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. Resumen

En el presente trabajo se estudiaron los niveles séricos de sVCAM-1, sE-Selectina y
sCD40L, en individuos con Sindrome Metabolico (SM) y se compararon con un grupo

control.

Sujetos y métodos: Se incluyd 185 personas entre 45 y 64 afios, no fumadores; de ellos
93 corresponden a pacientes con SM y 92 a un grupo control. El criterio utilizado para SM
fue ATPIII modificado. La concentracion sérica de sSVCAM-1, sE-Selectina y sCD40L,
fue determinada por ELISA comercial de fase solida. Los resultados son expresados como

mediana y percentiles 25 y 75.

Resultados: El grupo con SM mostrdé niveles elevados de sVCAM-1 558.9 ng/mL
(481.3-673.1 ng/ml) comparado con el grupo control 405.2 ng/mL (360.6-471.2 ng/ml)
(p<0.0001). Igualmente la mediana de sCD40L 3.0 ng/mL (2.11-11.8 ng/ml) en el grupo
SM fue significativamente (p<0.0001).mas alta que en el grupo control, 2.6 ng/mL (2.3-
3.4 ng/ml). Los niveles de sE-selectina no fueron significativamente diferentes entre los
grupos estudiados, 73.9 ng/ml (58.3-87.2 ng/ml) y 68.5 ng/ml (50.8-97.5 ng/ml) en SM y

grupo control, respectivamente.

Conclusiones: Los niveles séricos de las moléculas de adhesion celular, sVCAM-1 y
sCD40L, pero no sE-selectina, son significativamente mas altos en personas con SM que en

individuos que no presentan SM.



I1. Introduccion

El sindrome metabdlico (SM) es un concepto complejo, a pesar de las dificultades para
unificar sus criterios clinicos ha llegado a ser muy ttil y ha generado una enorme actividad
en la investigacion. Fue reintroducido recientemente dentro del pensamiento comun por
Reaven en su conferencia de Bating en 1988, Pero las primeras descripciones datan de los
afios 20 del siglo pasado. El SM es un racimo de factores de riesgo cardiovasculares tales

como obesidad, hipertension, dislipidemias, e intolerancia centrales a la glucosa.

Pues simple y directo podria aparecer la definicion del SM pero como se menciono
anteriormente hay grandes controversias y cada asociacion tiene su propia definicion y
criterios. Independientemente de su definicion el SM no se trata de una simple enfermedad,
sino de un grupo de problemas de salud causados por la combinacion de factores genéticos
y factores asociados al estilo de vida, especialmente la sobrealimentacion y la ausencia de
actividad fisica; de forma que el exceso de grasa corporal (particularmente la abdominal) y

la inactividad fisica favorecen el desarrollo de multiples problemas de salud.

Hoy en dia, el SM es una verdadera epidemia no sélo en personas de mediana edad sino
también entre adolescentes y ancianos, es importante destacar que el predominio del SM es
altamente edad-dependiente por lo tanto con el aumento de la poblacion en envejecimiento

su incidencia y predominio aumentaran siempre.

Las personas con SM presentan un estado proinflamatorio el cual se evidencia con
niveles elevados de citoquinas como factor de necrosis tumoral-a (FNT-a), interleuquina-6
(IL-6) y reactantes de fase aguda. Estas citoquinas promueven la expresion de moléculas de
adhesion como VCAM-1, E-selectina y CD40L todas estas moléculas de adhesion son
vitales para la interaccion adhesiva que es un prerrequisito para el normal accionar de todos
los componentes del sistema cardiovascular, pero al existir un estado proinflamatorio se va

a producir un aumento de éstas moléculas.



Las moléculas de adhesion como VCAM-1, E-Selectina y CD40L se relacionan de una
u otra forma con el SM, por ejemplo CD40L soluble (sCD40L), VCAM-1 soluble
(sVCAM-1 ) y E-Selectina soluble (sE-Selectina) esta relacionado con diabetes mellitus,
hipercolesterolemia y angina inestable, ademds estas moléculas son componentes bien
definidos de placas aterosclerdticas y se han propuesto ser marcadores potenciales de
aterosclerosis. Las formas solubles de estas moléculas de adherencia pueden ser liberadas
de la superficie endotelial y tener un peso molecular més bajo que las moléculas expresadas
en las células endoteliales, debido a la ausencia del dominio citoplasmico que sigue en la

célula de origen.



I11. Objetivos

Objetivo general
Estudiar los niveles séricos de tres moléculas de adhesion: sVCAM-1, sCD40L
y sE-Selectina en pacientes no fumadores con un rango de edad de 45 a 64 afios,

divididos en dos grupos, uno con SM y un grupo control.

Objetivos especificos

a. Relacionar los niveles séricos de sVCAM-1, sCD40L y sE-Selectina con
cada uno de los parametros medidos segun la definicion de SM por el ATP
I modificado, utilizada en el presente trabajo como son obesidad central,

hipertrigliceridemia, colesterol HDL, presion sanguinea y glicemia.

b. Relacionar los niveles séricos de sVCAM-1, sCD40L y sE-Selectina con

otros parametros medidos previamente como son colesterol total, colesterol-

LDL e indice de masa corporal (IMC).



IV. Revision Bibliografica

1. Sindrome metabdlico

Reaven, en 1988, definid6 como sindrome metabolico o sindrome X a una serie de
factores de riesgo coronario que incluian intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia,
hipertension arterial y un perfil lipidico alterado (aumento de triglicéridos y un descenso de
las lipoproteinas de alta densidad [HDL]). Posteriormente, se han agregado a este sindrome
otras alteraciones, como la obesidad abdominal, presencia de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), e incremento en las concentraciones de acido urico. (National Cholesterol

Education Program 2002)

Se han utilizado diferentes términos para referirse a este sindrome: sindrome X,
sindrome de resistencia a la insulina, sindrome dismetabolico cardiovascular, sindrome
multiple dismetabdlico o simplemente sindrome metabdlico(SM). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) introdujo al SM como categoria de diagndstico en 1999.
Desde entonces otros organismos u organizaciones médicas emitieron sus propios criterios
para el SM, incluyendo el grupo europeo para el estudio de la resistencia a la insulina
(GEIR), el National Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel III (NCEP
ATP III) y la federacion internacional de la diabetes (FID) (Fulop et al., 2006).

El diagnéstico clinico del sindrome metabdlico se hace por la presencia de sus atributos.
La OMS definié un criterio en pacientes diabéticos tipo 2 o intolerantes a la glucosa o
resistentes a la insulina con 2 0 mas de las siguientes caracteristicas: obesidad segiin IMC o
relacion de perimetro de cintura y cadera, dislipidemia segun triglicéridos o C-HDL,
hipertension arterial y microalbuminuria. Esta definicion que ha sido aplicada en estudios
epidemioldgicos tiene la limitacion de exigir la realizacion de exdmenes de test de
tolerancia a la glucosa y determinaciones de insulinemia y microalbuminuria (World Health

Organization, 1999).
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El NCEP-ATP III reconoce por primera vez que el sindrome metabdlico condiciona un
mayor riesgo de enfermedad coronaria, plantea su diagnostico y tratamiento como un
objetivo secundario después de alcanzar las metas para el colesterol LDL (C-LDL) y sefiala
los criterios de diagnostico que son muy simples y de facil aplicacion clinica a diferencia de
lo propuesto por la OMS. Los criterios utilizados son 3 o mas de los siguientes: Obesidad
central > 102 cm en hombres y > 88 cm en mujeres. Hipertrigliceridemia > 150mg/dl (1.7
mmo/l). HDL colesterol < 40 mg/dl (1.03 mmol/l) hombres, < 50 mg/dl (1.29 mmo/Il)
mujeres. Hipertension, presion sanguinea > 130/85 mmHg o medicacion. Glicemia de
ayuno > 110 mg/dl (6.1 mmol/l) (Fulop et al 2006). Este parametro fue modificado en el
2004 para ser >100 mg/dl (5.6 mmol/l), en acuerdo con la definicion puesta por la

asociacion americana de la diabetes. (Grundy et al.2005)

Una de las definiciones mas recientes es la propuesta por la FID, la cual propone como
base la obesidad central > 90 cm en hombres y > 80 cm en mujeres, mas de los siguientes
parametros alterados: Triglicéridos elevados > 150 mg/dl (1.7 mmol/l) o tratamiento para
este. HDL colesterol disminuido < 40 mg/dl (1.03 mmol/l) hombres, < 50 mg/dl (1.29
mmol/l) mujeres o tratamiento para esta anormalidad. Glucosa de ayuno en plasma > 100

mg/dl o diagnostico previo de diabetes tipo 2 (Fulop et al., 2006).

La Encuesta Nacional de Salud realizada por el Ministerio de Salud y ejecutada por el
Depto. de Salud Publica de la Escuela de Medicina de la P. Universidad Catolica de Chile
en el afio 2003, sobre una poblacion de 3.619 individuos mayores de 17 afos y
representativa del pais, aplicando los mismos criterios diagnosticos del NCEPATP III,
encontrd una prevalencia de SM de 22,6%, también similar en hombres y mujeres. En
rangos de 17 a 24 afios la prevalencia fue de 4,6%, llegando a un 36,5% entre 45 y 64 afios
y 48% en mayores de 64 afios. Es decir, 1 de cada 2 o 3 chilenos mayores de 45 afios tiene
sindrome metabdlico. Esta enorme prevalencia es en gran medida explicable por los estilos
de vida poco saludables con altas tasas de sedentarismo y de obesidad. Esta encuesta
muestra una prevalencia de 28.1% para la séptima region del Maule (Ministerio de Salud
Chile), este valor es superior a la prevalencia a nivel nacional de ahi la inquietud de

estudiar esta condicion patologica.
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El SM es caracterizado por una constelacion de factores de riesgo cardiovascular como
se menciono anteriormente. La raiz de las causas del sindrome metabdlico son obesidad,
inactividad fisica, y factores genéticos. E1 SM se asocia a un desorden generalizado como
es la resistencia a la insulina. Algunos individuos estan genéticamente predispuestos a la
insulina resistencia (IR). La mayoria de las personas con IR tienen obesidad abdominal.
Varios factores de riesgo se han incluido en el SM, la lista siguiente contiene esos factores
que estén generalmente aceptados como siendo caracteristicos de este sindrome: (Isomaa

2003; Grundy et al., 2005)

e Obesidad abdominal

¢ Dislipidemia

e Hipertension arterial

e Intolerancia a la glucosa o IR
e Estado protrombdtico

e Estado proinflamatorio

Debido al alto grado de la asociacion de estos factores de riesgo en personas con el
sindrome metabolico, es dificil de determinar las contribuciones individuales de cada factor
al riesgo. El SM no se trata de una simple enfermedad, sino de un grupo de problemas de
salud causados por la combinacion de factores genéticos y factores asociados al estilo de
vida, especialmente la sobrealimentacion y la ausencia de actividad fisica (Alberti et al.,
2005); de forma que el exceso de grasa corporal (particularmente la abdominal) y la
inactividad fisica favorecen el desarrollo de multiples problemas de salud. La tultima
definiciéon de SM propuesto por la FID menciona que la obesidad central seria la etapa
central del sindrome. Esto reconoce el hecho de que la obesidad abdominal es un
determinante importante para la patogénesis del SM. Esto acentia también la relacion entre
la circunferencia de la cintura y la enfermedad cardiovascular (ECV) y otros componentes

incluidos en la definicion (Fulop et al., 2006).
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La IR y obesidad abdominal segun lo discutido parecen ser los procesos mas aceptables
que pueden explicar el SM incluyendo todos o por lo menos la mayor parte de los

componentes (Fig.1). (Isomaa 2003; Fulop et al., 2006)

SINDROME METABOLICOD

Edad
Factores causales: R pkeg

sadentarismo
tabaoo

/ driogas

Obesidad abdominal

Gengtica ~

RESISTENCIA INSULINICA

Lonsecuenclas: * Hiperinsulinermla

.
DM tipe 2 s S0P, MASH
Intal glucosa
f ,. \ Dislipldemlas
Hip=rtanslén -¥7T6s
arterlal Disfunslén endotellal - LC-HOL
- Pra - Inflarnadidn: T PCR, ICAM, ROS - L péd

- Fro - Trambesis: T PAH , Fibrintgenc
- Pro - Praliferacidn: T MaPk
- Pra - Vasosoorstriccion: o NG, ET-1

&
»
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Figura 1: PATOGENIA Y CONSECUENCIAS DEL SINDROME METABOLICO
(Fuente: Maiz. 2005).

(RNpbeg = Recién nacido con peso bajo para su edad gestacional; SOP = Sindrome de
Ovario Poliquistico; NASH = Esteatohepatitis no alcohdlica; PCR = Proteina C reactiva;
ICAM = Moléculas de adhesion intercelular; ROS = Especies reactivas de Oxigeno; PAI -
1= Inhibidor del activador del plasmindgeno-1; MAPk= Kinasas de proteinas mitogénicas
activadas; NO = Oxido nitrico; ET-1 = Endotelina 1; TGs = Triglicéridos; C-HDL =
Colesterol de HDL; LDL p&d = LDL pequeias y densas).

13



1.1. Factores de riesgo

1.1.1 Obesidad

En general es aceptado que un peso por encima de un 10% del peso ideal constituye un
factor de riesgo de enfermedad cardiovascular, sin embargo es muy dificil valorar este
factor en forma independiente, porque generalmente ocurre en un paciente con otros
factores de riesgo como la diabetes, la hipertension arterial y las dislipidemias (Carr et al.,

2004).

La obesidad es un factor patogénico importante y mas del 80% de los obesos son
insulino-resistentes. La expansion de los adipocitos viscerales modifica su actividad
endocrino-metabodlica con aumento de secrecion y niveles plasmaticos de acidos grasos
libres (AGL). Los AGL generan resistencia a la insulina en el musculo al promover la
fosforilacion del sustrato del receptor de insulina-1(IRS-1) en posicion serina en vez de
tirosina, lo que se traduce en menor traslocacion de los transportadores de glucosa GLUT-4
dependientes de la fosfatidilinositol-3-kinasa. La menor utilizaciéon de la glucosa a nivel de
adipocitos y células musculares, junto a una mayor produccion hepatica, por
neoglucogenia, son la causa de la hiperglicemia y de la hiperinsulinemia compensadora.
(Shepherd et al., 1999; Fulop et al., 2006). Estudios de la biologia de los adipositos muestra
que ademdas de lo anterior secretan activamente una variedad de hormonas, factores de
crecimiento, citoquinas y otras sustancias denominadas adipocitoquinas. Las
adipocitoquinas incluyen el TNF-a, entre otras moléculas, la produccion no controlada de
estas adipocitoquinas participa en la patogénesis de la obesidad asociada al sindrome
metabolico tal como la insulina resistencia, diabetes del tipo II, hiperlipidemia y
enfermedades vasculares. Estas citoquinas, especialmente el TNF-a estimulan la

produccion de moléculas de adhesion (Matsuda et al., 2004).
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1.1.2 Dislipidemias

La dislipidemia consiste en un conjunto de anormalidades culitativas y cuantitativas de
las lipoproteinas, colesterol y triglicéridos elevados en suero, aumento de las particulas
pequeiias de LDL, y un nivel reducido de HDL-C. Muchos estudios indican que un papel
importante en el desarrollo del proceso ateroesclerdtico es la interaccion entre los lipidos
plasmaticos y la pared vascular, que juegan un papel de primera importancia. En el estudio
MRFIT en 350.977 hombres, encontraron una relacion significativa entre los niveles de

colesterol total y los eventos cerebrovasculares. (Snack FM, 1996)

Es sabido que personas que presentan hipercolesterolemia padecen de una deficiencia de
la actividad del 6xido nitrico lo cual aumenta el estrés oxidativo y con un aumento en la
LDL oxidada, lo cual lleva a la formaciéon de las células espumosas donde tiene un papel
importante la molécula VCAM-1 en la primera parte de este proceso (Altman R. 2005).
Ademas estas particulas pequefias de LDL-col estdn relacionadas con otros factores de
riesgo cardiovascular como diabetes mellitus tipo 2 e hipertrigliceridemia post-prandial

(Arauz-Pacheco et al., 2002)

1.1.3 Hipertension

La hipertension es uno de los factores de riesgo cardiovascular mas importante mas aun

cuando esta asociado a otros factores de riesgo (Ledford et al., 2002).

Diversos estudios epidemioldgicos prospectivos han mostrado un ascenso del riesgo de
mortalidad total y cardiovascular al ir aumentando los niveles de presion arterial (diastolica
y sistolica). En concreto, segin el estudio Framingham (Stytkowski et al., 1996), la
hipertension, aumenta de dos a tres veces el riesgo de todas las enfermedades
cardiovasculares arterioscleroticas, en especial la enfermedad cerebrovascular y la
insuficiencia cardiaca. Para enfatizar atin mas la importancia que supone un 6ptimo control
de la hipertension arterial (HTA), la OMS publico en 2002 el riesgo poblacional atribuible
que indica la proporcion de pérdida de DALY's (Disability Adjusted Life Years) o afios de
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vida saludable que serian evitables al desaparecer un factor de riesgo vascular (The world
health report 2002). Asi, el mayor riesgo atribuible de discapacidad y de mortalidad en la
poblacion anciana del mundo desarrollado en el afio 2000 correspondieron a la HTA y a la

inactividad fisica (Franklin SS et al., 1999).

1.1.4 Insulino resistencia

La resistencia a la insulina se define como una condicion caracterizada por una menor
actividad biologica de la hormona que se expresa en sus diferentes acciones metabdlicas,
siendo la mas evidente en el metabolismo de la glucosa. Esto se manifiesta en 6rganos y
tejidos como el higado, tejido adiposo y muscular y también en el endotelio. Un cierto
grado de resistencia a la insulina es fisiologico durante la pubertad, en el embarazo y con el
envejecimiento, siendo normalmente compensada por una mayor secrecion de insulina por

las células beta del pancreas (World Health Organization, 1999).

La resistencia a la insulina patoldgica puede ser secundaria a defectos del receptor de
insulina o por trastornos de su accién a nivel post-receptor. Las mutaciones del receptor (se
han descrito méas de 30 a nivel de sus subunidades o y ) son muy severas, muy poco

frecuentes y a veces incompatibles con la edad adulta (Shepherd, 1999).

En la gran mayoria de los pacientes que tienen resistencia a la insulina, hay defectos a
nivel post-receptor derivados de alteraciones genéticas, que son multiples (IRS-1,
proteinkinasas, glicogeno sintetasa, etc), cuya expresion clinica es favorecida por la
concurrencia de factores ambientales, entre los que destaca la obesidad abdominal. El
sedentarismo, tabaquismo y algunos medicamentos (diuréticos, betabloqueadores,
progestagenos, corticoides) que también facilitan la resistencia a la insulina (Grundy et al.,

2005).

16



1.2. Inflamacion

Los factores de riesgo nombrados anteriormente (hipercolesterolemia, hipertension
arterial, diabetes, obesidad, sedentarismo, etc), tienen el comun denominador de generar un
estrés oxidativo que provoca el bloqueo del elemento inhibitorio (I-KB) que controla la
replicacion del factor nuclear K-B (FN-KB). Este factor esta conectado con varias decenas
de genes involucrados en la inflamacién y se encarga de activarlos, como se muestra en la

figura 2. (Kon et al., 2005)

Algunos de estos genes tienen la capacidad de generar moléculas de adhesion celular
(VCAM-1, integrinas, selectinas) otros liberan citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1,
IL-6, etc.), o factores quimiotacticos de atraccion y colonizacion de monocitos, factores de
crecimiento, aumento de permeabilidad capilar, etc., todos elementos que contribuyen a
producir un ambiente inflamatorio que se intensifica y retroalimenta mientras persistan los
factores de riesgo y mantengan el estrés oxidativo. Un ejemplo de esta retroalimentacion es
la produccion de la interleuquina-6 que estimula en el higado la sintesis de la proteina C
reactiva la cual amplifica la respuesta inmunoldgica en los tejidos estimulando la
replicacion del FN-KB que induce la produccion de moléculas de adhesion leucocitaria y

quimotactinas en la célula endotelial (Yeh E, et al. 2001).
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EFECTOS MOLECULARES EM EL 5. METABOLICO
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FIGURA 2: ALGUNOS EFECTOS MOLECULARES PRO-INFLAMATORIOS, PRO-
PROLIFERATIVOS Y PRO-TROMBOTICOS DEL SINDROME METABOLICO.
(Fuente: modificado de Maiz. 2005).

(ROS= Especies reactivas de oxigeno; IkB= Inhibidor del factor nuclear kapa B; NFkB=
Factor nuclear kapa B; MAPk= Kinasas de proteinas mitogénicas activadas; PKC= Protein
kinasa C; Elk-1= Factor de transcripcion simil a ETS; c-fos= Factor de trancripcion pro-
crecimiento; VCAM-1= Molécula de adhesion de células vasculares; ICAM-1= Moléculas
de adhesion intercelular; PCR= Proteina C reactiva; TNF-a= Factor de necrosis tumoral
alfa; IL-6= Interleuquina 6; PAI-1=Inhibidor del activador del plasminégeno-1; MCP-1=

Proteina quimiotéctica de monocitos)

1.3. Citoquinas proinflamatorias e interaccion de las moléculas de adhesion en la

pared vascular.

El reclutamiento de leucocitos hacia el interior de la pared vascular es caracteristico de
los estadios iniciales de formacion y progresion de la placa de ateroma. Este fenémeno ha
dado origen a diversas hipdtesis que intentan explicar la aterogénesis en el contexto de un

proceso inflamatorio (Cines et al., 1998).
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Independientemente del estimulo desencadenante (LDL oxidadas, células adiposas,
etc.), esta respuesta inflamatoria parece iniciarse tras la activacion de los macréfagos
tisulares y liberaciéon de algunas citoquinas como IL-1, IL-6 y TNF-alfa. Estas tres
citoquinas son responsables, en parte, de la sintesis hepatica de reactantes (Proteina C
reactiva, amiloide sérico A y fibrindgeno) y a nivel local, juegan un papel fundamental en
el reclutamiento de leucocitos desde la luz vascular hacia los tejidos por mediacion con
diversas moléculas de adhesion como E-selectina y VCAM-1. El TNFa estimula la
expresion de E-selectina que se une de forma preferente a los neutrofilos. La IL-1 induce la

expresion de VCAM-1 capas de unirse a linfocitos y monocitos (Gearing et al., 1993)

Las P-selectinas y E-selectinas permiten que el neutrdfilo pueda unirse y rodar sobre el
endotelio; luego las integrinas producen adhesion y enlentecen el rodamiento y, por tltimo,
la familia de las inmunoglobulinas hace que la célula se detenga por completo (Cines et al.,

1998).

Las selectinas son familias de proteinas que proporcionan indicadores de trafico para
leucocitos. El endotelio expresa E-selectina y P-selectina, y los leucocitos inducen L-
selectina. La E-selectina es inducida por citoquinas como las nombradas anteriormente. Las
selectinas median funciones de sujecion de leucocitos y monocitos a la pared vascular
formando adhesiones labiles que permiten al leucocito rodar sobre el endotelio

(Gokulakrishnan et al. 2005).

Las integrinas son familias de receptores de membranas que integran el citoesqueleto de
una célula con otra o con la matriz extracelular. Existen 3 grupos: el primero denominado
VLA (very light appearing antigen); el VLA-4 que se halla en linfocitos y monocitos se liga
con el VCAM-1 del endotelio; el segundo grupo es el de las LFA (lymphocyte function
associated antigen) también conocido como MAC-1 que se expresan en monocitos y
neutrofilos y se ligan con el ICAM-1 del endotelio; el tercer grupo es el de las cito-

adhesinas que constituyen las glicoproteinas IIb-I11a de las plaquetas (Altman R.2005). En
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la figura 3 se muestra una figura que muestra la interaccion entre las moléculas de adhesion

y sus receptores de membrana.

Linf Ty

IFM-gamma
TNF-beta

IL-1 Prot C react

IL-6 Amiloide ser A
<} INFalfa  Fibrinogeno

FIGURA 3. ACTIVACION DE MOLECULAS DE ADHESION EN LA SUPERFICIE
ENDOTELIAL POR ACCION DE DIVERSAS CIOQUINAS (Fuente: Miralles M, et
al.,2002).

Por otra parte, la produccion de diversas citoquinas proinflamatorias es caracteristica de
la pared vascular tanto normal como ateromatosa a pesar que esta ultima presenta un nivel
mayor. En efecto, las células endoteliales son capaces de expresar interleuquinas y varios
factores estimulantes de colonias. La IL-1 y TNF-alfa producidas por las células
inflamatorias que infiltran la pared vascular ateromatosa parecen jugar un papel
fundamental al activar las células endoteliales e inducir la expresion de algunas de estas

citoquinas asi como de varias moléculas de adhesion (Gokulakrishnan et al. 2005).

A su vez, la IL-1-beta, actuando sinérgicamente con el M-CSF induce la activacion y
proliferacion de monocitos, macréfagos y la liberacion de otras citoquinas como la IL-6 que
interviene no solo en la activacion de los leucocitos infiltrantes, sino también en la
proliferacion de células musculares lisas, formacion de matriz extracelular y

neovascularizacion.
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La adherencia de los monocitos al endotelio arterial es facilitada por la expresion de las
moléculas de adhesion, inducidas por las citoquinas inflamatorias, como las nombradas
anteriormente, especialmente las moléculas V-CAM-1 y una serie de proteinas de atraccion
celular (MPC-1 Monocyte Chemoattractan Protein-1) y estimulos celulares (M-CSF
Macrophage Colony-Simulating Factor) que permiten la colonizacion de monocitos y
linfocitos desde el endotelio hacia el interior de la pared vascular con formacion de

macrofagos y células espumosas (Muller W, et al 1993).

2. Moléculas de Adhesion.

Se reconocen dos mecanismos por los cuales las células se comunican entre si para
lograr una buena respuesta inmune: las citoquinas y las moléculas de adhesion (interaccion
receptor-ligando); su funcidon coordinada es necesaria, pues algunas citoquinas inducen y

regulan las moléculas de adhesion.

Las moléculas de adhesion son proteinas de superficie celular que participan en la
union de células; generalmente leucocitos a células endoteliales o a matriz extracelular

(Frenette Ps, et al. 1996).

Las interacciones y respuestas que se inician por la union de estas moléculas con sus
receptores, son esenciales en procesos de inflamacion y reacciones inmunes. La union de
polimorfo nucleares a células endoteliales es un evento inicial en la inflamacién aguda.

(Petruzzelli L, et al. 1999).

Las interacciones adhesivas entre células y entre éstas y proteinas de la matriz
extracelular juegan un papel importante en la embriogénesis, el crecimiento celular y
diferenciacion, en la defensa del huésped y en el mantenimiento de la integridad vascular y
epitelial.
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Existen dos tipos de interacciones: homotipica y heterotipica; la primera es la
interaccion entre las moléculas de superficie de dos células idénticas como sucede en el
reclutamiento de las plaquetas en la formacioén del coadgulo. La interaccion heterotipica
ocurre entre dos células diferentes o la adhesion celular a componentes de la matriz
extracelular como sucede en la interaccion entre leucocitos y la célula endotelial.

(Petruzzelli et al., 1999).

2.1 CD40L

CD40L es una glicoproteina de 39 kDa y de 261 aminoacidos (aa). Su gen se localiza en
el brazo largo del cromosoma X humano. Desde el punto de vista estructural, CD40L forma
un trimero y CD40 se une a dicho trimero en la interfase entre dos mondémeros. De esta
glicoproteina (CD40L) se producen formas solubles de 15 y 18 kDa. Las formas solubles
carecen de la regiéon de transmembrana y una porcion del dominio extracelular, pero
contiene la region entera de homologia del factor necroético tumoral (TNF). Ambas formas

de CD40L son activas (Otterdal et al., 2004).

El receptor para CD40L es CD40, miembro de la superfamilia del receptor de TNF
(TNFRSF). La interaccion de CD40L con CD40 no soélo induce la proliferacion y la
conmutacion del isotipo en linfocitos B, también media una amplia variedad de otras
respuestas inmunes e inflamatorias. Es importante mencionar que CD40 se ha ligado a
procesos patogenos de enfermedades inflamatorias cronicas, tales como enfermedades
autoinmunes, de desordenes neurodegenerativos, cancer y aterosclerosis. La pérdida de
interaccion entre CD40 y CD40L puede dar lugar a la disminucion de la diferenciacion de

la funcién de los linfocitos T, linfocitos B y de la funcién de los monocitos (LeeW. et al.,

2006).

CDA40L se expresa sobre todo en las células T activadas, también en células endoteliales,
las células musculares lisas, macréfagos, basofilos, eosindfilos, monocitos, células

dendriticas, fibroblastos y mastocitos. El estimulo de citoquinas como IL-1B, TNF-a o
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IFN-y puede aumentar los niveles superficiales y la sintesis de novo de CD40L y sCD40L
en ciertos tipos de células. De aqui la importancia del estado proinflamatorio del SM (Graf

etal., 1992).

También se han investigado los efectos de las interacciones CD40/CD40L en el control
de las funciones efectoras de algunas células inmunes. La union de CD40 en monocitos es
importante para la produccion de IL-1a, IL-1B, TNFa, IL-6 e IL-8, asi como para el rescate
de los monocitos circulantes de la muerte apoptdtica. En macréfagos, la union
CD40/CD40L se requiere para la produccion de oxido nitrico e IL-12. Asi mismo, las
células NK que expresan CD40L lisan células blanco que expresan CD40. Se ha visto
ademas que durante su expansion las células T pueden, en algunos casos, requerir la
coestimulacion CD40/CD40L para madurar hacia células efectoras, y que los linfocitos T
efectores deben encontrar secundariamente el antigeno en el contexto de este par ligando-

receptor para iniciar la secrecion de citoquinas (Anne et al., 2003)

sCD40L también es liberado desde las plaquetas ricas en trombina y contribuye en cierta
medida en la progresion de la lesion aterosclerodtica (Figura 4). Se describen tres funciones

importantes de sSCD40L liberado desde las plaquetas durante la trombosis.

e Inflamacion: sCD40L induce la produccion y liberacion de citoquinas
proinflamatoria de células vasculares y matriz de células residentes en el ateroma.

e Trombosis: sSCD40L estabiliza las plaquetas ricas en trombina

e Restenosis: sCD40L inhibe la reendotelizacion de la lesion en el vaso
sanguineo, es el principal potenciador en la activacion y proliferacion de células de

musculo liso (André et al., 2002).
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FIGURA 4. FUNCIONES DE sCD40L LIBERADO DESDE LAS PLAQUETAS
DURANTE LA TROMBOSIS. (Fuente: Modificado de André et al.,2002)

CDA40L se encuentra en los granulos a de las plaquetas en reposo (pero se desplaza a su
superficie), estas son activadas por agonistas tales como ADP, trombina o colageno
(figura 5). El desplazamiento de CD40L parece coincidir con la liberacion del contenido
de los granulosa, incluyendo el factor de crecimiento derivado de plaquetas o PDGEF, el
factor del crecimientof3 (TGF), el factor plaquetario 4 (PF4), y la trombospondina (TSP).
CDA40L es liberado desde la superficie plaquetaria produciendose sCD40L (Patrick 2002).

ADP
Trombina
Colageno = PF4
/« = TEP
GP Hb-lila
Antagonista

FIGURA 5. LIBERACION DE SCD40L DURANTE LA ACTIVACION PLAQUETARIA
(Fuente: André P. et al.2002).
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De esta forma se obtiene un promotor proinflamatorio capaz de inducir la expresion del
factor tisular desde las células endoteliales y los monocitos. En su estructura contiene la
secuencia aminoacidica denominada KGD capaz de unirse a las integrinas alllb/B3. Por lo
tanto sCD40L es un potente agonista plaquetario capaz de unirse al complejo glicoproteina
(GP) IIb/Illa de las plaquetas estabilizando los fendmenos trombdticos arteriales.
Antagonistas de la (GP) IIb/Illa bloquean la hidrdlisis y desprendimiento subsecuente de

sCD40L desde las plaquetas (André P. et al.2002).

Existen pocos datos disponibles sobre su valor independiente como marcador
prondstico y de riesgo cardiovascular en individuos aparentemente sanos. Aun asi,
partiendo de valores por debajo de 5.0 ug /L, la probabilidad estadistica de un accidente
cardiovascular es extremadamente bajo en relacion a la escala de riesgo de Framingam. Sin
embargo valores por sobre dicho corte parecen ser capaces de identificar un grupo de
poblacion de riesgo mucho mas importante de lo supuesto. De tal forma que el riego de
padecer un nuevo accidente vascular entre pacientes cursando con un episodio de
inestabilidad anginosa es de 2.71 veces superior a aquéllos con valores plasmaticos bajos,
para la prediccion de un nuevo infarto no fatal o muerte. Por lo tanto sCD40L es un
atractivo indicador de actividad patoldgica en el sistema de trombosis e inflamacion durante

el curso de un accidente vascular (Altman R. 2005).

2.2 E-Selectina

E-Selectina también conocida como ELAM-1 o CD62E es una glicoproteina de
transmembrana de tipo 1 de 115 (DA, Su gen esta localizado en el cromosoma 1q23-25.
E-selectina esta casi ausente en el endotelio, solo se expresa en las células endoteliales, y
solo después de la activacion por las citoquinas inflamatorias (IL-1B, TNF-a) o una
endotoxina (Newman et al 1993). El factor de la trascripcion FN-KB parece ser crucial en
la activacion de este gen. Esta induccion toma algunas horas y disminuye rapidamente
después de un pick. La expresion es transitoria, alcanzando un maximo en
aproximadamente 6 horas después del estimulo y luego comienza a declinar, con la

liberacion de sE-Selectina (Blankenberg et al., 2003).
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E-Selectina media la adhesion de neutrofilos, monocitos, eosindfilos y LT al endotelio.
Luego de esta union se separan totalmente o se unen mas como resultado de la accion de las
integrinas. Los anticuerpos monoclonales antiselectinas o sus contrarreceptores pueden
bloquear este proceso. E-Selectina como el resto de las selectinas, tiene un dominio
extracelular capaz de unirse a hidratos de carbono. En el caso de la E-Selectina, su ligando
es el Sialil Lewis x (&cido sidlico del antigeno de Lewis), un oligosacarido presente
fundamentalmente en las glicoproteinas de superficie de los leucocitos circulantes, asi
como también en otros tipos celulares. Este ligando es un mediador del paso de leucocitos
al endotelio, un paso esencial en la extravasacion de leucocitos en el sitio de la inflamacion,
desempefiando un papel importante en la respuesta inflamatoria localizada, también es
esencial en la cooperacion de la homeostasis del leucocito y en la regulacién de su

movimiento de la sangre a los tejidos (Endler G. 2003).

sE-selectina parece jugar papel importante en la angiogénesis. Por lo tanto, la
concentracion creciente de sE-selectina puede desempefiar un papel importante dentro de
las complicaciones microvasculares diabéticas, indicando que sE-selectina no es
simplemente un subproducto de la activacién endotelial, también esta implicado en la
patogenia de la aterosclerosis. Se ha demostrado que los niveles sE-selectina estan
elevados en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) comparado con sus parientes no
diabéticos (Bannan S. 1998). Los niveles elevados de sE-selectina en el suero se han
asociado a complicaciones y a un riesgo creciente de la enfermedad coronaria en los

pacientes que sufren de DM. (Endler G. 2003)

2.3VCAM-1

VCAM-1 o CD106, pesa de 100 — 110 gDa su gen esta localizado en el cromosoma
1p31-32 y esta constituida por 750 aminoacidos (aa) es una glicoproteina de transmenbrana
tipol caracterizada por la presencia de siete dominios de inmunoglobulinas. Esta formada
por una region extracelular de 674 aa, una region transmembrana de 22 aa y un segmento

citoplasmatico de 19 aa. En la region extracelular hay multiples sitios de glicosilacion N-
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linked y cada dominio inmunoglobulina es cerrado por un puente disulfuro. (Blankenberg

et al., 2003).

VCAM-1 se expresa en células endoteliales activadas, macrdéfagos tisulares, células
dendriticas, y fibroblastos de la médula 6sea. Juega un papel importante en el reclutamiento
y trafico de linfocitos al sitio de la inflamacién y media la adhesion de éstos, monocitos y
eosinéfilos al endotelio. Los ligandos de VCAM-1 son dos integrinas, VLA-4 (very late
antigen-4), y LPAM-1 (a4b7) ambas de funciones similares. (Altman R.2005).

VCAM-1 es una de las moléculas de adhesion de mayor interés en la formacion de
células espumosas y reclutamiento de leucocitos siendo este fendémeno el segundo paso en
la formacion de la estria adiposa. Las principales células involucradas en el ateroma son los

mononucleares (monocitos y linfocitos) (Kon K et al. 2005).

La modificacién de las LDL puede aumentar la expresion de VCAM-1, en cambio la
fuerza de turbulencia laminar presente en muchas regiones de arterias normales puede

suprimir la expresion de molécula de adhesion VCAM-1 (Blann et al., 1994).

3. Participacién de las moléculas de adhesion en la enfermedad ateroesclerética

La ateroesclerosis es una enfermedad inflamatoria, porque es mucho mas que la simple
acumulacion de lipidos en la pared arterial. Las lesiones de la enfermedad ateroesclerdtica
representan una serie de respuestas celulares y moleculares especificas que corresponden a
un proceso inflamatorio. De hecho, la mas precoz de las lesiones, la estria grasa, es una
lesion inflamatoria pura, constituida sélo por macrofagos derivados de monocitos y

linfocitos T. (Altman R.2005)
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La disfuncion endotelial, un paso temprano en el proceso aterosclerdtico, es
caracterizada por la expresion creciente de las moléculas de adhesion celular VCAM-1,
ICAM-1 y E-selectina, contribuyendo a la inflamacion subendotelial cronica (Fulop et al

2006).

Las fuerzas hemodinamicas producen cambios de tension celular interna. Cuando se
produce un cambio de flujo se inicia una sefial denominada mecano-transduccion, que lleva
a una hiperpolarizacion de la membrana por activacion de los canales de potasio, lo que
genera la produccion de inositoltrifosfato (IP-3) y diacilglicerol (DAG) y la activacion de
las cascadas de cinasas. Con los cambios agudos de flujo se liberan vasodilatadores; si estos
cambios son permanentes se activan factores de transcripcion y de regulacion genética que
llevan a la adaptacion endotelial y al remodelamiento vascular con expresion de moléculas

de adhesion (Kon K et al. 2005; Altman R. 2005).

La LDL minimamente oxidada activa el FNKB estimulando la produccion de MCP-1 y
MCSF (macrophag colony stimulating factor). La lisofosfatidil colina que se encuentra en
las LDL muy oxidadas puede inducir la expresion de VCAM-1 y E-selectina que se
exponen en el endotelio; éste proceso denominado "sefiales de trafico" o "moléculas de
codigo de area", que actlia sobre los leucocitos segiin una secuencia definida (Sprinber T. et

al 1996).

Otro factor importante en la disfuncion endotelial es la vasoconstriccion, las células
endoteliales incrementan la expresion de VCAM e ICAM-1 que facilita la adhesion de
monocitos y plaquetas a los vasos. Los mediadores inflamatorios causan apoptosis de las
células endoteliales y las células musculares lisas, y producen proteinasas como las MMP-2
reguladas por las lipoproteinas oxidadas y las citoquinas. Las MMP-2 contribuyen a activar
la agregacion plaquetaria, junto con los granulos liberados por las propias plaquetas
(TXA2, ADP, FG2) y sCD40L. Las células apoptoéticas liberan factor tisular (FT) activado

que desencadena la cascada de la coagulacion. El FT interactia con el FVII, activa el FX,
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que activa la conversion de protrombina a trombina. (Muller, 1993) Finalmente, se genera
fibrina que, junto con las plaquetas activadas, crean la estabilidad suficiente para la
formacion del trombo mural. El FT activado por los factores de riesgo sistémicos
contribuye a la actividad procoagulante de las lesiones ateroscleroticas y a la formacion del
trombo. En esta parte SCD40L cumple un papel importante al estabilizar las plaquetas ricas
en trombina y contribuye al proceso de restenosis ya que sCD40L inhibe la
reendotelializacion de la lesion en el vaso sanguineo, y es el principal potenciador en la

activacion y proliferacion de células de musculo liso (André P. et al 2002).

La induccion de expresion endotelial de VCAM-1 es un fendmeno precoz que se
presenta, en conejos, una semana después de la iniciacion de una dieta rica en colesterol, y
precede a la acumulacion detectable de monocitos/macrofagos en la intima. El endotelio no
implicado en lesiones con células espumosas no expresa VCAM-1. El bloqueo de VCAM-1
e ICAM-1 previene, por completo, la acumulaciéon de monocitos macrofagos en la intima

(Sprinber T. et al 1996).

Uno de los fendmenos mas precoces en el proceso aterogénico, en modelos animales
con hipercolesterolemia, es la adherencia de monocitos al endotelio. Como se menciono
anteriormente la LDL oxidada induce la expresion de VCAM-1, y probablemente estas
moléculas de lipoproteinas modificadas actlien como antigenos que inducen la presencia de
células T en lesiones de ateroesclerosis. Una vez que los monocitos ingresan a la intima se
convierten rapidamente en células espumosas. Estudios experimentales demostraron que el
60% de las LDL inyectadas se encuentra en las células espumosas de origen macrofagico a
las 48 horas. Se sabe que los monocitos captan las LDL no modificadas a un ritmo muy
lento; cuando se acetilan y oxidan, se exponen receptores en los macrdéfagos, ocurre
entonces una rapida captacion con aparicion de contenido lipidico intracelular (Steimberg,

1997).
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V. Sujetos y Métodos

Sujetos

El grupo de personas con SM (n=93) y el grupo control o sin SM (n=92) no fumadores
con un rango de edad entre 45 y 64 afios fueron seleccionados entre 1007 personas
encuestadas en el proyecto Perfil Cardiovascular del adulto entre 18 y 74 afos de la ciudad
de Talca. Ellos fueron seleccionados mediante un muestreo probabilistico polietdpico. Los
sujetos contestaron un cuestionario y se les realizd mediciones antropométricas, presion

arterial, perfil lipidico y glicemia.

Las muestras fueron obtenidas por puncién venosa en forma aséptica en un tubo sin
anticoagulante. Las muestras se dejaron coagular por 30 minutos, antes de la centrifugacion
por 15 minutos a 1000rpm aproximadamente luego se quito el suero, se alicuoto y

almaceno a -70° C para su posterior medicion.

Definicion del sindrome metabélico

La definiciéon de SM utilizada fue la definida por el tercer panel de tratamiento del

adulto (ATP IIT) modificado 2004.

El criterio de hipertension arterial fue definido como la “presion sistdlica” > 130 o
“presion diastolica” > 85 mmHg o el estar con medicacion para la hipertension. “Obesidad
central”: circunferencia de la cintura mas de 102 centimetros en hombres o mas de 88cm en
mujeres. “Glicemia en ayuno” > 100 mg/dl. “Colesterol HDL” alterado cuando es menor a
40 mg/dl en hombres o 50 mg/dl en mujeres. “Hipertrigliceridemia” fue definido como
triglicéridos > 150 mg/dl. Clasificaron los que resolvieron 3 o mas de estos 5 criterios como
teniendo sindrome metabodlico. (Grundy S et al.2005) En la tabla 1 se muestra las
caracteristicas de la poblaciéon en estudio y en la tabla 2 se expresan los factores de riesgo

alterados en porcentajes.
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Cuantificacion de las moléculas de adhesion: La concentracion de sVCAM-1, sE-
selectina y sCD40L en suero fue determinada por un ELISA de fase solida (R&D Systems,
Minneapolis, MN. USA) para cada una de las moléculas, Siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Principio del anélisis

sCD40L

Un anticuerpo policlonal especifico para sCD40L se encuentra cubriendo las paredes de
los pocillos de la microplaca. Los estdndares y las muestras se agregan con una pipeta en
los posillos y cualquier molécula de CD40L presente es inmovilizada por el anticuerpo del
pocillo. Después de lavar los pocillos, se agrega un anticuerpo policlonal especifico anti
sCD40L conjugado con una enzima (peroxidasa de rabano picante). Después de un lavado
para quitar cualquier residuo del reactivo anticuerpo-enzima no unido al pocillo, se agrega a
los pocillos una solucion de substrato y el color se convierte en proporcion con la cantidad
de sCD40L limitada en el paso inicial. Se detiene el desarrollo del color con una solucién

de parada y la intensidad del color se mide. La absorbencia se lee a 450 nm.

sVCAM-1

Un anticuerpo monoclonal especifico para sVCAM-1 se encuentra cubriendo las paredes
de los pocillos de la microplaca. Los estandares, las muestras, los controles y la
conjugacion se agregan con una pipeta a los pocillos y cualquier molécula de sVCAM-1
presente es intercalada entre el anticuerpo inmovilizado y un segundo anticuerpo
monoclonal especifico anti sVCAM-1 conjugado con una enzima (peroxidasa de rabano
picante). Después de un lavado para quitar cualquier residuo del reactivo anticuerpo-enzima
no unido al pocillo y/o alguna otra sustancia, se agrega una solucién de substrato a los

pocillos y el color se convierte en proporcion a la cantidad de sVCAM-1 limitada en el
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paso inicial. Se detiene el desarrollo del color con una solucion de parada y la intensidad

del color se mide. La absorbencia se debe leer a 450 nm.

sE-selectina

Un anticuerpo monoclonal especifico para sE-selectina se encuentra cubriendo las
paredes de los pocillos de la microplaca. Los estdndares, las muestras, los controles y la
conjugacion se agregan con una pipeta a los pocillos y cualquier molécula de sE-selectina
presente es intercalada entre el anticuerpo inmovilizado y un segundo anticuerpo
monoclonal especifico anti sE-selectina conjugado con una enzima (peroxidasa de rabano
picante). Después de un lavado para quitar cualquier residuo del reactivo anticuerpo-enzima
no unido al pocillo y/o alguna otra sustancia, se agrega una soluciéon de substrato a los
pocillos y el color se convierte en proporcion a la cantidad de sE-selectina limitada en el
paso inicial. Se detiene el desarrollo del color con una solucién de parada y la intensidad

del color se mide. La absorbencia se debe leer a 450 nm.

Otros materiales requeridos

e Lector de Microplaca capaz de medir absorbencia a 450 nanémetro, con la longitud
de onda de correccion fijada en 540 nanémetro o 570 nandmetro. Modelo StatFax-
2100, marca Awareness Technology Inc.

e Pipetas y puntas de pipeta. Pipeta multicanal

e Agua destilada o desionizada

e Lavador automatico de microplaca.
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Tabla 2. Factores de riesgo cardiovascular alterados en el grupo SMy Control.

Grupo SM Grupo Control
Parametro Mujeres Hombres  Total Mujeres Hombres  Total Total
Alterado n=49 n=44 n=93 n=55 n=37 n=93 n=185
n % n % n % n % n % n % n %
Glicemia 25 51 32 727 57 613 5 91 8 216 13 14 70 378
Trigliceridos 31 633 32 727 63 67.7 5 91 13 351 18 194 81 438
Cintura 42 857 24 545 66 709 19 345 3 81 22 237 88 47.6
Hipertension 36 73.5 38 864 76 79.5 22 40 20 54 42 452 118 63.8
HDL-c 34 394 25 56.8 59 634 5 91 6 162 11 11.8 70 37.8

Los resultados se expresan en porcentaje. SM= sindrome metabdlico;

c-HDL= colesterol de lipoproteinas de alta densidad.

Andlisis estadistico

Las variables continuas se describen como media y desviacion estandar (DE) o como

mediana y percentiles 25 y 75, si no seguian una distribuciéon normal. Las siguientes

pruebas estadisticas fueron utilizadas: Prueba de Kolmogorov - Smirnov para analizar la

distribucion de los grupos en estudio. Prueba de Mann-Whitney para variables asimétricas

y prueba de t Students para variables con distribucidon simétrica, correlacion simple de

Pearson. El coeficiente de correlacion de Pearson fue calculado para determinar la

correlacion entre los niveles de moléculas y los pardmetros medidos. (Glicemia, colesterol

total, LDL, HDL, Triglicéridos, presion sistdlica, presion diastolica, obesidad central e

indice de masa corporal). El andlisis estadistico fue realizado por SPSS para Windows,

version 15.0. P < 0.05 era considerado estadisticamente significativo.
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V1. Resultados

Los niveles de sVCAM-1, sCD40L y sE-selectina fueron medidos en el grupo con SM y
en el grupo sin SM o grupo control (Tabla 3).

El grupo con SM mostrd niveles mas altos de sVCAM-1 con una mediana de 558.9
ng/mL, percentil 25: 481.3 ng/ml, percentil 75: 673.1 ng/ml y el grupo control o sin SM
presento una mediana de 405.2 ng/mL, percentil 25: 360.6 ng/ml y percentil 75: 471.2
ng/ml con un valor P<0.0001. (Figura 6)

Los niveles de sCD40L con SM fueron de 3.0 ng/mL la mediana, percentil 25: 2.1
ng/ml, percentil 75: 11.8 ng/ml y el control, presento una mediana de 2.6 ng/mL, percentil

25: 2.3 ng/ml y percentil 75: 3.4 ng/ml, con un valor P <0.0001. (Figura 7)

Los niveles de sE-selectina no fueron perceptiblemente diferentes en los dos grupos, con
y sin SM. El grupo con SM presento una mediana de 73.9 ng/ml, percentil 25: 58.3 ng/ml y
percentil 75: 87.2 ng/ml, el grupo sin SM o control presento una mediana de 68.5 ng/ml,

percentil 25: 50.8 ng/ml, percentil 75: 97.5 ng/ml con un valor P=0.953. (Figura 8)

Al comparar los niveles séricos de sVCAM-1 entre mujeres con SM y grupo control los
resultados fueron los siguientes, respectivamente, mediana de 565.1 ng/ml, percentil 25:
481.3 ng/ml, percentil 75: 691.7 ng/ml y 405.2 ng/ml (mediana), percentil 25: 360.2 ng/ml
y percentil 75: 468.9 ng/ml, con un valor p<0.0001 (Figura 9). Los hombres presentaron un
valor p<0.0001 similar a lo presentado por las mujeres, con una mediana de 549.6 ng/ml
percentil 25: 484 ng/ml, percentil 75: 664.1 ng/ml en el grupo SM, en el grupo control la
mediana fue de 417.7 ng/ml, percentil 25: 357.2, percentil 75: 477.5, con un valor
p<0.0001. (Figura 10). Estos resultados son estadisticamente significativos al igual que lo

obtenido anteriormente al analizar a los grupos sin dividirlos por sexo.

Los niveles de sCD40L de mujeres con SM fueron los siguientes, una mediana de 3.2
ng/ml, percentil 25: 2.4 ng/ml, percentil 75: 11.8 ng/ml. Las mujeres del grupo control
presento una mediana de 2.6 ng/ml, percentil 25: 2.2 ng/ml, percentil 75: 3.5 ng/ml con un

valor p=0.002 (Figura 11). Los hombres con SM presentaron una mediana de 2.6 ng/ml,
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percentil 25: 1.9 ng/ml, percentil 75: 11.8 ng/ml. El grupo control presento una mediana de
2.7 ng/ml, percentil 25: 2.3 ng/ml, percentil 75: 3.3 ng/ml con un valor p=0.0028. (Figura
12)

Las Mujeres presentaron niveles séricos de sE-selectina similares entre los grupos SM y
control sin diferencias estadisticamente significativas. Los niveles son los siguientes: grupo
SM mediana de 67.3 ng/ml, percentil 25: 57.3 ng/ml, percentil 75: 86.9 ng/ml. Las mujeres
del grupo control presentaron una mediana de 75.1 ng/ml, percentil 25: 49.9 ng/ml,
percentil 75:95.9 ng/ml con un valor p=0.540 (Figura 13). Los hombres con SM
presentaron una mediana de 75.9 ng/ml, percentil 25: 59.9 ng/ml, percentil 75: 88.2 ng/ml.
El grupo control presento una mediana de 65.1 ng/ml, percentil 25: 52.3 ng/ml, percentil
75: 103.4 ng/ml con un valor p=0.541 (Figura 14). Estos valores no son estadisticamente

significativos al igual que lo obtenido en el total del grupo sin dividir por sexo.

Tabla 3. Niveles séricos de sSVCAM-1, sCD40L y sE-selectina.

Percentiles

Grupo n 25 50 75
sVCAM-1 (ng/ml) Control 92 360,6 4052 4712
SM 93 481,3 5589 673,1

sCD40L (ng/ml) Control 92 2,3 2,6 3,4
SM 93 2,1 3,0 11,8
sE-selectina (ng/ml) Control 92 50,8 68,5 97,5
SM 93 58,3 73,9 87,2

SM: Sindrome Metabolico; Percentil 50: Mediana.
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Figura 6. Niveles de sSVCAM-1 en el suero de 93 pacientes con sindrome metabolico
(SM) y 92 pacientes sin SM o grupo control.
Las lineas de la tapa, el centro, y el fondo de la caja corresponden a los percentiles 75, 50

(mediana), y 25. *P< 0.0001. Comparado con el grupo control.
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Figura 7. Niveles de sCD40L en el suero de 93 pacientes con sindrome metabdlico
(SM) y 92 pacientes sin SM o grupo control.
Las lineas de la tapa, el centro, y el fondo de la caja corresponden a los percentiles 75, 50

(mediana), y 25. *P<0.0001. Comparado con el grupo control.
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Figura 8. Niveles de sE-selectina en el suero de 93 pacientes con sindrome metabolico
(SM) y 92 pacientes sin SM o grupo control.
Las lineas de la tapa, el centro, y el fondo de la caja corresponden a los percentiles 75, 50

(mediana), y 25. *P= 0.953. Comparado con el grupo control.
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Figura 9. Niveles de sVCAM-1 en el suero de 49 mujeres con sindrome metabdlico
(SM) y 55 mujeres sin SM o grupo control.

Las lineas de la tapa, el centro, y el fondo de la caja corresponden a los percentiles 75, 50

(mediana), y 25. *P< 0.0001 Comparado con el grupo control.
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Figura 10. Niveles de sSVCAM-1 en el suero de 44 hombres con sindrome metabdlico
(SM)y 37 hombres sin SM o grupo control.

Las lineas de la tapa, el centro, y el fondo de la caja corresponden a los percentiles 75, 50

(mediana), y 25. *P<0.0001. Comparado con el grupo control.
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Figura 11. Niveles de sCD40L en el suero de 49 mujeres con sindrome metabdlico
(SM) y 55 mujeres sin SM o grupo control.
Las lineas de la tapa, el centro, y el fondo de la caja corresponden a los percentiles 75, 50

(mediana), y 25. *P=0.002. Comparado con el grupo control.
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Figura 12. Niveles de sCD40L en el suero de 44 hombres con sindrome metabdlico
(SM)y 37 Hombres sin SM o grupo control.

Las lineas de la tapa, el centro, y el fondo de la caja corresponden a los percentiles 75, 50

(mediana), y 25. *P=0.028. Comparado con el grupo control.
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Figura 13. Niveles de sE-selectina en el suero de 49 mujeres con sindrome metabdlico
(SM) y 55 mujeres sin SM o grupo control.
Las lineas de la tapa, el centro, y el fondo de la caja corresponden a los percentiles 75, 50

(mediana), y 25. *P=0.512. Comparado con el grupo control.
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Figura 14. Niveles de sE-selectina en el suero de 44 hombres con sindrome metabolico
(SM)y 37 Hombres sin SM o grupo control.
Las lineas de la tapa, el centro, y el fondo de la caja corresponden a los percentiles 75, 50

(mediana), y 25. *P= 0.541. Comparado con el grupo control
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La correlacion de las moléculas estudiadas con cada uno de los pardmetros medidos sin
diferenciar entre grupo control y grupo SM se muestra en la tabla 4. Destaca la correlacion
positiva significativa encontrada entre sSVCAM-1 y didmetro de cintura (r = 0.3 p<0.001)
(Figura 15), sVCAM-1 y presion sistolica (r = 0.153 p= 0.037) (Figura 16), también entre
sVCAM-1 y presion diastolica (r = 0.208 p=0.005) (figura 17). Una correlacion negativa
significativa fue encontrada entre los niveles de sVCAM-1 y HDL-c (1= -0.221 p= 0.002)
(Figura 18).

Entre las correlaciones de las distintas moléculas de adhesion divididas en grupo SM y
grupo control, con cada uno de los parametros destaca la correlacion positiva significativa
en el grupo control de sE-selectina con presion diastélica, didmetro de cintura y peso con
unr = 0.212 p=0.042 (figura 19), r=0.280 p=0.007(figura 20) y r = 0.229 p=0.028 (figura
21) respectivamente. El grupo SM no presento correlaciones significativas con los distintos

parametros.

En el grupo con SM, las mujeres no presentan correlaciones significativas entre los
niveles de los parametros estudiados y las distintas moléculas. Los hombres presentaron
una correlacion positiva significativa entre los niveles de sVCAM-1 y presion diastolica (r

=0.372 p=0.013) (figura 22).

Las mujeres del grupo control presentaron una correlacion positiva significativa entre
los niveles de sE-selectina y presion diastélica (r =0.293 p= 0.03) (Figura 23), sE-
selectina y diametro de cintura (r = 0.351 p= 0.009) (Figura 24), sE-selectina y peso (r =
0.292 p=0.03) (Figura 25). Los hombres solo presentaron una correlacion positiva entre los

niveles de sVCAM-1 y didmetro de cintura (r =0.351 p=0.001). (Figura 26)
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Tabla 4. Correlacion de los distintos parametros con las moléculas en estudio.

sE-selectina sVCAM-1 sCD40L

Parametros r p r p r p
Glicemia 0,171(*) 0,020 0,196(**) 0,008 0,163(*) 0,027
Triglicéridos -0,021 0,772 0,042 0,573 0,127 0,085
Presion sistdlica 0,087 0,239 0,153(*) 0,037 0,111 0,133
Presion diastélica 0,102 0,169  0,208(**) 0,005  0,154(*) 0,036
HDL-c 0,074 0,315 -0,221(**) 0,002 -0,134 0,070
Diametro de cintura 0,197(**) 0,007 0,300(**) 0,000 0,132 0,074
Colesterol total 0,062 0,401 -0,099 0,180 0,091 0,216
LDL-c 0,069 0,364 -0,054 0,478 0,023 0,757
IMC 0,080 0,280 0,198(**) 0,007 0,133 0,072
Edad -0,019 0,800 0,215(**) 0,003 -0,140 0,057

HDL-c: lipoproteina de alta densidad colesterol; LDL-c: lipoproteina de baja densidad

colesterol; IMC: indice de masa corporal;
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Figura 15. Correlacion entre niveles séricos de sSVCAM-1 y diametro de cintura en el
total de personas en estudio. n: 185 r=0.3 p<0.001.
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Figura 16. Correlacion entre niveles séricos de sSVCAM-1 y presion sistdlica en el total
de personas en estudio. n: 185 r=10.153, p=0.037.

48



120,00

100,00

80,00

Presion Diastélica mmHg

60,00

! ! ! ! I I I
200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00 1200,00 1400,00

SVCAM-1 ng/ml

Figura 17. Correlacion entre niveles séricos de sSVCAM-1 y presion diastdlica en el

total de personas en estudio. n: 185 r=0.208, p=0.005.
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Figura 18. Correlacion entre niveles séricos de sSVCAM-1 y colesterol HDL en el total

de personas en estudio. n: 185 r=-0.221, p= 0.002.
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Figura 19. Correlacion entre niveles séricos de sE-selectina y presion diastolica en el

grupo control. n: 92 r=0.212, p=0.042.
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Figura 20. Correlacion entre niveles séricos de sE-selectina y didmetro de cintura en el

grupo control. n: 92 r=10.280 p=0.007.
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Figura 21. Correlacion entre los niveles séricos de sE-selectina y peso en el grupo
control. n: 92 r=0.229, p=0.028.

°
120,00
(@)
I
S °
S
o
.2 100,00
o
o)
0
©
©
[
N [ ]
0
O 80,00 °
o °
e 069 o o Sq r lineal = 0,139
°
°
60,00
T T T T
400,00 600,00 800,00 1000,00

sVCAM-1 ng/ml

Figura 22.Correlacion entre los niveles séricos entre sSVCAM-1 y presion diastdlica en
hombres con SM. n: 44 r=0.372, p=0.013.
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Figura 23. Correlacion entre los niveles séricos de sE-selectina y presion diastélica en
mujeres del grupo control. n: 55 r=0.293, p=0.03.
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Figura 24. Correlacion entre los niveles séricos de sE-selectina y diametro de cintura
en mujeres del grupo control. n: 55 r=10.351, p=0.009.
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Figura 25. Correlacion entre los niveles séricos entre sE-selectina y peso en mujeres
del grupo control. n: 55 r=0.292 , p=0.03.
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Figura 26. Correlacion entre niveles séricos de sSVCAM-1 y didametro de cintura en

hombres del grupo control. n: 37 r=0.351, p=0.001.
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VII1. Discusion

El SM se caracteriza por una constelacion de factores de riesgo cardiovascular (Fulop et
al 2006). Esta formado por un conjunto de alteraciones patoldgicas destacando entre ellas la
intolerancia a la glucosa y la diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial y una
dislipidemia caracterizada por hipertrigliceridemia y niveles bajos de HDL-c (Reaven,
1988; Bonora, 2003). En los ultimos afios han aumentado los estudios sobre el sindrome
metabolico en todo el mundo, Isomaa (2001) en un estudio realizado en Botnia encontraron
una prevalencia de sindrome metabdlico (segin el criterio de la OMS). Los autores
concluyeron que el sindrome metabolico aumenta por 2 el riesgo de accidentes vasculares
cerebrales y por 3 el riesgo de enfermedad coronaria. Otro estudio es el Kuopio Ischaemic
Heart Disease Risk Factor Study, publicado por Lakka (2002), indica que el riesgo relativo
para mortalidad coronaria fue 4,3 veces mayor, para cardiovascular 2,3 y para total 1,7
aunque estos dos ultimos sin alcanzar significacion estadistica. También se han realizados
estudios en América del norte los cuales mostraron una prevalencia general de SM de 24%,
la cual aumenta y es directamente proporcional con la edad, (Trejo, 2004) en nuestro pais
se han realizado estudios los cuales muestran una prevalencia de 22,6% y en especial

nuestra region (VII) que presenta un 28,1% (Ministerio de Salud Chile).

Las personas con SM presentan un estado proinflammatorio el cual se evidencia con
niveles elevados de citoquinas como FNT-a, IL-6 y reactantes de fase aguda. Estas
citoquinas promueven la expresion de moléculas de adhesion como VCAM-1, E-selectina
y CD40L todas estas moléculas de adhesion son vitales para la interaccion adhesiva que es
un prerrequisito para el normal accionar de todos los componentes del sistema
cardiovascular, pero al existir un estado proinflamatorio se va a producir un aumento de
¢éstas moléculas. Lo cual se relaciona con un aumento de riesgo cardiovascular (Grundy et

al., 2004).

En este estudio, los resultados demostraron diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo SM y el grupo control en los niveles séricos de sSVCAM-1 y sCD40L. No asi

en los niveles séricos de sE-selectina los que no presentaron diferencias significativas entre
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los dos grupos, los niveles séricos de esta molécula se encuentran elevados en el grupo
control, esto se puede deber al hecho que estos pacientes pueden tener hasta dos factores de
riesgo por lo cual puede presentar un aumento de las moléculas segun el parametro
estudiado. Trabajos enfocados en el estudio de los niveles de sE-selectina y sVCAM-1 en
pacientes con hipertension muestran niveles mas altos de estas moléculas que pacientes de
grupo control (Kanazawa S, 2002; Blann A, 1994; Felmeden D, 2003). Estos resultados se
pueden relacionar con lo obtenido en este estudio con la molécula sVCAM-1, solo
relacionar y no confirmar debido a que nuestros pacientes con SM presentaron por lo
menos tres factores alterados para poder ser catalogados como tal, la hipertension, el
aumento del diametro de cintura y hipertrigliceridemia son los factores de mayor
prevalencia en el grupo SM y control. Sin embargo, otros estudios no encontraron
diferencias en los niveles de sE-selectina entre un grupo con hipertension y grupo control
(DeSouza C, 1997) lo que se puede relacionar con lo ocurrido en nuestro estudio con
respecto a €ésta molécula. Jin-Chuan Yan (2005) obtuvo que pacientes con hipertension
demostraron un aumento significativo de la expresion de sCD40L (12.8 + 3.9 ng/ml)

comparados con los controles (p<0.0001).

En este trabajo se observo una correlacion significativa entre las presiones sistolicas y
diastdlicas y los niveles del suero de sSVCAM-1 al enfrentar esta molécula con el total de
pacientes, grupo control y grupo SM. También al dividir los grupos por sexo los hombres
con SM presentan una correlacion significativa entre sSVCAM-1 y presion diastolica. Los
niveles séricos de sE-selectina se correlacionaron significativamente con la presion
diastolica en el grupo control y también al separar el grupo por sexo presenta una
correlacion positiva significativa con las mujeres. Varios autores han divulgado la
asociacion entre los niveles de sSVCAM-1 y la presion arterial (DeSouza, 1997; Parissis,
2001). Un aumento en la presion arterial se podria asociar a un aumento de estas moléculas,
que podrian accionar el desarrollo de una serie de disfunciones y de dafios sistémicos que
puedan causar un aumento de enfermedades cardiovasculares. La elevacion de estas
moléculas se ha relacionado con los acontecimientos y los desérdenes trombdticos de la

aterosclerosis (Palomo, 2003; Chalmers, 1999)

55



Otro factor de riesgo cardiovascular importante es la insulino resistencia y la diabetes,
diversos estudios revelan la relacién que existe entre este factor y las diferentes moléculas
estudiadas en este trabajo. Chen (1999) obtuvo resultados que indicaron que el grado de
resistencia a la insulina fue correlacionado con concentraciones elevadas de sE-selectina y
sVCAM-1. Ademas en este mismo estudio el atascamiento mononuclear a la célula fue
correlacionado perceptiblemente con concentraciones elevadas de sE-selectina. Estos
resultados elevan la posibilidad de que las relaciones previamente descritas entre las
moléculas de adhesion solubles en pacientes con hipertension, diabetes, y el dislipidemia
puede ser debido a la presencia de la resistencia de insulina. Incluso publicaciones
anteriores a esta, de fines de los afios 90 han demostrado que las moléculas de adhesion
solubles aumentan en pacientes con hipertrigliceridemia, hipertension, diabetes (Ferri,
1998; Kautzky-Willer, 1997). El elemento comin en estos sindromes clinicos es la
presencia de la resistencia a la insulina, elevando la posibilidad del aumento en circulacion
de las moléculas de adhesion. Con respecto a los niveles de sCD40L, Jin Chuan (2005)
obtuvo en su estudio que los niveles de sSCD40L era perceptiblemente més alta en pacientes
con hipertension comparados con los del grupo control, de edad comparable (p = 0.0001).
En otros estudios sSCD40L es asociado a sindromes coronarios agudos (Yan, 2002), pero
también a hipercolesterolemia (Clipollone, 2002), y los niveles elevados de sCD40L
pueden predecir un riesgo cardiovascular creciente (Schonbeck, 2001), y es un marcador
prondstico independiente para las enfermedades cardiovasculares entre los individuos sanos
(Guldiken S, 2007). En el presente trabajo no se observaron correlaciones estadisticamente
significativas entre algun parametro (Factores de riesgo) y sCD40L, pero si una diferencia

significativa en los niveles séricos de esta molécula, entre el grupo SM y el control.

Otro de los factores de riesgo que predominan en el grupo SM (70.9%) y control
(23.9%), siendo el segundo después de la Hipertension (79.5% SM y 63.8 grupo control) en
ambos grupos, es la obesidad abdominal (didmetro de cintura). Algunos estudios muestran
como resultado que no existen diferencias significativas entre un grupo obeso y uno control
(Guldiken S, 2007), pero si habia correlaciones significativas con IMC y Diametro de
cintura, presion diastolica, presion sistolica, triglicéridos y glucosa. Lo cual no sucedio en
este estudio con respecto a esta molécula (sCD40L), como lo obtenido por Davi (2002), que

no encontrd ninguna correlacion significativa entre los niveles de sCD40L e IMC, diametro
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de cintura. Por lo tanto, es razonable asumir que los niveles crecientes de sCD40L en
obesidad son independientes del IMC o la obesidad abdominal. Estudios recientes tratan de
explicar el aumento de los niveles de sCD40L en obesidad severa, estos apuntan a la
activacion plaquetaria. El mecanismo que explica la expresion de CD40L por las plaquetas
activadas sigue siendo confuso, pero un estudio reciente proporciond la primera evidencia
que la produccién del O, de la plaqueta desempefia un papel dominante en la expresion de

CD40L (Pignatelli, 2004; Furukawa, 2004)

Con respecto a la obesidad abdominal e IMC y las moléculas de adhesion, Miller
y Cappuccio (2006) muestran en sus resultados que los niveles de sE-selectina fueron
asociados positivamente a IMC y al diametro de cintura. No habia interacciones
importantes con el sexo o la pertenencia étnica y en su conclusion indica que las relaciones
entre las moléculas de la adherencia y las medidas convencionales de obesidad son
molécula de la adherencia especifica y son las mas fuertes entre sE-selectina y obesidad
abdominal (Constans, 2006). En este trabajo se observan correlaciones significativas entre
sE-selectina, diametro de cintura y peso en pacientes del grupo control a diferencia del
grupo SM, estas correlaciones significativas también se observan en las mujeres del grupo
control al dividir este grupo por sexo, los hombres no presentan correlaciones significativas
con sE-selectina. Aunque los niveles de sE-selectina son tipicamente mds bajos en mujeres
que en hombres, sE-selectina aumenta después de la menopausia (Jilma, 1996; Blann,
1997), lo cual podria explicar las correlaciones significativas entre mujeres con sE-selectina
y la ausencia en hombres ya que este estudio va dirigido a personas entre 45 y 64 afios,
ademads predominan las mujeres en el grupo control, 55 contra 37 hombres. En los hombres
del grupo control solo se aprecio una correlacion significativa entre sSVCAM-1 y didmetro
de cintura. Al dividir el grupo SM por sexo no se observan correlaciones significativas
entre las moléculas de adhesion y didmetro de cintura. Al correlacionar el total de los
pacientes grupo SM y Control se observa correlacion significativa entre sSVCAM-1 y
didmetro de cintura y una correlacion negativa estadisticamente significativa con HDL. En
otros estudios se ha demostrado que sE-selectina, y sVCAM-1 aumentan perceptiblemente
en el suero de pacientes con hipertrigliceridemia severa en comparacion con un grupo
control, incluso después del ajuste para la consideracion hipertension y el fumar (Nawawi,

2003). Una lipolisis defectuosa, qué tiene como resultado un aumento marcado en los
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niveles de triglicéridos y disminuciéon de HDL, pueden aumentar la susceptibilidad a la
aterosclerosis en seres humanos. Los resultados del estudio realizado por Nawawi y
colaboradores (2003) demuestran que los pacientes con los niveles crecientes de
trigliceridos y de colesterol HDL bajo aumentan los niveles de moléculas de adhesion
soluble, mientras que los altos niveles de HDL inhiben la expresion endotelial de estas

moléculas en respuesta a citoquinas (Leung WH, 1993).
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VIIIl. Conclusiones

1. La concentracion sérica de sVCAM-1 y sCD40L fue significativamente mayor en los

individuos que presentaban SM que en los del grupo control.

2. El nivel sérico de sE-selectina no presentd diferencias significativas entre ambos grupos

estudiados.
3. sVCM-1 y sE-selectina mostraron correlacion positiva con presion diastélica, sistolica

y didmetro de cintura. sSVCAM-1 presenta una correlacion negativa con HDL-c. sCD40L

no presenta correlaciones significativas con los distintos parametros estudiados.
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