos 26 (40%) 88,1+39,6 12,4+5,6
No fumadores 52 (84%) 91,4+30,5 13,3+45,3
Fumadores 10 (16%) 81,2+24,1 11,3+4,1
IMC normal 26 (42%) 75,5+22,4 8,4+2,4
IMC aumentado 36 (58%) 97,1+32,9* 14,1+4,9*
DBCG 12 (19%) 88,4+28,1 7,6x1,4*
DPCG 50 (81%) 91,9+27,2 13,0+4,6*
Los valores se expresan como la media + DE. CT: colesterol total; LDL-C: colesterol de LDL; IMC: indice de masa
corporal; DBCG: diabéticos con buen control glucémico; DPCG: diabéticos con pobre control glucémico. * p<0,05.

cémico (DBCG, HA1c<7%) y diabéticos con pobre
control glucémico (DPCG, HA1c>7%). Cabe destacar
que el 81% de la poblacidon diabética estudiada corres-
pondia al grupo DPCG. Los niveles plasméticos de ET-
1 fueron significativamente mayores en este Gltimo
grupo (13,0+4,6 vs. 7,6x1,4 pg/mL, p<0,01), pero pa-
ra se-S los valores de entre ambos grupos no fueron es-
tadisticamente diferentes (91,9+27,2 vs. 88,4128,1
ng/mL, p=0,74).

Cuando se aplico el coeficiente de correlacion de
Pearson, en los pacientes diabéticos se encontré una
buena correlacion entre la sE-Sy ET-1 (r=0,48) y entre
SE-S y niveles de CT (r=0,33) y sE-Sy LDL-C (r=0,37).

Discusion

Los resultados del presente trabajo muestran que
los niveles de sE-S y ET-1 en pacientes con diabetes ti-
po 2 estan significativamente elevados cuando se los
compara con los sujetos controles. Este hallazgo fue
coincidente con los de diversas publicaciones previas
(4)(10-14), sin embargo, hay autores que no encontra-
ron diferencias para estas moléculas entre pacientes
diabéticos y controles sanos (15-17).

En los pacientes estudiados se hallaron valores de
sE-S significativamente mayores en mujeres que en
hombres. Si bien la mortalidad por enfermedad car-
diovascular es 3 a 5 veces mayor en mujeres con diabe-
tes tipo 2 que en no diabéticas, no se conoce comple-
tamente el mecanismo por el cual la diabetes modifica
el efecto protector de las hormonas femeninas para las
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enfermedades cardiovasculares. Algunos autores des-
criben una interaccion entre hiperglucemia y estra-
diol, por la que niveles elevados de glucemia reduci-
rian la produccién de 6xido nitrico mediada por
estradiol en las células endoteliales, contribuyendo a
la ateroesclerosis acelerada en mujeres diabéticas
(18)(19). Este mecanismo explicaria en parte, la dife-
rencia observada en los niveles de SE-S entre mujeres y
hombres diabéticos lo que se sumaria a la edad de las
pacientes estudiadas que promedio los 51 afos. Los ni-
veles plasmaticos de ET-1 en estos pacientes, no mos-
traron diferencias significativas entre ambos sexos,
coincidiendo con los resultados de Ak y col (20).

Por otra parte, Blann y cols. estudiando sujetos sa-
nos de ambos sexos encontraron en hombres niveles
mayores de moléculas de adhesion respecto de las mu-
jeres, lo cual sostendria la hipétesis que el estr6geno
podria suprimir la expresion de dichas moléculas in vi-
vo, explicando la incidencia reducida de ateroesclero-
sis en mujeres premenopausicas comparada con hom-
bres de edades similares (17).

La obesidad es un factor de riesgo independiente
de enfermedad cardiovascular que favorece el desarro-
llo de ateroesclerosis. En este estudio se encontré que
el 58% de la poblacion diabética tenia un IMC aumen-
tado y niveles de sE-S significativamente mayores, coin-
cidiendo con los hallazgos de Bagg y col (21). Ademas,
en otros trabajos observaron que las moléculas de ad-
hesion estaban aumentadas en hombres obesos, ya
sean normo o hipertensos (22)(23).

Los diabéticos con IMC aumentado también pre-
sentaron niveles de ET-1 significativamente mayores



que los de IMC normal, coincidiendo con los resulta-
dos de Viswanathan y col (24). Sin embargo, hay auto-
res que no encontraron diferencias entre ambos gru-
pos (20)(25).

Si bien no son totalmente conocidas las bases mole-
culares de la relacién entre obesidad y enfermedad
vascular, esta establecido que la obesidad central es un
factor de riesgo mas importante que la obesidad peri-
férica para el desarrollo de enfermedad vascular
(21)(26)(27). La causa de la disfuncion endotelial en
diabéticos obesos podria estar relacionada en parte
con la insulinorresistencia presente en estos indivi-
duos sE-S (28). Por otro lado, el tejido adiposo parece
ser un determinante del incremento plasmaético de sE-
S en los individuos diabéticos. Este hecho apoya la po-
sibilidad, sugerida por Targher y col, que el tejido adi-
poso liberase uno o maés factores que podrian afectar
adversamente la funcion endotelial (14).

Estudios poblacionales mostraron que la hiperten-
sion arterial es dos veces mas frecuente en diabéticos
que en no diabéticos (29). En el presente trabajo se
encontrdé que el 40% de los pacientes estudiados te-
nian hipertension arterial y niveles de sE-Sy ET-1 més
elevados que los normotensos, pero las diferencias en-
tre ambos grupos no fueron estadisticamente significa-
tivas. Coincidiendo con estos resultados De Souza y
otros investigadores no encontraron una influencia
significativa de la presion arterial sobre las variables
endoteliales (7)(21)(23)(30-32). Por otra parte, Viswa-
nathan y col hallaron que los valores de ET-1 se corre-
lacionaban con la presion arterial aumentada (24).
Los resultados obtenidos sugieren que la coexistencia
de hipertension y diabetes no ejerceria un efecto adi-
tivo sobre los niveles de estas moléculas.

El tabaquismo esta relacionado con el desarrollo
prematuro de complicaciones vasculares en la diabetes
debido a que altera la funcién endotelial, aunque los
mecanismos no estén totalmente aclarados (33-35).
Estudios realizados en animales de experimentacion
mostraron que la nicotina causaria un dafio en la vaso-
dilatacion dependiente del endotelio por un incre-
mento del estrés oxidativo (36). En la poblacion diabé-
tica estudiada, solamente el 16% eran fumadores, y sus
valores de sE-S y ET-1 no fueron diferentes de los de
no fumadores, coincidiendo con los hallazgos de Ak y
col. (20). Sin embargo, se considera que estos resulta-
dos no son concluyentes dado el pequefio nimero de
pacientes con este habito toxico.

No se encontraron diferencias significativas en los
valores de sE-S y ET-1 en diabéticos normo e hiperco-
lesterolémicos. No obstante, se ha sugerido que lipi-
dos y lipoproteinas anormales juegan un papel impor-
tante en la disfuncion endotelial en diabetes tipo 2
(31)(37-39). La sE-S correlacioné con los valores au-
mentados de CT y LDL-C coincidiendo con los hallaz-
gos de Thorand y col. (40).
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En este trabajo se observé que el grado de control
glucémico tiene influencia en los niveles de ET-1, ya
que pacientes con pobre control glucémico presentan
valores més elevados de esta molécula. Esto mismo fue
evidenciado anteriormente por este grupo de trabajo
y otros autores (10)(24).

Los resultados del presente trabajo mostraron una
correlacion entre sE-S y el control glucémico, en con-
cordancia con los hallazgos de Cominacini y col que
observaron una disminucién de sE-S cuando mejora-
ban los niveles de HAlc (12). Sin embargo, Bagg y
Pontiroli muestran que la sE-S no esta asociada a la hi-
perglucemia (21)(41).

Conclusiones

En este estudio se observé que los pacientes con dia-
betes tipo 2 presentan niveles elevados de sE-Sy ET-1,
moléculas marcadoras de activacién endotelial.

Los diabéticos con IMC aumentado presentaron un
incremento significativo de sE-Sy ET-1, potenciando la
disfuncién endotelial en estos pacientes.

El grado de control glucémico se asocid con niveles
elevados de ET-1, lo que confirmaria que la hiperglu-
cemia crénica afecta la vasodilatacion dependiente del
endotelio.

Estos resultados sugieren que la deteccion tempra-
na de marcadores bioquimicos de disfuncién endote-
lial contribuirian a la prevencion de enfermedad car-
diovascular en estos pacientes de alto riesgo.
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