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INTRODUCCION

Los tratados clfisicos de hematelogin no abordan los -
problemas hematolégicos de los diab&ticos en estado hiperglu-
cémico (1). AlGn cuando Virchow hace alusifn a cambios morfo-
l6gicos en los eritrocitos en medios con niveles elevados de
glucosa, no menciona & la diabetes en su clfisica "Patologia -
Celular” (2). El manual de diahetes de Joslin (3), ampliamen
te difundido ni siquiera menciona al sistema hematolégico. -
Por razones desconocidas, la diabetclogia habiaz olvidado a la
hematolugia para apovyarse en su avasalladora evolucién.

Gracias al advenimiento de determinacicnes quimicas vy
funcionales cada vez mis sofisticadas y precisas, se han docu
mentado en la sangre de pacientes diab&ticos numerosas anoma-
1fas, algunas de ellas relacionadas con las alteracicnes ana-
témicas ¥y funcionales dc estos enfermos. Recientemente se -~
han analizade las alteraciones hematolégicas en diabetes me--
1litus (1) que se han encontrado tantoc en los elementos for--
mes como en el plasma de los enfermos diabéticos. De manera
resumida, puede afirmarse que los estudios de los eritrocites
y de la formacién de las hemoglobinas glucosadas han permiti-
do documentar de manera mis precisa un modelo de reaccifn no
enzimitica post-sintética de modificacifn estructural de las
proteinas que en ciertas condiciones han explicado algunas de
las secuelas de 1a diabetes; se ha encontrado que la afinidad

por el oxfpeno de la sangre de pacientes diabéticos es anor--



mal debido a 1a glucosilacién de la hemoglobina, a la existen-
cia de niveles snormalmente elevades de 2-3 difosfoglicerato y
a la disminucién de los niveles de fosforo inorgénico (1). Por
otro lado, la viscosidad de la membrana del eritrocito cn dia-
béticos se encueutra aumentada durante la hiperglucemia y de -
mancra secundaria, la sobrevida eritrocitica se ha encontrado
disminuida. En los leucocitos polimorfonuclearcs se han encon
trado anormalidades funcionules relativas u 1a adherencia, qui
miotaxis, migracidon inespecifica, fagocitosis y capacidad bac-
tericida. Los linfocitos de enfermos diabétices tienen alterg
ciones metabflicas, de respuesta a diversos mitdgenos y de su-
perficie celular; estas alteraciones se han cncontrade tanto en
diabetes cspontiinea como en diabetes experimental. Algunas sub
poblacioncs de linfocitos son particularmente vulnerables a los
cambios en cifras de glucemia (1),

Desde el punto de vista hemostiitico, las ultecraciones
que se han encontrade en diab&ticos suponen cambios en las fa--
ses vascular, plaquetaria y plasmitica (1). Las alteraciones -
macro y microvasculares son bien conocidas en diabetes y su cay
sa precisa, a pesar de grandes avances, permancce desconocida;
algunas evidencias recientes sugieren que las fases plaquetaria
y plasmitica de la coagulacidn pueden estar involucradas en su
génesis, Las plaquetas de los diab&ticos son nmis adhesivas y
agregantes que las de sujetos normales (por numerosas razones:
Sintesis exagerada de tromboxano A2, sintesis disminuida de --

prostaciclina, aumento en niveles de somatotrofina y de frac--



cibn Von Willebrand de factor VIII, generaci6n incrementada dc
factor 3 plaquetario y de actividad anti-heparina plaguetaria
{Factor 4), sintesis aumentada de beta-tromboglobulina, etc).
En 1la fase fluida de la coagulacidn se han cncontrade también
numerosas alteraciones: todas ellas supieren la existencia de
un estado de "hipercougulabilidad™ y de disminucidn de 1a fi--
brinolisis, A pesar de estas evidencias, no ha podido estable
cersc con detalle 1a relacidn entre estas alteraciones y el de
sarrollo de complicaciones en diabetes mellitus; como reciente
mente se ha revisado (13.

La glucosilacidn no enzimdtica de péptidos en diabe--
tes mellitus es un fenfmeno cada vez més conocide, capaz de in
volucrar & diversas proteinas y de modificar en alpunos casos
la funcitn de 1as mismas; el fenbmeno y su relevancia en la --
diahetes hu sido objero de una revisién detallada y de numerne-
sas publicaciones (4).

Con el objeto de analizar la interrclacidn de algunas
de las alteraciones hemostiticas en diabetes mellitus con el
fenfmeno de glucosilacifn proteica, en los departamentos de He
matologia y Diahetologia del Instituto Nacional de la Nutrji---
ci6én "Salvador Zubiran' se realizaron varios estudios prospec-
tivos; los hallazgos de los mismos son el motivo de esta comu-
nicacién. Para efectos didfcticos, se han dividido en cinco -
partes:

Parte 1 Desarrolloc de una técnica para determinacién de hemo

globinas glucosadas.®*



PARTE 11: Estudio de alteraciones hemostfticas de las fases
fluida y piaquetaria de la coapulaciSn en pacien-
tes diabéticos y sujetos normales.?**

PARTE III: Estudio de la glucosilacidn del fibrinégeno en dia
betes mellitus humana,®#**

PARTE iV: Estudio de las interacciones plaquetas-fibrindgeno
durante la agregacitn plaquetaria inducida por ADP
ent pacientes disbfticos y sujetos normales, tA*k

PARTE ¥:  Estudio de la glucosilacidn de las proteinas plaque
tarias en pacientes diabéticos y sujetos normales.
KRRAX

Estas cinco partes, intimamente ligadas entre si, se

describirdn y discutirin de manera independiente.

PARTE I. DESARROLLC DE UNA TECNICA PARA
DETERMINACION DE HEMOGLOBINAS GLUCOSADAS.(6).

La determinacifn de las hemoglobinas glucosadas no se
hacia en el Instituo Nacional de 1a Nutricifn “Salvador Zubi--
rin”. Basados en la técnica de Triveilli y cols. (5}, se desa-
rrollé una micratécnica para deteminar los niveles de hemoglo-
binas glucosades mediante cromatografia en columna de intercam
bio ibnico utilizando una resina mis accesible a nuestro medio
y de preparacibn mis sencilla. La técnica, publicada previa--
meate [6), tiene reproducibilidad, precision y exactitud ade--
cuadas; se describe y discute en la publicacién ﬁrevia. El mE-
todo permite medir adecuadamente los niveles de hemoglobinas -

glucosadas.
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PARTE II. ESTUDIO DE ALTERACIONES HEMOSTATICAS
DE LAS FASES FLUIDA Y PLAQUETARIA DE LA CODAGU-
LACION EN PACIENTES DIABETICOS Y SUJETOS NORMA
LES (7).

De manera prospectiva, estudiamos a 42 pacientes diabé-
ticos y 20 sujetos normales, analizando los siguientes paridmetros
hemostfiticos: Niveles de fibrinfgeno, tiempo de trombina, tiempo
total de agregacibfbn plaquetaria inducida por epinefrina, porcenta
je de auto-agrepgacibn plaquetaria espontfinea y tiempo de retardo
de aparicibn de la segunda onda de agregacibén plaquetaria al indu
cirse £sta con epinefrina. Ademfis de ¢stos parAmectros de coagula
cibn, estudiamos los niveles de hemoglobina glucesada, &stos Glti
mos por medio de la técnica descrita con anterioridad (6)}. Los -
resultados de este estudio han sido ys publicados con anteriori--
dad {7) y se resumen en la tabla 1; los niveles de fibrinbdgeno --
fueron significativamente m4s altos en pacientes diabéticos que -
en sujetos normales, los tiempos de trombina fueron significativa
mente mis cortos en diabéticos tipe 11 (no insulino-dependientes)
que en sujetos normales, El tiempo de retardo de aparicibn de 1a
segunda onda de agregaci6n plaguetaria durante &sta al inducirse
con epinefrina fue significativamente mfis corto en diabéticos ti-
po I (insulino-dependientes) que en sujctos normales y los porcen
tajes de autoagregacibn plaquetaria espontfiinea fueron significati

vamente mis altos en diab&éticos tipo II que en sujetos normales.



Los datos, de manera plobal, suglerieron, al igual gue publi-
caciones previas, un estado de "hipercoagulabilidad' cn los

diabéticos. Al hacer ademss un andlisis de regresidn lipeal

simple, se encoutrd yve algunos de los detos de "hipercosgula
hilidad" cncontridus en Jos enfermos estudiados tuvieron relg
cifin con manifestaciones de control de la diabetes como fue--
ron los niveles de hemogplobinn plucosada vy las cifras de glu-
cemin; encontramos ademiis gue ¢l tiempo do evolucitn de la --
diabetes tuve relacibn relacidn con estas alteraciones hemos-
taticas. La presentacibn detallada de los dates y su discu--

sifn se hon descrito con anterioridad (7).

PARTE IIl: ESTUDIO DE LA GLUCOSTLACION DEL
FIDRINOGENC EN DIABETES MELLITUS HUMANA (27}.

La glucosa es capaz de adicionarsc de manera no-enzj
mitica a numercsas protefnmas; Ia glucosilacidn proteica depen
de de numerosas variables entre las que sc encueniran la con-
centracidn de glucosa y el ticmpo de exposicidén del péptido a
ella {8-12Z), Se ha descrito con anterioridad la glucosila---
cidén de proteinas con recambio metab6lico acelerado, que es -
mayor en pacientes diabéticos (11, 12}.

Las concentraciones plasmfiticas de fibrinSgeno se --
han encontrade aumentadas en pacientes diabhéticos (7, 13, 14},
Sin embargo, esta “hiperfibrinogenemia" no es tan marcada cuan
do, en lupgar de medir nl fibrinfgeno a través de su capacidad

coagulante, Bste se mide a través de sus propiedades inmunoqui



micas (13). Hemos encontrado previamente que los tiempos de
conversién del fibrinfgeno a fibrina en presencia de trombina
(tiempo de trombina} son mis cortos en pacientes diabéticos -
que en sujetos normales e inversamente proporcionales a los -
niveles de fibrindgeno (7}; algunos autores habisn hecho la -
primera observacifn cn plasma diluido de pacientes diab&ticos
{15}. Por otro lado, se ha descrito que la vida media del --
fibrinbgeno en pacientes diab&ticos es mis corta durante la -
hiperglucemia y que se normaliza al lograrse la euglucemia --
{(16). Bstas observaciones sugieren que la molécula del fibri
nbgeno puede ser funcionalmente distinta en los pacientes dia
béticos, y nos condujeren a cxplorar la posibilidad de algin
cambio molecular en el fibrinfgeno de los pacientes diabGti--
cos que pudieran explicar los cambios en algunas de sus propie
dades funcionales. Decidimos explorar la posibilidad de que -
el fibrinbégeno de los pacientss diabéticos estuviera glucosa--

do,



MATERIAL Y METODOS

Se purificé fibrinb6geno de cuatro pacientes diabgticos
y cuatro sujetos normales mediante el método de precipitacio--
nes seriadas con glicina descrito por Siiberstein y Cols. (17).
La pureza de la proteina obtenida se analizé mediante electro-
foresis en gel de poliacrilamina a ph 7.0 con dodecil-sulfato
de sodio, inmunoelectroforesis usando suero de ceonejo anti-fi-
brina (obsequio del Dr. Guillermo Ruifz-Reyes de los Laborato--
rios Clinicos de Puebla) y suero de concjo anti-proteinas séri
cas totales; las propiedades funcionales de la proteina se ana
lizaron mediante su coagulabilidad (18), contenido de fibriné-
geno coagulable (19) y tiempos de protrombina, trombina y par-
cial de tromboplastina. 5Se estudi6 ademfis la capacidad de ge-
neracibn del crombgenc 5-hidroxi-metil-furfural (5-HMF) en el
fibrinSgeno completo de un sujeto diabético y un sujeto normal,
de acuerdo al método de Fluckiger y Winterhalter (20). Se rea
liz6 ademfis cromatografia en columnas de carboxi-metil-celulo-
sa usando buffer de acetato de sodio pH 4.65 con un gradiente
de molaridad de 0.01 a 0.5 de acuerdo al m&todo de Day y cols.
(21) en el fibrin6geno purificado de 3 pacientes diabéticos y
3 sujetos normales. Se obtuvieron fracciones de 3 ml. y se mi
dieron a 280 nm para evaluar la cantidad total de protefna, Se
midi6 ademis la generacidn de 5-HMF en las fracciones obteni--
das de la columna y la generacifn del crombgeno se expresé por
el cociente densidad Gptica a 443 nm (SHMF) densidad 6ptica a

280 nm. Se renlizé ademiAs inmunoelectroforesis con suero de -



conejo anti-fibrina en las fracciones obtenidas de 1la columna
de intercambioc i6nico, después de haberlas concentrado 10 ve-

ces mediante diidlisis contra Fycell (R).

RUSULTADOS

El fibrinSgeno precipitado con glicina tanto de los -
diabéticos como de los sujetos normales mostré tres bandas en
la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil-suifa-
to de sodio, correspondientes a las cadenas A-alfa, B-beta y
gamma (Figura 1}; se obtuvo una banda de precipitacién en la
inmunoelectroforesis contra suero anti-fTibrina y no se cncon-
traron arcos de precipitaci6n al realizar la inmunoclectrofo-
resis con suero anti-proteinas séricas humanas totales, la
concentracidén promedio del fibrinfgeno fue de 164.63 mgt, la
coagulabilidad promedio de 89%, el tiempo de trombina prome--
dio de 23.55 seg, y los tiempos de protrombina y parcial de -
tromboplasrina fueron inconmensurables, La generacibn de --
5-HMF por miligramo de fibrinfgeno fue 601 mis alta en los --
diab&ticos gque cn los sujetos normales (Tabia 2).

En la cromatrografia de intercambio i6nico, se obtuvo
s6lo un pico de absorbancia mixima a Z80 nm en los tres suje-
tos normales y 1a generacifn de 5-HMF por las fracciones obte
nidas del pico de absorbancia mixima mostré un cociente de --
densidad &ptica (d.o.) 443/d,0. 280 de (.144 (Tobla 3). En -
dos pacientes diab&ticos durante cetoaclidosis, se obtuvieron

2 picos de absorbancia mixima en el cromatograma (Figura 2);

U



1a proteina obtenida en las fracciones de amhos picos, concen-
trada 10 veces mostrd unn banda de precipitacifn con suero an-
ti-fibrina durante la inmunoelectroforesis. La peneracién de
5-HMF por estos dns picos, 1lamades ALFA y BETA de acuerdo a -
la figura 1, fue diferente: Il pico ALFA mostrd un valor d.o.
443/d.0. 280 dc 0,141, en tanto que el pico BETA mostrd un va-
lor de 0.602. En un paciente diab&tico bien controlado, s6lo
se ocbtuvo un poco en ¢l cromatograma, pero éste wostrd un de--
scenso lento y tardie de la absorbancia a 280 nm; la genera---
cién de 5-HMF por este pico fue similar 2 la de los picos ALFA
tanto de los sujetos diabéticos como de los sujetos normales,
con excepci6n de las 4 Gltimas fracciones que mostraron un va-
lor de d.o, 443/d.,o. 280 de 1.09; a estas fracciones reunidas

se les 1llamé fraccidn BETA.

DISCUSION

Se han encontrado niveles anormalmente elevados de fi-
brin6geno en pacientes diab&ticos, que conducen a tiempo de --
trombina anormalmente acortados (7). La relacifn fibrinbgeno
antigénico/fibrinfgeno coagulable es de 1,22 para sujetos nor-
males y de 1,17 para sujetos diabéticos (13} y la vida media -
del fibrinSgeno es mfis corta cn diabéticos hiperglucémicos que
en sujetos normaies (16); estas observaciones sugieren que el
fibrin6geno del diab&tico puede de alguna manera ser funciona}l
mente distinto de aquel de los sujetos normales. Los niveles

elevados de fibrin6geno en pacicentes diabé&ticos son proporcio-



nales a los niveles de glucemia (7) y de hemoglobina glucosa-
da (13); esta informacifn sugiere que las propiedades coagula
bles del fibrinfgeno pueden estar de alguna manera relaciona-
das a la hiperglucemia en los pacientes diabéticos.

Los hallazgos de este trabajo sugicren que el fibring
geno de los pacientes diabBticos estf glucosado: 1) La genera
cién de 5-HMF, que es un producto de la cantidad de residios
de hexosa unidos a través de la uni6n ceto-amina a las protei
nas, es 60% mis alta en pacientes diabétices que en sujetos -
normales; 2) El anflisis cromatogrifico en carboxi-metil-celu
losa del fibrin&Sgeno normal muestra s6lo un pico de proteina
obtenide a un gradiente de molaridad de acetato de sodio 0.10-
0.15 M (Figura 1)}, mientras que el fibrin&geno de los diabéti-
cos muestra dos picos: Uno (alfa) idéntico al pico del fibriné
geno normal y otro (beta) obtenido a una molaridad de 0.27-
0.50; 3) La generacibn del cromégeno 5-HMF de los picos ais-
lados muestra un incremento 4 veces mayor en el contenido de -
uniones glucosa-proteina en el pico beta cuando se compara con
los picos alfa tanto de los diabéticos como de los sujetos nor
males, que muestran generaciones similares de 5-HMF,

Dado que la vida media del fibrindgeno es corta y su -
recanbio metab6lico es rdpido, puede esperarse que 5610 los --
episodios hiperglucémlicos recientes podrian causar niveles cle
vados de fibrin6beno glucosado en sujetos diab&ticos. Esta su
posicidn encuentra apoyo en los resultados, ya que s6lo duran-

te eplsodios de cetoacidosis ﬁudicron encontrarse cantidades -



muy elevadas de fibrinfgeno glucesado, itaest: En los pacien
tes cetoacidéticos los picos beta formaronw el 42.2 y 23.3% de
total de la proteina, en tanto que el paciente dinb&ético bien
controlado, cuyuas cifras de glucemia previas al examen habian
sido de 150 mgt ecn las 86 horas previas, la fraccién conte---
niendo ul fibrindégenov glucesado (beta) fue s6lo el 0.017%. -
Ademiis, esta fracci6n ne pudeo separarse cleramente del resto
de 1a proteina, probablementc por que la cantidad de hexosa -
afiadida a la proteina fuc insuficiente para modificar sustan-
cialmente su punto isoeléctrico.

El significado funcional de la glucosilacifn del fibri
négeno de los diabéticos, hasta ahora no descrita, se descono-
ce; el cambio molecular condicicpado por la adicifn no enzinmé-
tica de luo glucosa podrfa tener relaci6n con las anormalidades
funcionales del fibrinégeno de los diabéticos, y con las modi-
ficaciones en agregacidén plaquetaria presentes en pacientes --

diabéticos.

PARTE 1V: ESTUDIO DE LAS INTERACCIGONES
PLAQUETARIAS-FIBRINOGENO DURANTE LA
AGREGACION PLAQUETARIA INDUCIDA POR ADP

EN PACIENTES DIABETICOS Y SUJETOS NORMALES.

El fibrinbégeno es capaz de promover la agregacibm pla-
quetaria inducida por ADP (22). Las plaquetas humanas aisla--
das no pueden agregarse cuando se exponen a ADP (23), pero la

adici6n de fibrinfgeno a las suspensiones de plaquetas libres



de otras protefnas o componentes plasmitices permite que las

plaquetas se agreguen en presencia de ADP {24). Las plaque-

tas de pacientes con afibrinogenemia no pueden agregarse ade-
cuadamente con ADP (25) y se ha demostrado que el fibrinbgeno
induce agregacifn plaguetaria como Tesultado dc una intera---
ccifn directa de las plaquetas con el fibrinfgeno en presen--
cia de ADP (26}.

El fibrin6geno puede modificarse estructuralmente por
glucosilacibn post-sintética tanto IN VIVO (27) como IN VITRO
{28); algunas propiedades de la proteina glucosada IN VITRO -
se han estudiado: La capacidad de precipitar con calor 6 de
ser coagulade por trombina del fibrinégeno glucosado artifi--
cialmente no parece ser distinta de 1la del fibrin6geno no glu
cosado (2B). Se han encontrado niveles anormalmente elevados
de fibrin6geno glucosado en pacientes diab&ticos durante des-
controles hiperglucémicos graves (27) y la glucosilaci6n del
factor 1 aparentemente ocurre de manera similar & la de hemo-
globina, modificando los extremos amino terminales de 1las ca-
denas A alfa y B beta (28).

El presente estudio se realizé con el objeto de estu-
diar el papel del fibrinfgeno de pacientes diabfiticos grave--
mente descontroiados y de sujetos normales durante la agrega-
cidn plaquetaria inducida por ADP do y de plaquetas purifica-
das tanto de pacientes diabéticos como de sujetos normales.
Esta informacifn podrfa tener relacibén parcial con las altera
ciones en funci6n plaquetaria quc se han descrito en pacien--

tes diabéticos y que han sido motivo de revisiones extensas -



recientes (29).

MATERIAL Y METONOS

Pacientes:  Se estudiaron dos pacicentes diabéticos insulino-
deperdientes durante cetoacidosis y dos sujetos normales con
glucemia de ayuno nermal. Ninguno de los pacientes disbéti--
cos tuvo daefio renal, a2 juzpar por la normalidad de la urea, -
creatinina y urianfilisis ni tenfon cpisodios infecciosos inter
currentes.

Fibrin6geno purificado: Se cxtrajeron 60 ml. de sangre total
de cada sujeto y se colectaron en tubos de plfistico contenien-
do 0.02 ml. de citrato de sodio al 19% por ml. de sangre total.
Las muestras se centrifugaron a 4°C, 1800 G durante 60 min. y
el plasma pobre en plaguetas {PPP) sc colect6 en tubos de plés-
tico de 40 ml. El fibrinfgeno se purificé de acuerdo al método
de Silberstein y cols. (17) mediante precipitaciones seriadas -
con glicina y la pureza de 1la proteina se evalué con la misma -
metodologia quec 1a descrita previamente en la parte IIT (26). -
El fibrindgeno purificado se suspendif en citrato de sodio  --
0.055 M pH 7.4 (17) v se dializé extensanente contra amortigua-
dor de Tangen (30)}. Los ajustes en las concentraciones y dilu-
ciones del fibrinbgeno se hicicron con amortiguador de Tangen -
{30); las concentraciones finales de fibripégeno y su coagulabi
1lidad se midieron por los métodos de Clsuss (19) y Atencio y --
~cols. (31) respectivamente.

Filtracién en gel de las plaquetas: Las plaquetas se



purificaron mediante filtracion en gel; se hicieron algunos
cambios minimos al método descrito por Tangen y cols. (30):
Se siliconizaron columnas de vidrio de 15 cm. de longitud con
firea seccional de 5.3 cm? antes de empacarlas con Sepharosa
2B. El amortiguador original de Tangen (30) se modificld adi-
cionando albGmina humana pura (5 mg/ml) para aumentar la esta
bilidad de las plaquetas después de la filtracitn de acuerdo
a2 la informacidn de Tomikawa y cols. (25). Se depositaron 20
ml. de plasma rico en plaquotas (PRP) en la parte superior de
la columna y se filtraon haciende fluir amortiguador de Tangen-
alblmina a una velocidad de 175 ml/hora; se colectaron fraccio
nes de 3 ml. en tubos de vidrio siliconizados., Las plaquetas
se contaron de acuerdo a Kristenson (32) y se reunieron 21 ml.
de plaquetas filtradas por gel (PFG) mezclando las 7 fracciones
obtenidas de la columna con el mayor nfimero de plaquetas,
Medicién de la agregabilidad de las plaquetas filtradas
por gel: 1las PEG 5u5peﬁdidas en amortiguador de Tangen-nlﬁﬁmina
en cantidades de 1.0 a 2.0 x 108/ml. se diluyeron de la siguien-
te manera: 0.9 ml. de PFG con 0.1 ml. de amortiguador de salina-
fosfato (ASF) y 0.4 ml, de PPP. La agregabilidad de esta mezcla
se compatd con 0.4 ml. de PRP con 0.9 ml. de amortiguader de
Tangen-albfimina de 0.1 ml. de (ASF) de acuerdo a la informacibn
en 29, la agregacibn plaquetaria se midié cn un agregbmetro
Bio-Data modelo PAP-2A usando 50 ul. de ADP 5 x 10 “9M. Al va-
lor de agregacifin de 1a mezcla que contenia el PRP se adjudicd

un valor de 1008%.



_ Interaccibn de las PFG con el fibrinbgeno purificado
durante la agregacidn plaguetaria inducida per ADP: El fibri
négeno de los diabéticos y sujetos normales sc diluyé para ob
tener concentraciones cntre 12 y 0.3 mgh,

En las mezclas agregantes, el fibrinGgeno suspendido cn
amortiguador de Tangen-albfimina se diluyd 12 veces de la si---
guiente manera; 0.4 ml., de PFG con 0.1 ml. de AFS, 0.05 ml, de
amortiguador de Tangen-albfinina y 0,85 ml. de fibrinfgeno a di
versas concentracioncs. Las concentraciones absolutas finales
de fibrin6geno aparccen en la tabla 4. La agregacién plaqueta
ria so indujo con 50 ul. de ADP 5 x 30 ~“M después de incuba--
cidn per 2 minutos a 37°C. EIl valor de agrepacidén plaquetaria
de la mezcla que contenia las plaquetas y el fibrinbégeno de --
los pacientes diabfticos se¢ usd como el 100%. Se usaron cinco
diluciones de fibrinégeno para cada una de las mezclas agretan
tes y s¢ hicieron mezclas con los fibrindégenos y las plaquetas

tanto de los sujetos diab8ticos como de los sujetos normales.

RESULTADOS

Una vez suspendido en amortiguador de Tangen-albGmina
(30), el fibrindgeno tanto de los sujetos diab&ticos como de --
los sujetos normales mostrd la misma pureza que aquel usado en
el trabajo previo (27). Las concentraciones promedio finales
del fibrinégeno antes de hacer las diluciones fueron de 205 y -
187.5 mg% respectivamente en los sujetos diab&ticos y normales

respectivamente, con una coapgulabilidad promedio de 90 y 86% -



también respectivamente.

Como aparece en la figura 3, las plaquetas pudieron -
separarse claramente de las proteinas plaguectarias: Los croma
togramas de absorbancia a 280 nm. muestran que las fracciones
7 a 13 contenfan plaquetas que, cuando se mezclaron, dieron
un nGmero de 1,16 y 1.33 x 108/nl, en promedio para sujctos -
diab&ticos y normales respectivamente. Las plaquetas en es--
tas condiciones, al filtrarse nuevamente a través de la co---
lumna de Sepharosa, mostraron un s6lo pico de absorbancia mi-
xima,

Al comparar la agregabilidad de las mezclas que conte
nian el PRF (1000%) con la de las PFG, encontrames que la ~--
agregabilidad promedic fue de 98 y 94% respectivamente para -
pacientes diabéticos y sujetos normales.

Los valores de la agregacién plaquetaria manteniendo
"plaquetas' como covariable mostraron que las plaquetas de --
los diabéticos fueron menos agregables con el fibrinbgeno de
los diab&tices que con el fibrinbgeno normal (p<.001). El --
mismo efecto se observd en las plaguetas normales (p<.05)
(Tabla 4).

Los valeres de la agregacifn plaquetaria manteniendo
fibrindgeno del diab&tico como el del sujeto normal (p<,001)

(Tabla 4).

DISCUSION

Las anormalidades de 1a funcifn plaquetaria de pacien



tes diab&ricos son numerosas y han sido motive de revisiones
recientes (1): ol consenso general es que las plaquetas de -
los diabfticos son miis agregables que las de sujctos no dia-
béticos y que la hiperagrepabilidad plaquetaria es multi-fac
torial (24). Los cofactores plasmiticos de la agregacion --
plaquetaria como el fibrinbpgeno y fraccion Von-Willebrand --
del! factor VIIl, se han encontrado clevados en pacientes dia
béticos (13); las concentraciones asnormalmente clevadas de -
fibrinbgeno en diabetes mellitus han sido reportadas como di
rectamente proporcionales a los niveles de glucosa (7) y de

hemoglebina glucosadas (13),

La glucosilacién post-sintética de numerosos pépti-
dos ha sido descrita cn diab&ticos (4}; este cambio en la es
tructura molecular de las proteinas se ha relacionado con --
cambios funcionales, como la modificacién en carga cléctrica
y en la posicién de la curva de disiciacidn hemeglobina/oxi-
geno de 1a hemoglobina glucosada (8). Hasta ahora, las pro-
piedades de coagulabilidad del fibrindgeno glucosado IN VITRO
parecen ser similarcs a aquellas del fibrinégeno glucosado -
(28), pero no se ha estudiado el papel del fibrindgeno gluco-
sado en la agregacidn plaquetaria, considerando a esta protei
na como un cofactor nccesario para lograr la completa agrega-
ci6én de las plaquetas,

La glucosilacibén de las proteinas es inhibida IN VITRO
con dcido acetil-salicilico (AAS) (21); el efecto promotor de

agregacion plaquetaria del fibrinfgeno es inhibido por AAS tan



to IN VIVO como IN VITRO (33). La glucosilacién del fibrind-
geno, al menos IN VITRO, ocurrc en las cadenas A-alfa y B-be-
ta (28); el extremo amino terminal de la filtima cs apto para

ser glucosilade y a su vez, imprescindible para el efecto --

promotor de agregacién plaquetaria del fibrinbgeno (34).

En los ensayos que hemos hecho en este trabajo, hubie
se sido deseable utilizar el fibrinbgeno glucosado aislado, -
que puede separarse del fibrin6geno no glucosado dadas las di
ferencias en punto ispeléctrico (27); sin embargo, el proceso
para lograr la separacién dec estos iso-péptidos ocurre a pl4.
65, coendici6én que dafia irreversiblemente al fibrinfgeno en su
capacidad de coagularse por trombina y de agregacibn plaqueta
ria en presencia de ADP (35). Por esta razén, decidimos usar
el fibrinfgeno completo de los pacientes deabéticos, asumien-
do que, dado que se encontraban en cetoacidosis, la cantidad
de iso-péptido gluccsado era alta, como previamente los habia
mes demostrade (27).

Los resultados encontrados sugieren que ¢l fibrinége-
no es necesario para la agfegacién plaquetaria inducida por
ADP tanto de las plaquetas de sujetos normales como de pacien
tes diabéticos; que el fibrinbgeno de diabétices y sujetos --
normales es capaz de actuar como cofactor de la agregacitn --
plaquetaria inducida por ADP y que el efecto promotor de agre
gacifn plaquetaria del fibrinbgeno es distinto en sujetos dia
_bBticos que en sujetos normales, ya que el fibrin6geno de los
diabfticos promovi§ menos agregacifn plaquetaria que aquel de

sujetos normales (p<.05). Por otro lado, los resultados su--



gieren que las plaquetas de los sujetos diabéticos son mis agre
gables que las de sujetos normales en presencia de ambos tipos
de fibrinégeno, cuando la agregaci6n plaquetaria se induce con
ADP (p<.001).

La causa por la que el fibrin6geno de los diabétices es
menos apto para promover agregacibn plaquetaria en presencia de
ADP no se conoce; puede cspecularse que, la alteracidn del ex--
tremo amino de la cadena B-beta del fibrinbgeno por plucesila--
cidn podria disminuir la capacidad promotlora de agregacién por
ADP del {ibrin6geno, que depende de esta parte de la molécula.
Este efecto ha sido demostrado con AAS y es notable que la ace-
tilacidn y glucosilacifn proteicas son fenfnmenos similares y --
competitives (21). Otras explicaciones sin ambargo se antojan
plausibles: La vida media del fibrin6geno y el recambio metabf
lico se¢ hun encontrado acortades y acelerados respectivamente -
en pacientes diabGticos durante hiperglucemia grvave (106); por -
esta razbn, es posible que la producci6én de productos de frag--
mentacidn del fibrinégeno IN VITRO sc encuentre también acelerp
da y que la hipo-agregabilidad plaquetaria observada dependa de
la presencia de los fragmentos del fibrinbfgeno que se sabe son
capaces de disminuir la agregacién plaquetaria (36).

La hiperagregabilidad plaquetaria de los diabéticos, --
ampliamente estudiada y aparentemente multifactorial (29) no es
el objetive de esta discusidén. Nuestros resultados sugieren --
que la hiperagregabilidad plaquetaria de los diab&ticos no de--

pende de la giucosilacién post-disnetética de 1a molécula del -



fibrindgeno.

Se concluye que el fibrinégeno dec pacientes diabéticos
durante hiperglucemia grave tiene una capacidad promotora de -
agregacion plaquetaria inducida por ADP menor que el de los su
jetos normales y que las plaquectas de los diab&ticos son mis -
aptas para agregarse en presencia de ADP y fibrinfgeno que las

plaquetas de los sujetos normales.

PARTE V: ESTUDIO DE LA GLUCOSILACICN DE
LAS PROTEINAS PLAQUETARIAS EN PACIENTES
DIABETICOS Y SUJETOS NORMALES.

De acuerdo a diversas publicaciones, ha podido conocer-
se qué la hiperagregabilidad plaquetaria de los diab&ticos es -
un fenémeno multifactorial y probablemente relacionado con el
desarrollo del dafic micro y macrovascular de estos enfermos (29).
El estudio de la glucosilacifn proteica en enfermos diab&ticos
ha legrado alguncs avances en €l conocimiento de algunas de las
causas de la sparicién de las complicaciones tardias propias de
la enfermedad (4). Los péptidos que se han descrito como capa-
ces de sufrir glucosilacidn post-sintética son varios: Hemoglo-
bina A (8), hemoglobina A2 (37), fibrinégeno (26, 27), proteinas
de la membrana del eritrocito (38), albGmina {21), coligena (39},
proteinas del lente del cristalino (40), proteinas bhéAsicas de la
mielina de los nervios (41), insulina {10), etc. En algunos ca-

sos, esta modificacién de la estructura proteica conduce a cam--



bios en la funcionalidad de la misma (4)

Hemos desmostrado con anterioridad que la glucosilacidn
del fibrinégeno no parcce jugayr un papel importante en la hipe-
ragregabilidad plaquetaria de los diabéticos durante la agrega-
cibn inducida por ADP (41); el efecte hiperagregante en estos )
estudios parece depender miis de alteraciones inherentes a las
plaquetds que de alteraciones en el cofactor de la agregacifn
estudiado.

Basados en estas ideas, realizamos un estudio para in--
vestigar si las proteinas intraplaquetarias de los diabéticos -

eran capaces de ser glucosiladas,

MATERIAL Y METODOS

Se purificaron plaquetas de 2 paclentes diabéticos du--
rante cetoacidosis y 2 sujetos normales mediante el método de -
filtracién cn gel descrito con detalle con anterioridad {30); -
se obtuvieron concentraciones plaquetarias de 2.06 y 1.96 x 108/
ml. para los sujetos normales y diabéticos respectivamente. Los
concentrados plaquetarios fueron congelados en nitrégeno Iiquido
y descongelados 5 veces, posteriormente se centrifugaron 30 min.
a 1800 G a temperatura ambiente y se filtraron a través de fil-
tros de millipore de 45 y 22 um, subsecuentemente. Las protef--
nas asf obtenidas se concentraron 10 veces mediante difilisis con
tra Fycoll (R) y se determin6é en ellas la cantidad de 5-HMF geng
rado por mg. de proteina de acuerdo con 20, La generacién de --

5-HMF se expresd por el cociente densidad éptica {d.o.) 443/mg.



de proteina.
RESULTADOS

Las plaquetas obtenidas por filtracidén al filtrarse -
nuevamente por la columna de Sepharosa 2B produjeron s6lo un -
pico de absorbancia mixima a 280 nm; la generacién del cromége
no producto del nfimero de uniones hexosa-protcina a través de
la unibén cetoamina (5-HMF) aparece en la tabla 5; fue 87% més

alta en los diab&ticos que en los sujetos normales.

DISCUSION

Los resultados sugieren que las proteinas plaquetarias
de los diab&ticos durante cetoacidosis se encuentran mis gluco-
sadas que aquellas de los sujetos normales. El fibrinbgeno es
una de las proteinas capaces de glucosilarse que se encuentran
en el interior de las plaquetas y es probable que el incremento
de proteinas intraplaquetarins glucosadas observado dependa al
menos parcialmente de la glucosilacién del fibrin6geno (27, 28}.
Es posible sin embargo que otros péptidos intraplaquetarios sean
capaces tambifn de gluvosilarse, El significado funcional de 1la
glucosilacidn de las proteinas intraplaquetarias y su probable

relacién con la hiperagregabilidad plaquetaria de los diabéticos

s& desconoce,

COMENTARIO

Esta serie de trabajos apoyan la importancia del estudio



detrilado dc algunas de las alteraciones hematoldgicas en dia-
betes mellitus. El estado "hipercoagulablie” que numerosos in-
vestigadores han encontrado en pacientes diabéticos parece obe
decer a numerosas'n]tcrucioncs, alpunas de las cuales podrian
tener relacifn con la glucosilacifén proteica estudiada cada --
vez con mayor detalle en pacientes diabéticos.

[l significado funcional de la glucosilacién post-sin-
tética del fibrinégeno y de las proteinas plaguetarias, abser-
vaciongs probablemente mis trascendentes de esta seric de estu
dios, en cl momento actual se desconoce con detalle, pero cs -
posible que de alguna manera tengan relacién con el dafio micro
vascular de los pacientes diabéticos. Resulta prudente citar
en este momento que la inyecci6én de proteinas plasmiiticas glu-
cosiladas IN VITRO es capaz de producir en animales de experi-
mentacidn camhios histelégicos y funcionales ¢n el glomérulo -
indistinguibles de aquellos observados en nefropatia diabética
(42), También debe sefialarse que la glucosilacibn proteica --
puede abolirse IN VITRO con salicilatos (21). El entendimien
to de la trascendencia de 1a glucosilacién proteica en diabe--
tes mellitus y su posible manipulacién terapéutica podrin en -
alglin momento tener traduccién en el beneficio de los enfermos
diab&ticos. En este momento ese objetive parece lejano, pero
sblo podremos acercarnos a €1 tratando de estudiar con mis dec-
talle estos y tantos otros puntos obscuros pero atrﬁctivos de

la medicina,
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Figura 1. Cromatograma en gel de poliacrilamida
usando dodecil-sulfato de sodio pH 6-8
del fibrindgeno purificado de un pacien
te diabético. N6tense las bandas co-
rrespondientes @ las cadena A-alfa (a),

B-beta (8) y gamma (y).
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Figura 2.

Cromatograma en carboxi-metil-celulosa
del fibrinégeno purificado de un sujeto
diabftico y un sujeto normal. Las mues-
tras de la proteina en acetato de sodio
0.01M pH 4.65 se depositaron en la co--
lumna (2% x 19 cm., fracciones de 3 ml.)
de la resina. El gradicnte de molaridad
se ha graficado en lineas discontinuas,
la densidad 6ptica a 280 nm. en lineas
continuas y la generacién de 5 hidroxi-
metil-furfural por unidad de protefina
(d.o, 443/d.,0., 280) en barras verticales.
Los picos de absorbancia mfxima a 280 am.
fueron desipgnados arbitrariamente alfa

(2) y beta (8).
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Figura 3,

Cromatograma de 20 ml. de¢ plasma rice en
plaquetas filtrado a través de Sepharosa
2-B., Se colectaron fracciones de 3 ml,
en tubos de vidrio siliconizados y se
midieron a 280 nm. (1fnea discontinua).
Las cuentas plaquetarias de acuerdo a

Kristenson (32) se han graficado en linea

continua).



NUMEROS DE CASOS
SEXO: MASC/FEM

* EDAD EN AROS

* EVOLUCION EN AROS
* GLUCEMIA (mg/d1)

* PIBRINOGENO (mg/dl)
* T.T. (seg.)

* T.A.P. (min)

* RLA.P. (1)

*AA, (V)

* HbAlc ($)

TABLA 1,

DIABBTES TIPO II

22

14/8

56.45 - 11.67
12.98 - 8.49
148.68 - 71.91
751.82 - 327.07

18.65 - 0.57
5.59 - 1.51
7.54 - 8.32
4.09 - 5.73

10.71 - 2.58

DIABETES TIPO 1

20

10/10

28,05 - 9.20
9.23 - 7.06
239,70 - 114. 711
621.25 - 338.94

18.81 - 0.60
5.64 - 1,74
3.51 - 4,86
5.00 - 16.56

15.71 - 3.55

SUJETOS NORMALES

22
9/13
27.27 - 8.85
74.16 - 12.07
385.00 - 105.02
18.97 - 0.52
5.76 - 2.60
B.45 -~ 5.74
1.36 - 1.98
7.12 - 1,10

Datos clfinicos y valores de glucemia, fibrinSgenc
tiempo de trombina (T.T.), tiempo total de agregacién
plaquetaria (T.A.P.) tlempo de retardo de aparicién
de la segunda fase de agregacibn plaquetaria (R.A.P)
autoagregacién plagquetaria (A.A.) y hemoglobina
glucosada (HbAlc) en los tres grupos estudiados, (*)
promedic y desviaclfn esténdar. (Publicado en 7).



mg. fib. d.o. 443 d.o. 443/mg. fib. mg. fib, d.o. 443 d.o, 443/mg. fib,

170 . 086 . 505 .200 +153 . 765

. 340 157 . 462 .400 . 249 622

510 .170 . 333 .600 L4843 L8086

680 .246 . 361 . 800 L0623 .778

.850 . 428 +503 1.000 691 691
1.700 631 371 | 2.000 834 417
NORMAL PROMEDIO .423 DIABETICO PROMEDIO .679

DIARETICO/NORMAL = .679/.423 = 1,605

Tabla 2. Valores de generacidn de 5 hidroxi-metil-furfural, medidos a
443 nm (d.o, 443) por miligramo de fibrin6geno (mg. fib,) en
un paciente diab&tico y un sujeto normal.



MUESTRA ~

PICO
PICO
PICO
PICO
PICO
PICO
PICO
PICO

FRAC

ALFA NL

ALFA NL

ALFA NL

ALFA DM

ALFA DM

ALFA DM

BETA DM

BETA DM

BETA DM

2

3

d.o. 443

0.063

0.556

0.373

0.105

0.397

0,675

0.308

0,380

0.178

d.o.

2.425
3.273
1.580
1,355
1.400
9.350
0.989

0,425

0.162

280

0.026

0,170

0.236

0.070

0.283

0.072

0.310

0.B94

1.090

d.o. 443/d.0. 280

PROMEBIO 0. 144

PROMEDIO 0. 141

PROMEDIO 0.602

Tabla 3. Valores de generacifn de 5 hidroxi-metil-furfural

por unidad de proteina (d.o. 443/d.o. 280) de los
picos de absorbancia mfxima obtenidos de las columnas
de cromatografia de los sujetos normales (HL)}, de los
pacientes diabéticos (DM) y de la fraccién beta de
los pacientes diabBticos (FRAC BETA DM 3).
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PLAQUETAS

FIBRINOGEND

1.000
0.500
0.100
0.075
0.050
0.025

mg ¥ (++)

Tabla 4.

DIABETICAS NORMALES

NORMAL DIABETICO NORMAL DIABETICO

100 100{+) 66 60

72 70 33 30

48 48 24 24

42 33 6 6

42 31 0 0

30 k| 0 0
% Agr, % Agr. 1 Agr. § Agr.

Valores porcentuales de agregacisdn plaquetaria (% Agr.)
de sujetos normales y pacientes diabéticos durante
cetoacidosis, con respecto al valor de la agregacifn
plaquetaria observado con las plaquetas y el fibrinbgeno
de los ﬁacientes diabéticos (+). Las cantidades de fi-
brinfgeno (++)} expresadas en mgt, se refieren a 1a con-
centracién absoluta final una vez hecha la mezcla agre-
gante (ver texto},



PACIENTES Mg. PROTEINA PLAQUETARIA D.o. 433 d.o. 443/mg. PROTEINA

1.666 .037 .022
0,833 .030 . 036
NORMALES 0.416 024 057
0.277 017 .063 PROMEDIO .047
0,208 012 . 060
1.2133 +055 045
0.606 . 037 061
.DIABETICOS 0.303 .035 . 115 PROMEDIO .088
0.202 . 025 . 123
0.151 . 015 . 098

.088/.047 = 1,87

Tabla 5. Generaci6én de 5 hidroxi-metil-furfural medio a 443 nm (d.o. 443)
por mg. de protefna (d.o. 443/mg. proteina) plaquetaria derivada
de sujetos normales y pacientes diabéticos en cetocacidosis,
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