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Dejamos de temer aquello que aprendimos a entender.

Marie Curie (1867-1934)
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5.- INTRODUCCION.

5.1. Sindrome metabdlico
5.1.1. Historia

Las primeras descripciones de la asociacion existente entre diversas situaciones clinicas
como la diabetes mellitus 2 (DM2), la hipertensién arterial (HTA)y la dislipidemia (DLP) datan
de la década de los 20 del siglo pasado, aunque el término "sindrome metabdlico" se usaba
a finales de los 70’s para designar solo a factores de riesgos asociados con diabetes. Un
hallazgo interesante por Marsella Jean Vague, en 1947 y luego en 1956, demostré que las
personas con obesidad estaban predispuestos a tener en el futuro diabetes, aterosclerosis,
hipertrofia de la tiroides y calculos urinarios (1).

Para la segunda mitad de los afios 1960, Avogaro y Crepaldi describieron a seis pacientes
con obesidad moderada, hipercolesterolemia y una marcada hipertrigliceridemia, estos
signos mejoraron con una dieta hipocaldrica y la disminucién en la ingesta de carbohidratos.
En 1977, Haller empled el término “sindrome metabdlico” (SM) para referirse a una
asociacion entre obesidad, DM2 e higado graso, describiendo ademas los factores de riesgo
para el desarrollo de la arteriosclerosis. Posteriormente Gerald B. Phillips argumenté que los
factores de riesgo subyacentes a un infarto de miocardio contribuyen a formar una
constelacion de anomalias no s6lo asociados con enfermedades del corazoén, sino también
con la obesidad y otros factores clinicos, y que su identificacibn podria prevenir
enfermedades cardiovasculares (2).

Sin embargo, fue Gerald Reaven quien sugirio, en 1988, que estos factores tendian a ocurrir
en un mismo individuo en forma de un sindrome que denominé “X” en el que la resistencia a
la insulina constituia el mecanismo fisiopatolégico basico, proponiendo 5 consecuencias de
ésta, todas ellas relacionadas con un mayor riesgo de enfermedad coronaria, cardiopatia
isquémica, disfuncién ventricular izquierda y fallo cardiaco. Los componentes originales del
Sindrome X de Reaven eran:

Resistencia a la captacion de glucosa mediada por insulina
Intolerancia a la glucosa

Hiperinsulinemia

Aumento de triglicéridos en las VLDL

Disminucién del colesterol tipo HDL

Hipertension arterial
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A lo largo de los afios, se ha ido afladiendo mas componentes a la definicion de este
sindrome, a la vez que comenz0 a recibir nuevas denominaciones como Sindrome X plus,
Cuarteto mortifero, Sindrome plurimetabdlico, sindrome de insulinorresistencia, entre otros.
En 1998, un grupo consultor de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso que se
denominara SM y sugirié una definicion de trabajo que seria la primera definicién unificada
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del mismo. En 1998, el Grupo de Trabajo de Diabetes de la Organizacion Mundial de la
Salud propuso un conjunto de criterios para el diagnéstico del SM. El diagnéstico debia
incluir evidencias clinicas de insulinorresistencia (IR) (intolerancia a la glucosa o diabetes)
mas otros dos factores de riesgo entre los siguientes:

1) Triglicéridos elevados o HDL colesterol bajo

2) Presion arterial (PA) elevada

3) Obesidad, definida por el indice de masa corporal (IMC) o por la relacién cintura cadera

4) Microalbuminuria.

El Grupo Europeo para el Estudio de la Insulinorresistencia (EGIR) propuso criterios
conceptualmente similares para el diagndstico del sindrome de insulinorresistencia.

'

5.1.2 Definicidn:

El SM es una serie de signos (factores de riesgo metabdlico) que nos hablan del aumento de
posibilidades de presentar una enfermedad cardiaca, un derrame (trombosis) o diabetes (3).

El SM es el resultado de una compleja interaccion entre factores genéticos, metabdlicos y
ambientales, en los que la dieta parece jugar un papel importante (4).

Hasta el momento se han emitido varias definiciones para establecer el diagnéstico de SM,;
todas incluyen los mismos criterios; la diferencia estriba en considerar cual es la
manifestacion mas importante.
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5.1.3. Componentes del sindrome -

5.1.3.1. Obesidad

La obesidad es el componente mas comun del SM. Es tal su importancia que la IDF la
considera esencial para hacer el diagndstico; también es imprescindible la presencia de
circunferencia de cintura y el IMC, ambas variables tiene una correlacion de r = 0.90. Esto
significa que pueden ser utilizados en forma casi intercambiable. La obesidad y en forma
mas especifica la grasa visceral, se relaciona con la resistencia a la insulina. El concepto de
resistencia a la insulina implica que la accion de la insulina sobre los tejidos periféricos se
encuentre disminuida y las personas con este problema también presentan mayor riesgo de
DM2. El factor de necrosis tumoral (TNF a) se encuentra sobre expresado en tejido adiposo
blanco. Una serie de proteinas proinflamatorias que actlan como reactantes de fase aguda
aumentan en presencia de obesidad. La proteina C reactiva, fibrinbgeno y la cuenta de
células blancas se relacionan con resistencia a la insulina y son buenos marcadores de
enfermedad cardiovascular (independientemente de la resistencia a la insulina). Ademas se
ha observado que el inhibidor de la activacion del plasminégeno (PAI-1), una proteina que
participa en la fibrindlisis se encuentra aumentada en personas con obesidad. La obesidad y
el sindrome metabdlico pueden definirse como enfermedades asociadas a inflamacion del
endotelio, por lo que aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular. El aumento del tejido
adiposo en nuestro cuerpo como consecuencia de las dietas hipercal6ricas y el bajo gasto
energético, y en particular el incremento de la grasa visceral abdominal, tienen un papel
primordial en la patogenia y la morbilidad del SM. Se asocia de forma casi constante un
aumento de la insulinemia y resistencia a su accion en tejidos periféricos

5.1.3.2. Hipertensioén arterial

La prevalencia de hipertension arterial en México es de 30%; hay que resaltar que en
poblacién joven entre 20 a 29 afios de edad la prevalencia es de 17%; las personas con
obesidad muestran un aumento de tamafio de los rifiones, lo que se debe a proliferacion
endotelial y depdésitos intrarrenales de lipidos e hialuronato. Se considera que la obesidad
promueve la activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona, con actividad del
sistema simpatico aumentada, y como resultado la presencia de hipertension arterial.

5.1.3.3. Dislipidemias y factores de riesgo cardiovascular

Los triglicéridos pueden elevarse debido a la obesidad, inactividad fisica, ingestion de
alcohol, tabaquismo, dietas altas en carbohidratos. La hipertrigliceridemia también puede
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acompanfar a otras enfermedades como DM2, fallo renal o sindrome nefrotico. El colesterol
HDL se considera disminuido cuando es menor de 40mg/dL para ambos sexos. Sin embargo
cuando las mujeres tienen ese tipo de colesterol por debajo de 50mg/dL se les considera de
alto riesgo. Cuando el colesterol HDL es mayor de 60mg/dL se considera un factor protector.
Fumar sigue siendo un factor de riesgo muy importante que tiene fuerte relacién con la
enfermedad coronaria. Los factores de riesgo cardiovascular relacionados con el SM
incluyen factores de riesgo no clasicos como la circunferencia de cintura y la glucemia. Los
otros criterios del SM, corresponden a: la concentracion de suero de triglicéridos, colesterol-
HDL e hipertensién arterial. (6)

Sindrome Metabdlico

Figura 1.- Diferentes componente del SM

5.1.4. Criterios de diagnésticos

5.1.4.1. Clasificacién del Grupo Europeo para el estudio de Ila
insulinorresistencia. (EGIR)

Tiene un sindrome de insulinorresistencia (SIR) el paciente que cumpla con las siguientes
condiciones y criterios: Hiperinsulinemia en ayunas > 25% y 2 o mas de los siguientes
criterios:

1) Glucosa en ayunas 2 6.1 mg/dL, pero no diabéticos.

2) Tension arterial 2 140/90 mmHg

3) Triglicéridos =2 2 mg/dL o HDL colesterol < 1 mg/dL o tratamiento para la dislipidemia.
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4) Circunferencia de la cintura =2 94 cm en el hombre y 2 80 cm en la mujer.

En 2001, el tercer informe del Panel de Expertos del Programa Nacional de Educacion del
Colesterol sobre Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la Hipercolesterolemia en los
Adultos (ATPIII) define al SM por la presencia de 3 de 5 criterios clinicos simples:

1) Perimetro de la cintura = 102 cm en el varon u 88 cm en la mujer,

2) Triglicéridos = 150 mg/dL,

3) HDL colesterol < 40 mg/dL en el varén o de 50 mg/dL en la mujer,

4) PA=130/85 mmHgy

5) Glucemia > 110 mg/dL.

5.1.4.2. Federacion Internacional de Diabetes del Consenso del 2006 (IDF)

1) Incremento en el perimetro central (medida de la cintura) en hombres (>90 cm.) y
mujeres (>88 cm.).
2) Hipertrigliceridemia (triglicéridos >150mg/dL)
3) Disminucién del colesterol de alta densidad (HDL-col) (hombre < 40 mg/dL y mujeres
< 50mg/dL)

4) Presién arterial (>130/85 mmHg )

5) Glucosa en ayunas ( >100mg/dL )
En esta definicion todas las anormalidades estdn puestas en un mismo nivel, sin implicar
relaciones de causa-efecto, ni considerar imprescindible un componente. Ademas pone de
manifiesto la importancia de la grasa abdominal en la génesis del SM definiendo a la
obesidad por un perimetro de la cintura mayor a determinados umbrales y no por el IMC.
Recientemente la Asociacion Americana del Corazén (AHA) en conjunto con el Instituto
Nacional del Coraz6n, Pulmén y Sangre de los Estados Unidos (NLHBI) han propuesto
modificaciones menores a los criterios del ATPIIl, bajando el umbral de glucemia a 100
mg/dL e incorporando como criterios los tratamientos para la dislipidemia, la PA y la
hiperglucemia. En 2005, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) propuso nuevos
criterios, similares a los del ATPIIl, pero considerando a la obesidad central como una
condicion necesaria para el diagnoéstico del SM y sugiriendo la necesidad de identificar
umbrales del perimetro de la cintura especificos para cada grupo étnico (en los europeos y
descendientes 94 cm en el varén y 80 cm en la mujer). En la tabla 1, modificada de Grundy,
se muestran las distintas formas de definir al SM. A pesar de que el SM ha recibido criticas
recientes nosotros entendemos que, hasta tanto se determine si la obesidad es una
condicion imprescindible para el diagndstico del SM y/o se disponga de mediciones que
permitan definir con certeza la IR de un paciente individual, los criterios diagnésticos del
ATPIIl son adecuados para identificar paciente de alto riesgo cardiovascular en la practica
diaria en el consultorio. (5)
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Cuadro 1.- Criterios utilizados para el diagnostico del sindrome metabélico

* 0 en tratamiento con famacos

Medicion OMS EGR ATPIlI AHANHLBI IDF
clinica 3 de los 3 de los
siguientes siguientes
Insulino | GAA TGA DM | Insuina no no N
resistencia | tipo20 plasmatica >
disminucion dela | percentlo 75
sensibiidadala | mas dos de los
insuina siquientes
mas dos de los
iquientes
Obesidad | IMC> 30yl Cintura 294 cmen | Cintura2 102¢m | Cintura2102¢m | Cintura 2 del
relacion cintura | varones y 280 cm | envaronesy 288 | envaronesy288 | umbral definido
cadera>09en | enmuperes cmenmugeres | cmenmueres | para cada grupo
varones 0> 0,85 éhnico mas dos de
en mujeres los siquientes
Dislipemia | TG2150 my/d ylo | TG2150mg/dylo | TG2150mgd | TG2150mgd" | TG 2150 myd"
HOL< 35mgdlen | HOL< 35 mg/d en
varones0<39 | varones 0<39
dl en mujeres ol en mujeres
i WARES oHDL<d0mgd | oHOL' <40mgal | o HOL' <40 my/di
en varones 0 <50 | en varones 0 <50 | en varones 0 <50
mg/d enmueres | mg/dl enmujeres | mg/dl en mujeres
Presion | 214090 mmHg | 214090 mmHg | 213085mmHg | 213085 mmHg" | 213085 mm Ho'
arterial
Glucemia GAA TGAo DM | Glucemiaen Glucemia'en | Glucemia' en
ipo 2 aunas> 110 Jawnas> 100 | ayunas> 100
mg/d mg/d mo/di
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5.1.5. Epidemiologia

La prevalencia del SM varia en dependencia de la definicion empleada para determinarla, asi
como de la edad, el sexo, el origen étnico y el estilo de vida. Cuando se emplean criterios
parecidos a los de la OMS, la prevalencia del SM varia del 1.6 al 15 % en dependencia de la
poblacion estudiada y del intervalo de edad, (ver figura 2). En la Encuesta Nacional de
Enfermedades Crénicas fue evaluada la prevalencia del SM, de acuerdo a la definicién del
NCEP; en dicha encuesta se incluyeron 2,158 casos, distribuidos en forma aleatoria entre la
poblacion de individuos de menos de 40 afios que vivian en poblaciones de mas de 2500
habitantes; la prevalencia ajustada por edad fue de 26.6 %. Al aplicar estos datos a la
distribucion de la poblacion encontrada en el censo del afio 2000, méas de 14.3 millones de
adultos en México podrian estar afectados. La prevalencia aumenta con la edad. La
encuesta nacional de salud del afio 2000 demostré una prevalencia de obesidad del 24%, en
poblacion mexicana mayor a 20 afios; la prevalencia de diabetes fue de 11% y la de HTA fue
del 30%. El estudio de diabetes en la Ciudad de México encontr6é que el 16% de mujeres y
14.2% de hombres desarrollan el SM en 6 afios de seguimiento, y que de estos, 46% de las
mujeres y 44% de los hombres desarrollaron diabetes. El grupo de Aguilar-Salinas en el
2003 reporté la prevalencia del SM, de acuerdo a la aplicacion de los criterios de la OMS y la
ATP I, en un grupo de pacientes de entre 20 y 69 afios, con un promedio de 40 afios. La
prevalencia ajustada por edad fue de 13.61% con la definicion de la OMS y de 26.6% con los
criterios de la ATP. Con esto se demuestra que desde un 6.7 a 14.3 millones de mexicanos
estan afectados. Mas aun la prevalencia aumenta con la edad, con variaciones de 5 a 10%
con la definicion de la OMS y del 10 al 50% con la definicién de la ATP lll. La prevalencia de
SM varia segun el sexo, edad, etnia, y los criterios utilizados para definirlo, sin embargo aun
con estas diferencias las prevalencias actuales son altas en todo el mundo; En México la
prevalencia en adultos de 20 afios de edad y mas fluctla actualmente de 36.8, 41.6 y 49.8%
de acuerdo a the US National Cholesterol Education Programme Adult Treatment Panel
(NCEP-ATP Ill), la American Heart Association/ National Heart, Lung and Blood Institute
(AHA/NHLBI) y la International Diabetes Federation (IDF). Este incremento es paralelo al de
la prevalencia de obesidad. Ademas de que continla en aumento al parecer debido al
aumento paralelo de la prevalencia de la obesidad. En este estudio se evalu6 a los factores
de riesgo asociados a SM de poblacién adulta mexicana mayor de 20 afios de edad, a partir
de los resultados obtenidos de una sub-muestra con representatividad nacional de la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006.
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Figura 2.- Progresion del Sindrome Metabélico

5.1.6. Fisiopatologia

Se ha sugerido para su desarrollo que el SM tiene una base genética, la cual se ve
favorecida por factores ambientales. Dichos factores ejercen una influencia sobre el tejido
adiposo y la inmunidad innata. El desarrollo fetal puede estar influido por un ambiente pobre
en calorias por baja ingesta de la madre, que ocasiona un producto con bajo peso al nacer,
el cual desarrolla la habilidad para ahorrar nutrientes y se adapta a la baja carga energética.
Dicha adaptacion genética ya no cambia y permanece el resto de su vida. Posteriormente, si
ese sujeto se enfrenta a un exceso de alimento y/o vida sedentaria, se convertird en un gran
ahorrador de energia, merced a su adaptacién adquirida “in utero” y acumulara grandes
cantidades de energia, debido a lo que se ha llamado el “gen ahorrador”, que le permitira
desarrollar obesidad de predominio abdominal y lo llevara a presentar varios de los
elementos que integran el SM (HTA, cardiopatia coronaria, trombogénesis y DM2). Lo
anteriormente referido también puede acontecer en un sujeto sin bajo peso al nacer, que al
exponerse a grandes cantidades de nutrientes, en relacibn con su gasto energético, no
puede manejar dicho combustible y almacena gran parte de ello. La respuesta del pancreas,
ante dicha mayor carga de nutrientes, desarrolla hiperinsulinemia y posteriormente se hara
presente la resistencia tisular a la insulina. Como se menciong, las dietas ricas en calorias y
bajo consumo energético asociadas al sedentarismo producen aumento del tejido adiposo,
principalmente visceral abdominal, que representa un alto riesgo de SM y de enfermedad
cardiovascular. La obesidad juega un papel preponderante en el desarrollo de RI. El tejido
adiposo visceral es muy activo en la liberacion de acidos grasos (AG), factor de necrosis
tumoral (FNT-a), leptina, adiponectina, PAI-1, y citocinas principalmente; todos ellos causan
resistencia a la accion periférica de la insulina e hiperinsulinemia compensatoria El aumento
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en la liberacion de los AGL circulantes, al entrar a la circulacion portal, representan un
sustrato para la produccion hepatica de triglicéridos y contribuyen a la dislipidemia
caracteristica del SM: hipertrigliceridemia, disminucién del colesterol HDL y aumento del
colesterol LDL; alteraciones que contribuyen de manera significativa al incremento del riesgo
de enfermedad cardiovascular en individuos con IR. La obesidad, la IR y la dislipidemia son
los responsables de la que actualmente se considera epidemia mundial de DM2. La
concentracion plasmatica de la leptina y de la adiponectina se ha relacionado con los
principales componentes del SM. Ambas son producidas por el adipocito; la leptina regula el
balance energético, el peso corporal y estimula el sistema nervioso simpético con produccion
de mayor saciedad. La adiponectina tiene una relacion inversa con el tejido adiposo visceral,
tiene multiples funciones: antiinflamatoria, antidiabetogénica y antiateroesclerética. Se ha
mencionado la existencia de hiperactividad del eje hipotalamo hipdfisis suprarrenal en el SM,
gque determina la elevacion de los niveles de cortisol y de otros esteroides suprarrenales con
actividad androgénica (dehidroepiandrosterona); por otro lado, la insulina incrementa la
produccién ovarica de andrégenos al disminuir la sintesis de globulina transportadora de
esteroides sexuales, que incrementa aln mas los niveles de andrégenos circulantes, que
unidos a los de origen ovarico son transformados a estrogenos (estradiol), por accion de la
aromatasa existente en la grasa visceral (en la mujer). Dicha produccion estrogénica no es
ciclica, es continua e inhibe la produccién de gonadotropinas y determina la anovulacién
cronica y la enfermedad poliquistica del ovario (7).

5.2. Insulinorresistencia
5.2.1. Definicién

La resistencia a la insulina se define como una condicién caracterizada por una menor
actividad biolégica 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 érganos y
tejidos como el higado, tejido adiposo y muscular y también en el endotelio. Un cierto grado
de resistencia a la insulina es fisiolégico 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. Otra definicion de IR, es la pérdida de la respuesta fisiol6gica
de los tejidos periféricos a la accion de la insulina, produciendo alteraciones metabdlicas y
hemodinamicas conocidas como SM, que predisponen al desarrollo de aterosclerosis y por
tanto de enfermedad cardiovascular, la principal causa de mortalidad en los paises
desarrollados (8).
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5.2.2 Epidemiologia

De acuerdo con la tercera Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de los Estados Unidos, la
poblacién México-Americana presento la prevalencia mas alta (31.9%) de SM. 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 (sustrato del receptor de
insulina-1 -IRS- 1, proteincinasas, glicégeno sintasa, etc.), cuya expresion clinica es
favorecida por la concurrencia de factores ambientales, entre los que destaca la obesidad
téraco-abdominal. El sedentarismo, tabaquismo, algunos medicamentos (diuréticos, beta-
blogueadores, progestagenos, corticoides) también facilitan la IR. La obesidad es el principal
factor patogénico y méas del 80% de los obesos son IR.

Tener sobrepeso

puede llevar a
que se presente

Accidente
= cerebrovascular

presion sanguinea
alta y complicaciones
conexas

Arteriosclerosis,
endurecimiento de las
arterias

5.2.3 Fisiopatologia

Ataque cardiaco o
insuficiencia cardiaca

Insuficiencia renal

#ADAM.

La expansion de los adipocitos viscerales modifica su actividad endocrino-metabdlica con
aumento de secrecion y niveles plasmaticos de acidos grasos libres (AGL), del TNF-a y otras
citocinas pro-inflamatorias y disminucion de la adiponectina (ver figura 3) (9).

El estado protrombético y proinflamatorio contribuye también a desarrollar eventos
aterotrombdticos y ateroescleréticos. La microalbuminuria, o la presencia de proteinas en
orina, es un fuerte indicador de mortalidad cardiovascular segin la OMS. En un estudio
prospectivo de individuos sin diabetes, la presencia de microalbuminuria predice el desarrollo
de DM2. Esta ha sido relacionada con un incremento en la salida transcapilar de albimina y
con el estrés oxidativo. Cabe destacar que la obesidad es capaz de incrementar la PA
pudiendo hacerlo a través de la leptina, ya que esta aumenta la actividad simpatica y puede
inducir aumento de las catecolaminas, o por activacion del sistema renina angiotensina
aldosterona. Los niveles de angiotensina Il son altos en los obesos y el aumento de la
presion intraglomerular que se ha observado en estos individuos es sugestivo de esta
activacion del sistema renina angiotensina aldosterona.
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SINDROME METABOLICO
Edad
Fadlores causales: RN pb
Obesidad abdominal sedentarismo
4 tabaco

/ drogas

Génetica

RESISTENCIA INSULINICA

Consecuencias: =p Hiperinsulinemia
o " 508 nasH
DM2 intol glucosa \
,_ .' Dislipedimas
Hipertensign -+7Cs
arterial Disfuncidn endotelial -V C-HDL
-Fro-inflamacion: Y PCR, ICAM, ROS - LD pRd

-Pro-Trombosis: ¥ PAI-1, Fibrindgeno
-Pro-Proliferacicn: ¥ MAPk
-Pro. Vasoconstriccion: ¥ NO, ET-1

» Aterosclerosis - trombosis

Figura 3.- Patogenia ¥ consecuencias del SM
(RiNpbeg = Recien nacide con peso bajo para su edad gestacional; SOF = Sindrame de Ovario
Poliguistico; NASH = Esteatehepaltitis no alcoholica; PCR = Proteina C reactiva; ICAM =
Moléculas de adhesidn intracelular; ROS = Especies reactivas de Oxigeno, PAI-I = Inhibidor del
activador de plasmindgeno - 1; MAFc = Cinasas de proteinas mitdgenicas activadas; NO = Oxidc
nitrice; ET-1 = Endoteling 1; TGs = Triglicérides; C-HDL = Colestersl de HDL; LDL p&d = LDL
pPeguelias y densas.

En cuanto al rol de la IR y la consecuente hiperinsulinemia en la patogenia de la
ateroesclerosis y de la enfermedad coronaria debe mencionarse que:

a) La insulina puede incrementar la PA por estimulo simpético-adrenal, modulacion del
transporte de cationes e hipertrofia de los miocitos vasculares, debido al incremento
de los efectos del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y de
estimulo directo de las mencionadas células musculares.

b) La hiperinsulinemia también puede producir alteraciones lipidicas perjudiciales, como
descenso del colesterol HDL y aumento de triglicéridos, provocadas por aumento de
catecolaminas e incremento de la sintesis de VLDL.

c) La hiperinsulinemia y la hiperglucemia son capaces de promover la secrecion del
PAI-1 situacibn que aumenta el riesgo de trombosis al producir un estado
protrombatico.

En los diabéticos, ademas, pueden aumentar el factor Von Willebrand y el fibrinbgeno
favoreciendo la trombosis. Sin embargo, debe destacarse que no todos los pacientes con SM
presentan IR e hiperinsulinemia. Debemos mencionar que el principal factor que contribuye
al desarrollo de IR es el exceso de AGL circulantes, el origen del problema es multiple:

25



"Determinacion de las concentraciones séricas del Inhibidor del Activador de ?&zj'mino:geno ( (PA9-1) y Osteocalcing,

como marcadores de Riesgo Cardiovascular, en mujeres posmenopdusicas con Sindrome Metabélico.”
9 Y

e El incremento del TNF a en la obesidad distorsiona la uniéon de insulina y sus
receptores, por disminucién de la actividad tirosincinasa, pudiendo alterar la
expresion genética del GLUT- 4

e El aumento de AGL que incrementan el tejido adiposo, también trastorna el sistema
de sefales de insulina y su transporte a la vez que aumenta la produccién de insulina
en respuesta a la glucosa, tanto a corto, como a largo plazo, contribuyendo al estado
de hiperinsulinemia.

e Los AGL compiten con la glucosa como sustrato energético del musculo, por el
denominado mecanismo Randle, modificando la accion de las proteincinasas, y
disminuyendo la captacion de la glucosa dependiente de la insulina, con la
hiperglucemia subsiguiente. Randley cols., 1963 postularon que el aumento de la
oxidacion de los AGL en masculo restringia tanto la captacién como la utilizacion de
glucosa por este tejido (competencia de sustratos), secundaria a una inhibicion de
enzimas clave involucradas en la cascada de la via oxidativa y no oxidativa de la
glucosa, es decir, se observaba una incapacidad para oxidar la glucosa como energia
y almacenarla como glucégeno. Este ciclo ha sido denominado “ciclo de la glucosa-
acido graso” (ver figura 4) (10).

Dada la importancia de la relacién entre IR y el SM, es necesario dilucidar los mecanismos
fisiopatol6gicos. La teoria metabdlica sostiene que la hiperinsulinemia compensatoria
resultante de la resistencia a la insulina, es el factor responsable de la HTA, DM2,
dislipidemia obesidad, disfuncion endotelial y aterosclerosis, a través de diversos
mecanismos. La IR como ya se ha mencionado, depende de alteraciones de su receptor y
defectos intracelulares, los cuales podemos dividir en tres grupos: 1) las relaciones con la
actividad del receptor (tirocincinasa y proteincinasas); 2) las involucradas en la cascada de la
fosforilacion y desfosforilacion intracelular de la serina, conocidas como proteincinasas
Activadora por Mitdégenos (MAPcinasa); 3) las responsables del efecto bioldgico final de la
insulina. La resistencia a la insulina no es una enfermedad, es una anormalidad fisiolégica
que, con otras alteraciones, puede llevar al desarrollo de varios sindromes.
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Figura 4.- Ciclo de Randle o de la glucosa-acido graso

La estrecha relacion del SM fue demostrada en el estudio Finnish, en el cual se comprob6
que los pacientes sin diabetes tienen el mismo riesgo de presentar un infarto agudo al
miocardio que aquellos pacientes con diabetes; por ello el ATP Ill considera a la DM2 como
un equivalente a enfermedad coronaria.
» Riesgo cardiovascular

La medicién de los niveles de IR predice el incremento en el riesgo de enfermedad
cardiovascular y que este riesgo esta presente en una tercera parte de la aparentemente
sana que tiene defectos en el metabolismo y disposicién de la glucosa. Los factores de
riesgo cardiovascular en pacientes con resistencia a la insulina, no solo se relacionan con la
presencia de alteraciones en el perfil lipidico, también se relaciona con procesos
inflamatorios, oxidativos y de hipercoagulabilidad que producen disfuncion endotelial y
contribuyen al desarrollo de placas con alto riesgo de ruptura. (11)

5.2.4. Métodos de deteccidon de resistencia a la insulina

Para medir la IR se puede usar tanto el HOMA (Homeostatic Model Assessment), calculado
de la siguiente forma: valor de la insulina en ayuno en Ul/dL multiplicado por el valor de la
glucemia en ayuno todo ello dividido por 22.5 y expresado en mmol/L) como el QUICKI
(Quantitative Insulin Sensitivity Check Index) la formula para calcularlo es: 1/log insulina en
MU/mL x log glucosa en mg/dL. La IR no es facil de medir en la practica médica. La OMS
aconseja la técnica de Clamp, (considerada el estandar de oro) y otras técnicas serian:

e Modelo minimo aproximado del metabolismo de la glucosa

e Test de supresion de la Insulina
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e Test de tolerancia a la insulina modificado

e CIGMA
Sin embargo, son suficientes dos mediciones de glicemia basal = 110 mg/dL para establecer
glicemia basal alterada que es un criterio diagndstico de SM segun el NCEP. Este es un
marcador indirecto, que junto con la clinica, nos acerca al diagnéstico de RI. (12)

5.3 Riesgo cardiovascular

5.3.1 Generalidades

Existen diversos tipos de enfermedades cardiovasculares: hipertension arterial, enfermedad
coronaria, enfermedad valvular cardiaca, accidente cerebro vascular (trombosis o derrame
cerebral) y fiebre reumatica o enfermedad cardiaca reumatica. Segun la OMS, las
enfermedades cardiovasculares causan méas de 17 millones de muertes en el mundo cada
afio y representan la mitad de todas las muertes en los Estados Unidos y otros paises
desarrollados. Las enfermedades cardiovasculares también son una de las principales
causas de muerte en muchos paises en vias de desarrollo. En conjunto, son la primera
causa de muerte en los adultos. De acuerdo a datos recientes (2006) mas de 6 millones de
personas en el mundo tendran un infarto al miocardio y su prevalencia aumentara a 33%.
Datos epidemiologicos de México, establecen a la cardiopatia isquémica (Cl) como primera
causa de mortalidad en mayores de 60 afios y la segunda causa en la poblaciéon general, la
Cl fue responsable de 50,000 muertes en 2003 y contribuyo aproximadamente al 10 % de
todas las causas de mortalidad; de ahi la relevancia de identificar y tratar oportunamente los
factores de riesgo cardiovascular, para disminuir la incidencia de CI. (13).

5.3.2. Epidemiologia

El aumento del riesgo cardiovascular asociado al SM puede deberse a la suma de sus partes
ya que cada uno de sus componentes constituye un factor de riesgo independiente:

v' Dislipidemia

v" Obesidad

v" Hipertensién

v IR
La presencia de algunos factores de riesgo cardiovascular, tabaquismo, el SM en mujeres, la
hipercolesterolemia en la poblacion infantil y los cambios dietéticos, podrian provocar un
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incremento de la mortalidad cardiovascular en los préximos afios a pesar de las mejoras en
el diagndstico y el tratamiento de los factores de riesgo.

5.3.2.1. Dislipidemia

El perfil aterogénico, con aumento de VLDL, disminucion de HDL y presencia de LDL con
particulas pequefias y densas, esto se asocia a un aumento en el riesgo de enfermedad
coronaria cardiaca.

Con el aumento del flujo de AG al higado se produce:

e Aumento de VLDL ricas en TG.

e Aumento de la produccion de Apo B.

e El otro gran disturbio en el SM es la disminucién del colesterol LDL. Esta reduccion es
una consecuencia de cambios en la composicion y metabolismo de las HDL. En
presencia de hipertrigliceridemia hay un decremento en el contenido de colesterol
esterificado del nacleo de la lipoproteina, haciendo de estas particulas pequefas y
densas. Estos cambios en la composicion de las lipoproteinas resultan en un
incremento en el clearance de las HDL por la circulacién.

e Las LDL se modifican en forma similar. Estas, aunque pueden permanecer en igual
namero, presentan aumento en la proporcién de particulas pequefias, densas,
aterogénicas y un incremento en la concentracion de Apo B (un marcador de la
concentracion de lipoproteinas aterogénicas). Esto se asocia a un aumento en el
riesgo de enfermedad coronaria cardiaca. Las LDL densas y pequefias podrian ser
mas aterogénicas que las LDL comunes porque:

Son mas toxicas para el endotelio

Son mas capaces de transitar a través de la membrana basal del endotelio.
Se adhieren bien a los glicosaminoglicanos

Tienen un aumento en la susceptibilidad a la oxidacion.

AN

AURNIN

5.3.2.2. Obesidad

Es un factor de riesgo conocido para ateroesclerosis, pero no todas las personas obesas
presentan el mismo riesgo cardiovascular. Los estudios epidemiolégicos de las uUltimas dos
décadas han demostrado que el verdadero factor pronostico independiente de riesgo para la
salud no es tanto el exceso de peso, sino la distribucién de grasa corporal y su localizacion
intra-abdominal en exceso.

5.3.2.3. Hipertension

Ha sido incluida como criterio diagnéstico en todas las definiciones de SM, desde que a este
ultimo se ha relacionado fuertemente con riesgo cardiovascular.

La combinacion de estos elementos fundamentales del SM puede terminar en
ateroesclerosis, complicaciones de placa, y finalmente, eventos cardiovasculares (ver figura
5).
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Figura 5.- Fisiopatologia del sindrome metabélico
v su relacién con el riesgo cardiovascular.

Para que un paciente sea considerado hipertenso segun los criterios de la OMS, los valores
de su presion arterial deben ser = 140-90 mmHg y segun los criterios de la NCEP 2130-85
mmHg. Si un paciente presenta una presion arterial menor a esta Ultima pero con tratamiento
antihipertensivo también sera considerado hipertenso. En la patogenia de la HTA se conoce
que intervienen mdltiples factores: genéticos, ambientales, endécrinos, metabdlicos, etc. Se
destacan aquellos relacionados a un estado de IR/hiperinsulinismo:

e Activacion del sistema Renina-Angiotensina

e Efecto estimulador del sistema nervioso simpéatico

e Aumento del gasto cardiaco

¢ Incremento en la reabsorcién de sodio y agua a nivel renal (14)
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5.4. Disfuncién endotelial

5.4.1. Generalidades

El sistema vascular sanguineo estd compuesto por arterias, capilares y venas. De acuerdo
con la definicién, las arterias son los vasos sanguineos que distribuyen la sangre del corazén
y las venas son los vasos que la devuelven a ese 6rgano. Las arterias y las venas estan
conectadas entre si a través de los capilares sanguineos, (ver cuadro 2)
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Arterias

Vaso
Artena grande
(arteria eldstica)

Artena medana
(arteris musculr)

Antena pequeha

Artercla

Caplar

Venula poscaplar

Vénula muscular

Vera pequedy

Vena medana

Vena grande

Cuadro 2.- Caracteristicas de las venas y arterias

Ddmetro
»1em

2:10mm

0,12 mm

10-100 um

410pum

1050 ym

50-100 um

0,11 mm

110 mm

»1em

Capa intena

(tinca intima)

Endotelo

Tepdo conyuntno

Musculo kso

Endoteso

Tepdo conyuntvo

Muscubo kso

Membrana elastca interna
promenente

Endotelio

Teydo conuntvo

Muscubo Iso

Membrana elastca interna

Endotelio

Teydo conuntno

Misculo lso

Endotelio

Copa interny
(tunia intima)
Endotelio
Pencitos

Endotelio
Pericnes

Endotelio

Tepdo conjuntivo

Musculo ko (2:3 capas)

Endotelio

Tepdo conjuntnve

Musculo kso

Membrana elstica interna
en algunos (asos

Endotelio
Tepdo conuntvo
Musculo kso

Capa intermedha Capa externa
(tunka media) (tunca adventicia)
Misculo lso Teydo conjuntivo
Membranas (liminas) Fidras eldstcas
elisticas Mds delgada que la tnica meda
Misculo Iso Tepdo conjuntavo
Fibras coldgenas Algunas fibras eldsticas
Relativa escasez de teydo  Mds deigada que 1a tinica medis
elastico
Miscubo 50 (8-10 capas  Tepdo conjuntivo
celulres) Algunas fibras elsticas
Fibras coldgenas Mds delgada que la tinia media
Miscub bso (12 copas  Fina vang de tejdo
celulres) conuntivo mal definida
No hay No hay
Copa intermeda Copa externd
(tanica media) (tinca adentic)
No hay No hay
Misculo 150 (12 capas — Tejido conjuntnvo
Cellares) Algunas lbras eldsticas
Mas gruesa que la tunica meda
Misculo 150 (-3 capas Tepdo conjuntivo
continuas con  tonca  Algunas fbras eldsticas
intma) Més gruesa que 1a tinica media
Musculo Iso Tepdo comuntvo
Fibras colégenas Algunas fibras eldsticas
Més gruesa que 1a tinica media
Mizxculo leo (215 copaz)  Tepdo conpuntve
MUculo cardiaco cerca Algunas fibras eldsticas, musculo
del corazon 1150 longitudinel
Fibras colagenas Mucho mds gruesa que la 10n<a
meda

32




“Determinacion de las concentraciones séricas del Inhibidor del Activador de P/mmino"geno 1 (PA9-1) y Osteocalcina,

como marcadores de ?{iejyo Cardiovascular, en my’my poymenopdw'icm con Sindrome Metahilico. "

Los componentes estructurales méas importantes de los vasos sanguineos son:

Una capa interna formada por epitelio simple plano delgado, el endotelio.
Fibras de colagena

Fibras elasticas

Proteoglucanos

Células musculares lisas

YV VYVYY

En principio la pared de una arteria esta compuesta por tres capas conceéntricas.

v' La tunica intima, la mas interna, cuyos componentes principales son el endotelio
lindante con la luz, una capa delgada de tejido conectivo subendotelial y la membrana
elastica interna.

v/ La tlnica media, situada en el centro de la pared, que consiste sobre todo en células
musculares lisas de organizacion predominantemente circular y fibras del tejido
conjuntivo.

v/ La tdnica adventicia, (tinica externa), que esta compuesta de fibrillas de colagena de
curso longitudinal, muchas fibras elasticas y fibroblastos; estas contintan, sin limites
nitidos con el tejido conjuntivo laxo continuo (ver figura 6) (15).

Tunica adventicia

Vasa
Vasorum

Nervio
vegetativo

Tejido conjuntivo
de la intima

Membrana basal
Membrana

eldstica interna Membrana
eldstica externa

Figura 6.- Estructura de la pared de una arteria.

Representacion esquematica de una arteria de tipo muscular

5.4.2. Arterias

De acuerdo con las diferencias funcionales, el calibre y las caracteristicas de la tdnica media
las arterias pueden clasificarse en tres grandes grupos (ver figura 7).

> Arterias elasticas (arterias de conduccién), de gran calibre y cercanas al corazén.
» Arterias musculares (arterias de distribucion).
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> Arteriolas.

Vaso sangineo
Nervio amielinico Macrdfago Fibroblasto Nevio mielinico
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Figura 7.- Diagrama esquematico de la pared de una arteria elastica que
ilustra sus componentes celulares y extracelulares.

El diagrama muestra una seccion de la pared de una arteria elastica tipica

5.4.3. Venas

Las tunicas de las venas no estan, tan bien definidas como las tlnicas de las arterias.
Tradicionalmente se clasifican a las venas en tres tipos, segun el tamafio (Fig. 8):

7
L4

Venas pequefias o vénulas, subclasificadas en vénulas poscapilares y musculares.
Venas medianas.
‘0

% Venas grandes.

o
*

*

Fibras de

coldgena Fibrobldstos Macrofagos Nervio amielinico

7 4 P, i 7. adventicia

\ Celulas
=~ musculares lisas

Flujo
Fibras eldsticas Células endoteliales

Figura 8.- Diagrama esquemaitico de la pared de una vena mediana
Se senalan los componentes celulares y extracelulares.
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5.4.4. Endotelio

Complejos
de union

".

= \/ - pge= s :\La’minabasal

Citoplasma de las Nicleos de las
células endoteliales células endoteliales

Figura 9.- Diagrama y micrografia electronica de barrido del endotelio.

Se ilustra la superficie luminal y una superficie de un corte de endotelio.
Los nicleos son las células alargadas v su eje longitudinal es paralelo
a la direccién del flujo sanguineo

El endotelio es un tipo de epitelio plano monoestratificado formado por células endoteliales,
gue recubre el interior de todos los vasos sanguineos, incluido el corazon. El endotelio es un
tejido que ha dejado de considerarse una simple barrera que contiene al plasma y a las
células de la sangre, que permite el intercambio de nutrientes y desechos, y tiene una
longitud de 50 um y un ancho promedio de 10 um. Sus células consumen gran cantidad de
energia debido a su activo metabolismo (ver figura 9). La superficie de las células
endoteliales esta recubierta de receptores que permiten al endotelio realizar multiples
funciones. Por eso la disfuncidn endotelial es la responsable de numerosas enfermedades
como la aterosclerosis, HTA, sepsis, trombosis, vasculitis, hemorragias, etc. Una
caracteristica fundamental de las células endoteliales es la gran cantidad de vesiculas de
transcitosis de paredes lisas. En el citoplasma de muchas células endoteliales de arterias y
venas hay cuerpos de Weibel-Palade (granulos alargados con estructuras internas
tubulares), que contienen el factor de Von Willebrand. Este factor es una glucoproteina
plasmatica multimérica heterogénea que se sintetiza en todos los endotelios y en los
megacariocitos pero, por lo visto, no siempre se almacenan en granulos. El factor de Von
Willebrand transporta el factor VIII en el plasma y cumple una funcion importante en la
agregacion de las plaquetas y el sellado de un sitio de lesion (ver figura 10). En el endotelio
es donde se desarrolla la mayoria de los eventos que dan origen a las complicaciones
vasculares de la obesidad y a la IR, la agregabilidad plaqueteria, adhesividad, el depdésito de
lipoproteinas, la hiperreactividad, el crecimiento, y la proliferacion de las células endoteliales,
son fendmenos directamente proporcionales a la sobreproduccion de sustancias en un
adipocito hiperplasiado y/o hipertrofiado. (16)
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Figura 10.- Diagrama que ilustra parte de dos células endoteliales contiguas.
Se muestra la unién célula-célula y célula-matriz. Observece la organizacién

del citoplasma y las inclusiones citoplasmaticas, los cuerpos de Weibel-Palade,
que constituyen una caracteristica de las células endoteliales

5.4.4.1. Funciones del endotelio

Es importante destacar el papel del endotelio como secretor de 6xido nitrico (NO), un potente
vasodilatador que en disfunciones endoteliales puede disminuir, lo que significa un factor de
riesgo para el infarto al miocardio (IM). Durante mucho tiempo se pensé que el endotelio
vascular Unicamente servia para separar la sangre del resto de las estructuras organicas,
pero hoy en dia se sabe que no es un tejido pasivo y su importancia radica en el gran
namero de funciones que regula. Entre ellas figuran las siguientes:

» Transporte capilar selectivo, permitiendo o facilitando el paso de determinadas
sustancias e impidiendo el paso de otras sustancias contenidas en la sangre. El paso
de dichas sustancias se realiza usualmente en funcién de su carga Yy estructura
guimica. También hay moléculas que se unen a receptores especificos del endotelio
y son transportadas al interior de la célula endotelial (endocitosis mediada por
receptor) o son transportadas a otros tejidos (transcitosis mediada por receptor).

» Regulacion de los lipidos plasmaticos. Las células endoteliales absorben las
lipoproteincinasas circulantes, la lipasa hepatica y las lipoproteinas transportadoras
de triglicéridos, esteres de colesterol y AGL. Tanto las VLDL, como LDL, se unen a
receptores de la membrana endotelial y son metabolizadas alli. En condiciones
fisiolégicas el endotelio controla el exceso de colesterol en plasma, pero en
condiciones patologicas el exceso de colesterol se acumula y forma la placa
aterosclerética. También existe en el endotelio lugares de unién especificos para la
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albumina que se une a AGL, produciéndose un transporte selectivo de estos a otros
tejidos.

» Mantenimiento de una superficie capilar no trombogénica. Varios factores participan
en la accion antitrombogénica del endotelio. Por un lado, la superficie endotelial tiene
una gran carga neta negativa y glicosaminoglicanos sulfatados como heparina. Por
otro lado, en el endotelio se sintetizan sustancias antitrombogénicas como las
prostaciclinas, un activador del plasminégeno y antitrombina Ill. Por ultimo las células
endoteliales poseen actividad degradadora de adenosin difosfato, y ademas captan y
eliminan la trombina circulante.

» Modulacion del fenotipo del mudsculo liso vascular (MLV). El endotelio realiza una
accion muy especifica sobre el MLV pudiendo modificar sus caracteristicas
estructurales ademas de ejercer un control local de su funcionamiento. La alteracion
del endotelio vascular produce la migracion de las células musculares lisas en
posicion longitudinal que constituye la denominada neointima. Estas células tiene
gran contenido en mitocondrias y ribosomas libres, y menor contenido en actina y
miosina, ya que pasan de tener un fenotipo “contractil” a tener un fenotipo “secretor”.

» Por ultimo, el endotelio regula la reactividad vascular y controla el tono del MLV
mediante los siguientes mecanismos:

a) Actia como barrera selectiva entre el MLV y distintas hormonas asi como
sustancias vasoactivas presentes en la sangre circulante.

b) Sus células son metabdlicamente activas y se muestran capaces de degradar
sustancias vasoactivas como noradrenalina, serotonina o 5-hidroxitriptamina
y cininas. La membrana endotelial contiene enzima convertidora que
transforma la angiotensina | en angiotensina Il e inactiva a la bradicinina.

c) El endotelio también es capaz de sintetizar factores relajantes vy
contracturantes responsables del control local del tono vasomotor (ver figura
11).

Metabolitos
inactivos

\ Péptido : : 5T
mactivo .

FACTORES ENDOTELIALES

Figura 11.- Actividad metabélica de las células del endotelio.

Sustancias como angiotensina I (Ang I) v bradikinina (BK) se transforman cuando sobre ellas actia el
enzima convertidor localizado en la membrana de la célula endotelial, en un compuesto activo
angiotensina II (Ang IT) v en un péptido mactivo respectivamente. Sustancias como noradrenalina (INA)
v 5-hidroxitriptamina (5-HT) son captadas de forma activa por la céhila endotelial v alli se degradan
enzimaticamente por accion de la monoaminooxidasa (MAQ) v la catecol-O-metiltransferasa
(COMT). Algunas de estas sustancias que pueden sufrir transformaciones metabolicas en el endotelio
son ademas capaces de actuar en receptores (R) de las células endoteliales liberando distintos factores
relajantes que pueden actuar en el musculo liso vascular. Por su parte, la Ang II formada, puede
estimular la expresion de factores contracturantes en las celilas endotehiales.
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Produccion de factores anticoagulantes y antitromboéticos (prostaciclinas, trombomodulina,
activador de plasminégeno, moléculas simil heparina).

v" Produccion de factores protromboéticos (factor de Von Willebrand, factor histico,
inhibidor de los activadores de plasmindégeno).

v" Modulacién del flujo sanguineo y de las reacciones vasculares (produccién de
vasoconstrictores: endotelina-1, ECA (enzima convertidora de angiotensina) y
vasodilatadores: NO y prostaciclinas).

v" Regulacion de la inflamacién y la inmunidad (produccién de IL-1, IL-6, IL-8, moléculas
de adhesion y antigenos de Histocompatibilidad).

v" Regulacion de la proliferacion celular (produccion de factores estimulantes del
crecimiento: (PDGF, CSF, FGF) y factores inhibidores del crecimiento: (heparina,
TGF-B que es el factor de crecimiento transformable ) Oxidacion de LDL. (16,17)

5.4.4.2. Disfunciéon endotelial

El endotelio vascular cumple importantes funciones, incluyendo la regulacion de la
permeabilidad capilar, del tono vascular y el flujo sanguineo. El endotelio cumple un doble
papel en el control del tono vascular, segregando, en respuesta a estimulos hemodindmicos
y quimicos, tanto sustancias vasodilatadoras, caso del NO y las prostaciclinas, como
vasoconstrictoras (endotelina-1 [ET-1] y angiotensina Il [AT-11]). Un adecuado equilibrio entre
estos factores, vasoconstrictores y vasodilatadores, es esencial para el mantenimiento de la
homeostasis vascular. Cuando este equilibrio se rompe, el resultado es un aumento de la
predisposiciéon de los vasos a la vasoconstriccion, adherencia leucocitaria, activacion
plaguetaria, mitogénesis, aumento del estado oxidativo, trombosis, activacion de la
coagulacion, inflamacién vascular y aterosclerosis (18-21). Los pacientes con SM y riesgo
cardiovascular presentan una limitacion del aumento del flujo coronario (22-27), que se
atribuye a disfuncion endotelial de la microcirculacion. En humanos la microcirculacion
coronaria soOlo puede investigarse de forma indirecta, midiendo el flujo miocardico en
respuesta a diferentes estimulos vasodilatadores. La llamada reserva vasodilatadora, o
reserva coronaria, se expresa como el cociente entre el flujo maximo, obtenido en respuesta
a vasodilatadores, y el basal. Entre las técnicas empleadas para realizar estas mediciones se
incluyen la tomografia de emision de positrones (PET) (28-30), el Doppler intracoronario, la
medicion por termodilucién del flujo sanguineo en el seno coronario (31-33) y, mas
recientemente, la Resonancia Magnética (34). La disfuncidon endotelial puede evaluarse
asimismo a través de marcadores serolégicos, que son componentes celulares que se
liberan al torrente sanguineo cuando se dafia o activa la célula endotelial. Entre éstos se
encuentran el factor de Von Willebrand (FvW), el fibrindgeno, la fibronectina y la alfa-2-
macroglobulina. Otro tipo de marcadores de activacion endotelial son las moléculas de
adhesion de célula vascular 1 (VCAM-1) e moléculas de adhesion intracelular 1 (ICAM-1),
gue median la adhesién leucocitaria al endotelio vascular. Existen multiples causas que
pueden conducir a la aparicion de disfuncién endotelial en los pacientes con SM, incluyendo
factores de riesgo, tales como la diabetes, el tabaco, la hipertension arterial (HTA), la
hipercolesterolemia y otros mas recientemente implicados en la aterogénesis, como son la
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homaocisteina, los radicales libres de O,, infecciones, mecanismos inflamatorios y déficit
estrogénico (35). Asimismo, diversos estudios han probado que la disfuncion endotelial,
producida por los factores clasicos de riesgo coronario, afecta no sélo a las arterias
coronarias epicéardicas, sino también a la microcirculaciébn y a la circulacion periférica.
Partiendo de la observacion de que entre los paciente con SM hay una elevada proporcién
de mujeres menopausicas 0 posmenopausicas, se ha propuesto el déficit estrogénico como
uno de los posibles elementos importantes en la patogenia del SM (36). Se ha observado
una asociacion entre la disfuncién endotelial y el déficit estrogénico (37), tanto en mujeres
asintomaticas e HTA como en aquellas con enfermedad coronaria establecida (38).

En caso de la enfermedad cardiovascular, conocemos un nimero considerable de factores
de riesgo, muchos de ellos modificables. Este conocimiento tienen su origen en estudios
prospectivos; el primero de ellos es el estudio del corazéon de Framingham (Framingham
Heart Study). El estudio de Framingham se inici6 en 1948 con el objetivo de identificar
aquellos factores o caracteristicas comunes que contribuian a las enfermedades
cardiovasculares, mediante el seguimiento a lo largo plazo de un gran nimero de individuos
que en el momento de su incorporacién al estudio, todavia no han manifestado evidencia
clinica de la enfermedad. El estudio pionero y otros posteriores permitieron identificar los
factores de riesgo mayores e independientes para enfermedad coronaria como:

HTA sistémica

Elevacion de colesterol total y de colesterol de baja densidad (C-LDL)
Disminucién del colesterol de alta densidad (C-HDL)

DM2

ANRNENEN

Factores predisponentes: aquellos que empeoran el peligro de los factores de riesgo
independientes.

v" Obesidad (IMC, perimetro de cintura)
v Inactividad fisica
v" Antecedentes familiares de enfermedad coronaria prematura

El concepto de disfuncién endotelial es uno de los mas importantes desarrollados en los
ultimos 10 afios dentro de la biologia vascular y es un poderoso determinante practicamente
todas las enfermedades cardiovasculares. La alteracion de la vasodilatacion dependiente del
endotelio en las arterias coronarias, se demuestra en pacientes con aterosclerosis. No
obstante, muchos de estos enfermos aun responden a la accion vasodilatadora de los
llamados nitrovasodilatadores exdgenos, como la nitroglicerina, que no necesita del endotelio
para actuar sobre el MLV.

5.4.4.2.1 Disfuncién endotelial en la Menopausia

La funcion endotelial se altera en las mujeres posmenopausicas. El ejercicio y los estrégenos
incrementan el Acido Ribonucleico mensajero (ARNm) para la enzima del Oxido Nitrico
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Sintasa (eNOS) y la infusiébn de estradiol potencia la vasodilatacion dependiente del
endotelio, por aumento de la produccion de NO. La administracion de estrogenos retarda la
oxidacion de las LDL a nivel del endotelio y el MLV existen receptores para 17 estrogenos.

5.4.4.2.2. Disfuncion endotelial en Hipercolesterolemia

Loy LT qpiidacitas lemen /m//}%%fy alviens sobye of endblol,

En pacientes hipercolesterolémicos la vasodilatacion dependiente del endotelio se altera
antes de que se desarrollen las lesiones en la intima. Las LDL oxidadas producen una
alteracion endotelial compleja: aceleran el quimiotactismo de los monocitos y la produccion
de células espumosas de grasa, reducen la liberacion de NO, disminuyen la disponibilidad de
L-arginina, disminuyen la actividad fibrinolitica y aumentan la secrecién del inhibidor de la
activacion del plasmindgeno (PAl), lo que produce una alteracién marcada de la relajacién
dependiente del endotelio y un estado protrombatico (39)

La hipercolesterolemia produce un reclutamiento de células inflamatorias en la intima arteria.
Los niveles de E-selectina estan elevados en los pacientes hipercolesterolémicos y
desciende por accion de los farmacos hipolipemiantes pertenecientes al grupo de las
“estatinas”. Estos mejorarian la funcién endotelial y estabilizarian las placas inestables, y
también tendrian un efecto antiinflamatorio. Las LDL pueden ser oxidadas por las células
endoteliales, por los monocitos-macréfagos y por las células del MLV. Las LDL minimamente
oxidadas como la lisofosfatidilcolina, estimula la produccién de la proteina quimiotactica del
monocito (MCP-1), moléculas de adhesion de células vasculares tipo 1 (VCAM-1) y
moléculas de adhesion intracelular tipo 1 (ICAM-1), factores estimulantes de colonias y
sustancias antifibrinoliticas (PAI-1) para aumentar la adhesion de monocitos y linfocitos T e
iniciar el proceso de aterogénesis (ver figura 12) (40).
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Figura 12.- Proceso aterogénico

Las LDL oxidadas son captadas por los receptores de los macréfagos para formar las células

espumosas grasas, que son monocitos macrofagos cargados de moléculas grasas que
inician la lesion ateromatosa (ver figura 13).
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Figura 13.- Diagrama de proliferacion de LDL.. y células espumosas

El endotelio se encuentra muy por encima de una lesion aterosclerotica; produce enzimas de
la familia de las metaloproteinasas: colagenasa intersticial, gelatinasa, elastasas y
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estromelisina, que dirigen y debilitan la cubierta de la placa aterosclerética. En otras
palabras, a mayor reclutamiento de células, mayor probabilidad de que se produzca un
episodio coronario por ruptura de una placa.

5.4.4.2.3. Disfuncion endotelial en Hipertrigliceridemia

La hipertrigliceridemia aumenta la expresion de las moléculas de adhesion intracelular
soluble tipo 1, y la molécula de adhesion celular vascular soluble tipo 1 (sICAM-1, sVCAM-1
y E- selectina). La lipoproteina A (Lp (A)) aumenta la concentracién de ICAM y disminuye el
nivel de TGF-8.

5.5. Aterosclerosis

5.5.1. Generalidades

El interés de las lipoproteinas plasmaticas en bioquimica clinica se centra,
fundamentalmente con la aterosclerosis. Esta alteracion se caracteriza por la existencia de
lesiones o placa ateromatosa en la tlnica intima vascular que constan basicamente de un
nucleo formado por una acumulacion de lipidos rodeada de tejido fibroso. Cuando progresa
la lesion, se engrosa la intima y se crean unas condiciones hemodinamicas que favorecen el
desarrollo y complicaciones de la lesion. Las lesiones avanzadas o complicadas pueden dar
lugar a estenosis, isquemia, aneurisma de dilatacion, etc. La eventual ruptura de la envoltura
fibrosa favorece la formacién de un trombo que puede ocluir el vaso. Las expresiones
clinicas de la aterosclerosis son un conjunto variado de enfermedades de las que destacan
la cardiopatia isquémica (angina de pecho, infarto agudo de miocardio, insuficiencia
cardiaca, arritmias de diversos tipos, sincope, muerte sibita, etc.), el accidente cerebral
vascular y la aterosclerosis periférica. La aterosclerosis es el resultado de un proceso
multifactorial, y se distingue los llamados factores de riesgo, que son aquellos factores que
de un modo directo o indirecto favorecen al desarrollo de la aterosclerosis. Los factores de
riesgo mas destacables de la aterosclerosis son: trastornos del metabolismo lipidico, HTA,
antecedentes familiares, tabaquismo, edad, trastorno de metabolismo de glucidos, obesidad,
sedentarismo y estrés. Los trastornos del metabolismo lipidico y HTA son considerados los
factores mas importantes.

e Es una enfermedad producida por el depdsito de placas de ateroma en las paredes
de los vasos sanguineos, impidiendo el paso correcto de oxigeno y nutrientes a las
diversas zonas del organismo.

e Esla causa méas importante de los ataques cardiacos e infartos

e Elinicio puede ser a los 30 afios pero puede continuar hasta los 45.

e Es méas comun en hombres.

e Después de la menopausia las mujeres tienen el mismo indice de riesgo que los
varones (ya que, durante la menopausia las protegen las hormonas femeninas).
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e Los depdsitos de colesterol obstruyen las arterias y provocan un endurecimiento en
sus paredes, por lo que pierden elasticidad y se forman trombos que dificultan el paso
de la sangre por la arteria (41).

5.5.2. Definicion

La arterioesclerosis es el acumulo de grasa, colesterol y calcio en las paredes de las arterias
provocando el engrosamiento de dichas paredes y por tanto el estrechamiento u oclusion de
su luz, esto dificulta el riego sanguineo (oxigeno y nutrientes) hacia diversos tejidos de
nuestro cuerpo (ver figura 14).

Células sanguineas
circulando en la arteria

Placa de
ateroma

Figura 14.- Diagrama de placa ateromatosa

5.5.3. Formacién de placa ateromatosa

La arteria aortica se extiende desde el plano vascular hasta el hiato diafragmatico con una
longitud de 30 cm. Se describen tres porciones:

v'Ascendente: comienza con el plano valvular y finaliza en su union con el arco aértico
en un recorrido de 5cm. En su origen exhibe forma conica con un maximo de 39 mm
a nivel de los senos de Valsalva y de 34 mm en el recorrido remanente.

v' Cayado o arco aértico: va desde la emergencia del tronco braquioencefalico hasta la
subclavia izquierda, en un largo de 5 cm y un diametro maximo de 36 mm; de aqui
emergen los vasos del cuello.

v' Descendente: desde la emergencia de la arteria subclavia hasta el plano
diafragmatico, tiene un alongitud de 20 cm y un diametro de hasta 30 mm.

T




“Determinacion de las concentraciones séricas del Inhibidor del Activador de P/ﬂ:'minq’gmg 1 (PA9-1) b Osteocalcina,

como marcadores de Qie;ya Cardiovascular, en mujeres poymenopﬁimicm con Sindrome Metahdlico.”

La ateromatosis adrtica comprende el endotelio vascular en forma creciente desde la region
ascendente hasta la descendente, es mas importante en sujetos de 60 afios y se asocia con
lesiones difusas en los eritrocitos coronarios, cerebrovasculares y vasculares perifericos. El
ecocardiograma transesofagico (ETE) multiuplano logra evaluar la arteria aorta desde la
region valvular hasta la unién toracoabdominal, permite caracterizar la pared con sus placas
ateromatosas y hasta definir su componente (fibroso, fibrocélcico o trombdético). Esta técnica
ofrece informacion precisa acerca de la superficie intimal y sus componenetes moviles,
marcadores de mayor riesgo embolico. Supera la radiografia (Rx), tomografia computarizada
(TAC), y resonancia magnética (RM). La ateromatosis aortica puede presentarse como
placas protuyentes simples (<5mm), complejas (>5mm) o complicada con trombosis (debris)
(ver figural5y 16).
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Figura 15.- Desarrollo de las placas ateroscleréticas

Utilizando ETE se propuso clasificar la ateromatosis aértica en 5 grados de acuerdo con el
grosor de la placa y la presencia de trombos en su superficie, considerando enfermedad
ateromatosa los grados 3 a 5:

[ a1
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I.  Normal o grosor parietal < 2 mm.
II.  Engrosamiento intimal difuso, plano y no protuyente.
lll.  Placa simple (ateromatosis protuyente < 5 mm).
IV. Placa compleja (ateromatosis protuyente > 5 mm).
V.  Debris értico (ateromatosis protuyente complicada por un trombo maovil adherido a su
superficie independientemente de su grosor).

Asimismo, acorde con su potencial emboligénico, el debris se ha subdividido en:

Laminar: es una placa ateromatosa inmovil de superficie irregular, con un nicho ulceroso
potencialmente trombogénico y riesgo embolico del 10%.

Pendunculado: es una placa ateromatosa que independientemente de su grosor, presenta un
trombo movil adherido a su superficie con un riesgo embolico de 70%. (42)

Intima media

Células
/ musculares
\ lisas

Endotelio \ \~ '

3 a )

Arteria ™S Adventicia
Normal i
1 3
Ateroma .
Precoz .' o
Placa Ruptura de la placa . » AR
estabilizads Estenosis de Ia luz y 4"\ coronarias
fibrosis de la intima = zquierdas
-4 N
R
B AN Arterias Infarto agudo
S 3 coronarias % de miocardio
Placa S g3 derechas
vuinerable : ) b g S
Fibrosis o B2
'g ] Figura 16.- Esquema de la formacion de placa
3 2 ateromatosa

5.5.4. Fisiopatologia

La formacion de la placa de ateroma sigue una evolucion y el proceso inflamatorio participa
tanto en la formacién de la lesion inicial como en la progresion de la misma, asi como en las
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complicaciones derivadas de la placa inestable. Las fases fundamentales de este proceso
son:

v' Disfuncién endotelial: es el estadio mas precoz en el proceso aterogénico, que se
observa antes de la aparicion de las lesiones estructurales de la pared arterial. Se
caracteriza por la alteracion de la funcionalidad normal del endotelio, que se
manifiesta como una anomalia en la homeostasis del tono vascular, entre los
mediadores procoagulantes y anticoagulantes, entre las sustancias que inhiben o
inducen la proliferacion celular. Asi se inhiben factores vasodilatadores, como el NO y
las prostaciclinas, y aumentan las sustancias vasoconstrictoras, como la endotelina.
La respuesta al dafio endotelial tiene dos efectos principales: aumento de la
permeabilidad, que favorece la retencion de particulas de LDL en la intima (rodeadas
de un ambiente oxidante y expresidbn de moléculas de adhesion que hace que
aumente el niamero de linfocitos y monocitos que se adhieren al endotelio y se
transforman en macrofagos gracias a la participacion de las LDL oxidadas.

v'Inflamacién y autoperpetuacion de la placa de ateroma. El primer cambio histolégico
son las estrias grasas, acumulo de células musculares lisas y macrofagos cargados
de lipidos (células espumosas) en el espacio subendotelial. Estas lesiones se
distribuyen por todo el arbol arterial. La fase posterior se caracteriza por la aparicion
de las placas fibrosas, que son areas prominentes hacia la luz vascular por
engrosamiento de la intima arterial y representan la lesion mas caracteristica de la
aterosclerosis avanzada.

v Fendmenos inflamatorios en las placas fibroproliferativas e inestables. La lesién
fibroproliferativa es una lesiébn ateromatosa muy estable, de crecimiento lento y poco
susceptible a romperse o fisurarse. Por lo tanto, son lesiones que no suelen presentar
complicaciones agudas. La placa de ateroma es una estructura dindmica en la que
existe un equilibrio entre la influencia destructiva de células inflamatorias y el efecto
estabilizador de las células musculares lisas. Cuando se produce la rotura o erosion
de la placa de ateroma se expone al torrente circulatorio el ndcleo lipidico que
contienen factor tisular y matriz de colageno, que son muy aterogénicos. Este
acontecimiento induce la activacion y la agregacion plaquetaria, el depdsito de fibrina
y la formacién del trombo.

5.5.5. Poblacion afectada

La aterosclerosis mas afectada es frecuentemente a individuos masculinos. Las mujeres
cuentan con un factor hormonal protector, que desaparece después de la menopausia. Ello
condiciona una similitud respecto a la de los varones en el desarrollo de enfermedad
coronaria. En mujeres la sintomatologia de este trastorno se manifiesta con un retardo de
casi 10 afios en comparacion con los hombres. La mayoria de los casos de alteracion
vascular aterosclerdtica se observa en pacientes cuyas edades fluctian entre los 40 y
70afios. (43)
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5.6. Cascada de coagulacién
5.6.1. Generalidades de la hemostasia

La hemostasia representa el cese fisioldgico de la hemorragia por un mecanismo complejo
que involucra un cambio de estado fisico; de liquido a sélido con la formacién de fibrina, y el
enlace del codgulo en una malla insoluble La coagulacion sanguinea consiste de una serie
de reacciones que finalizan con la formacion de trombina, enzima proteolitica con la
capacidad de transformar fibrindgeno a fibrina. En la actualidad se conoce la importancia que
tienen las superficies celulares (plaquetas, células endoteliales, fibroblastos y monocitos) en
la coagulacién sanguinea. Las células tienen dos papeles basicos en la hemostasia normal;
proporcionar los factores de la coagulacién que no estén presentes en el plasma normal; y
proporcionar una superficie para el ensamblaje de los complejos enzima/cofactor y su
interaccion con los sustratos para formar el coagulo de fibrina. En esta interaccion dinamica
entre proteinas y células se genera un poderoso mecanismo de amplificaciébn con objeto de
generar el codgulo de fibrina y detener la extravasacion de sangre. El equilibrio dinamico
entre los diferentes sistemas que componen la hemostasia permite que la sangre se
mantenga fluida dentro de los vasos. En caso de existir una lesion en el endotelio vascular,
se genera la activacion de la hemostasia con la consiguiente obturacién de la lesién; sin
embargo, en condiciones patoldgicas donde exista la deficiencia de alguna proteina que
participa en la hemostasia su traduccion clinica puede ser hemorragica. Por otro lado, en
caso de existir una deficiencia de una proteina reguladora de la coagulacion como la
deficiencia de proteina C, esto genera una tendencia trombdética, sin embargo, existen
defectos adquiridos mas comunes como en la Coagulacién Intravascular Diseminada (CID)
que se caracteriza por una activacion generalizada de la coagulacién y la formacion de
microtrombosis en la microvasculatura (44).

Los modelos de la coagulacion in vivo se han descrito desde finales de 1800, las primeras
descripciones estuvieron relacionadas con aquellos individuos que desarrollaban trombosis.
Se postulé que la formacion de trombos se generaba debido a procesos inflamatorios, asi
fue como se demostrdé que la formacion del coagulo de fibrina se genera a partir de un
precursor llamado fibrinégeno y que esta conversién era enzimatica, que esta enzima era la
Trombina que provenia a su vez de la protrombina. De esta manera las investigaciones
relacionadas con el mecanismo de la coagulacion in vivo se hicieron en pacientes con
trombosis. En los siguientes aflos mas investigaciones fueron realizadas hasta conocer el
factor que inicia la coagulaciéon sanguinea para generar un coagulo de fibrina. Morawitz en
1904 (45-48) fue el primero que describié una teoria de la coagulacion sanguinea; observo
que los tejidos vasculares liberan una tromboplastina tisular necesaria para el inicio de la
coagulacién, hoy en dia esta tromboplastina tisular se conoce como; Factor tisular o Factor
[ll. En el transcurso de los afios se fueron descubriendo los factores de la coagulacién y se
les asignd un niumero romano de acuerdo al orden de su descubrimiento (Factor | al Xlll), de
éstos el Factor VI no ha sido asignado, el Factor IV es mejor conocido como iones calcio y
otros no recibieron un nimero romano como el cinindbgeno de alto peso molecular y la
precalicreina. En los 60 dos grupos por separado proponen un nuevo modelo de la
coagulacion, (49,50) sugieren que la coagulacién se lleva a cabo mediante un mecanismo en
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cascada por medio de la amplificaciébn enzimatica, en este modelo la coagulacién es
separada en dos vias; la intrinseca y la extrinseca (ver cuadro 3y figura 17).

Cuadro 3.- Factores de coagulacion, inhibidores y sintesis

Factor Sintesis Funcién
Procoagulantes
Fodnbgeno Higado, sitios extrahepdticos Precursor de fibdna
Factor Il {protrombina) Precursor de a trombina
FadorV Higado, endotelo, plaquetas Cotactor en compleo protrombingsa
Factor VIl Higado Unido al factor tisular actva a factores X y X
Factor VIl Higado, stos extrahepéticns Cotactor
Facor X Higado Activa al fadtor X
Fadtor X Higado Convierte protombina a trombing
Factor XI Higado Activa al factor IX
Factor Xl Higado Activa al factor X
Factor Xill Higado, stios extrahepaticos Une polimeros de fibdna
Precalcreina Higado Actva al factkor X
Cininigenos de alto peso molecular Higado Actvaotn del cofackor de
factores Xil y X), genéra bradcininas
Factor tisular (factor 1) Endotdin, monoctos Cofactor
Anticoagulantes
Antitrombina il Higado, stos extrahepaticos Inactiva la rombina, factores
[Xa, Xa, Xla, Xlla
Cofactor Il de heparina Higado Inactiva ia tombina
Proteina C Higado, endotdio Inactva factores Vay Vilia
Proteina S Higado, endotelio Aumenta actividad de proteina C
Heparan sufato Endtelo Ugadora de anttrombina Il
Trombomoduling Erdotelo Recegtor de rombina
permiiendo fa union a proteina ¢
TFP1(1:2) Endotelio, higado Inhibe factores Vila, Xa
Fibrinoliticos
; Higado Precursor d@ @ plasmina
tPA Endotelio Actva plasminigeno
Umanasa Rion Actva plasmnigeno
AntifibrinolRicos
Inhibidor d6 tPA-1 Endotelo, higado, plaquetas Inhde tPA
Inhbidar detPA-2 lewoatos Inhbe tPA
o anbgasming Higado Inactiva a la plasmina
TAFI Higado Inhibe la activacién del plasmindgeno

TFPI: inhibidor de & via del factor tsular; tPA: actvader tsular del plasmindgeno; TAF inhdidor de & Sitrindiss actvable por tombina.,

T
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Figura 17.- Cascada de la coagulacion (1960's)
Viaintrinsecainiciada por el Factor XII, Via extrinseca iniciada por el Factor Tisular (FT)
y el factor VIla, las dos vias convergen en 1a via comun en donde ambas vias activan al
factor X y forman el complejo Factor Xay Va. La cascada de la coagulacion alin sigue
siendo util vaplicable en el laboratorio para explicar las alteraciones de los tiempos de
la coagulacion

La hemostasia es un sistema biol6gico basico en los mamiferos que vigila la integridad de
los vasos sanguineos por medio de la interaccion de elementos celulares y plasméticos y
mantiene la sangre fluida dentro de los vasos. El sistema se pone a prueba cuando en
respuesta a la ruptura de un vaso sanguineo, la sangre se expone al tejido extravascular
iniciando las diferentes fases que lo componen. La hemostasia se compone de las siguientes
fases: La hemostasia se divide en hemostasia primaria y hemostasia secundaria o
coagulacion ver cuadro 4 (52,53).

5.6.2. Coagulacion sanguinea

La coagulacién constituye un sistema que forma parte de la hemostasia donde participan
principalmente los factores de coagulacion, plaquetas, endotelio y leucocitos, cuadro 4. En la
coagulacion sanguinea la trombina es la enzima efectora del sistema de la coagulacion, que
ademas tiene una variedad de importantes funciones biolégicas tales como: activacién de
plaquetas, conversion de fibrinbgeno a fibrina, mecanismos de retroalimentacion de
amplificacion e inhibicion de la coagulacion. La generacion precisa y equilibrada de trombina
en los sitios de dafio vascular resulta en una serie de reacciones referidas colectivamente
como coagulacion sanguinea. El sistema de la coagulacién es activado sobre la superficie de
las células extravasculares por la exposicion del factor tisular a la sangre. (54)
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Cuadro 4.- Fases de la hemostasia vy elementos
que la integran.

Hemostasia Pimaria Hemostasia Secundaria
Endotelio Endotelio

Plaquetas Plaguetas

Proteinas: Proteinas:

- Factor von Willebrand -Factor von Willebrand/F VIII:C
- Fibronectina - Factores de la Coagulacion:
- Osteonectinag 10, WL X, X, X0, X

- Trombospondina
Monocitos

La interpretacion del proceso de coagulacion publicada por MacFarlane (55) en 1964
“Cascada de MacFarlane” ha sido de gran utilidad durante muchos afios para empezar a
entender el complejo problema de la formacién del trombo. Segun MacFarlane, habria dos
vias, la extrinseca formada por el factor tisular y el factor VII y la intrinseca, en la que
participan los factores XII, Xl, IX, VIII y V. Ambas vias convergen para activar el factor X y
continuar conjuntamente el proceso de transformacién de la protrombina en trombina y, a
través de la trombina del fibrinégeno, en fibrina. Por otra parte, el papel de la plagueta para
terminar en agregacion se consideraba un proceso independiente. Durante las tres décadas
siguientes han tenido lugar mdltiples investigaciones, que se resumen en 1994 en las
publicaciones casi simultaneas de investigadores de Houston (56) y de Carolina del Norte
(57). Ambos grupos coinciden para presentar una “nueva cascada”, que ha sido aceptada
internacionalmente, como demuestra el documento reciente de la TaskForce de la Sociedad
Europea de Cardiologia (58). Las aportaciones a la cascada clasica son las siguientes: 1. El
complejo formado por el factor tisular y el factor VII participa en la activacioén del factor X, por
lo que las dos vias de la coagulacion, intrinseca y extrinseca, van unidas casi desde el inicio
del proceso. El proceso completo no se realiza de forma continua, sino que son precisas tres
fases consecutivas; inicial, de amplificacién y de propagacion. En las dos dltimas participan
activamente la plaqueta y la trombina.

5.6.3. Modelo celular de la coagulacion

El modelo celular de la coagulacion propuesto por Hoffman, Monroe y Roberts, es
dependiente de superficies celulares y del factor tisular. Al existir una lesion en el vaso
sanguineo, estos mecanismos fisiolégicos de regulacion dejan de funcionar y se favorecen
los mecanismos proagregantes que permiten la interaccién del vaso sanguineo lesionado y
las plaguetas (ver figura 18).
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Figura 18.- Esquema del modelo celular de la la coagulaciéon

5.6.3.1. Fases del modelo celular de la coagulacion

» Fase inicial
El complejo factor tisular-factor VII, de forma directa e indirectamente a través del factor IX,
activa inicialmente el factor X transformando pequefias cantidades de protrombina en
trombina, que son aun insuficientes para completar el proceso de formacion de la fibrina.

» Fase de amplificacion
La trombina asi formada, junto con el calcio de la sangre y los fosfolipidos acidos, que
provienen de la plaqueta, participa activamente en un proceso de retroalimentacion para la
activacion de los factores Xl, IX, VIl y V y, de forma especial, para acelerar la activacién de
la plaqueta. Simultdneamente, por mecanismos quimiotacticos, los factores mencionados
son atraidos a la superficie de las plaquetas donde tienen lugar de forma muy rapida
importantes procesos de activacion y multiplicacion.

» Fase de propagacion
La amplificacién del proceso por mecanismos de retroalimentacion entre trombina y plagueta
y la activacion de todos estos factores permiten activar grandes cantidades del factor X y
formar el complejo protrombinasa para convertir la protrombina en trombina y, a expensas de
ésta, el fibrindbgeno en fibrina. El proceso final, siempre en la superficie de la plaqueta, se
acelera para generar de forma explosiva grandes cantidades de trombina y fibrina (Figura
19)(59).
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Figura 19.- Fases de la coagulacién segin la nueva cascada.

a actvado (los nimeros romanos representan los factores de a coagulacin); Ca?: cakio. Fa: fos-
folipidos acidos; FT: factor tisular.

5.6.4. Fisiologia de la hemostasia

La hemostasia deriva de la adecuada interacciéon de tres sistemas: la hemostasia primaria,
hemostasia secundaria y sistema fibrinolitico.
v' Hemostasia primaria:
Formacion del tapén hemostético primario. Depende de la integridad vascular (endotelio y
subendotelio) y funcionalidad plaguetaria (alteraciones cuantitativas o cualitativas). Cuando
se produce una lesion en un vaso el primer mecanismo para detener la hemorragia es una
vasoconstriccién local refleja y a continuacion la formacién del tapdén hemostético
plaquetario.
a) Adhesion plaquetaria: Las plaquetas se adhieren a las fibrillas de colageno del
subendotelio vascular mediante receptores de membrana: Gpla y Gplla (en endotelio)
y Gplb/IX (en la membrana plaquetaria) formando un puente con el factor von
Willebrand (VWF).
b) Activacion: La activacion plaquetaria depende de la sintesis de Tromboxano A2 y
PGI2 por la via de la ciclooxigenasa (ver figura 20).
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c) Secrecion: En los granulos densos 8 y granulos a de las plaquetas existen sustancias
que regulan la agregacion y la activacién de la coagulacion: ADP, calcio, serotonina,
PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas), Factor 4 plaquetario.

d) Agregacién: Formacién del tapén plaquetario. Depende fundamentalmente del FVW y
de otros factores estimulantes.

ACIDO ARAQUIDONICO
(Ciclooxigenasa)

ENDOPEROXIDOS CICLICOS: PGG2, PGH2
(Peroxidasa)

TROMBOXANO AZ2 PGI2
(Tromboxano sintetasa) (Prostaciclin sintetasa)
(Plaguetas) (endotelial)

Figura 20.- Sintesis de tromboxano A2 v PGI2 por via de la
ciclooxigenasa

v" Hemostasia secundaria.
Casi simultdneamente a la formacién del tapén hemostatico primario, se pone en marcha el
proceso de coagulacién dependiente de las proteinas plasmaticas, y que consiste en la
formacion de fibrina soluble a partir de fibrinégeno plasmatico. Clasicamente este conjunto
de reacciones y activaciones de proteinas se ha interpretado como una cascada en donde se
distinguian dos vias: en via extrinseca e intrinseca. Actualmente se considera que ambas
vias no son independientes en absoluto, ya que la via extrinseca activa también al FX a
través del FXI, considerandola como el inicio fisioldgico de la coagulacion. Sin embargo,
efectos didacticos y de pruebas diagnosticas, seguimos utilizando esta nomenclatura.

a) Via extrinseca o del factor tisular:
Es una via dependiente del Factor tisular (Tromboplastina) que forma un complejo con el
Factor VIl y el Calcio, convirtiendo al FVII en una proteasa activa que actla sobre el factor X
activandolo. Recientemente se ha visto la gran preponderancia de la via del factor tisular en
el mecanismo de la coagulacién, surgiendo de este modo la llamada “hipétesis alterna o
revisada del factor tisular”: el factor tisular es el mejor indicador de la puesta en marcha del
proceso coagulativo, al formar un complejo con el FVII, activandolo (FVIla). Al mismo tiempo
el factor tisular hace de cofactor del FVlla para que actle sobre IX y X.

b) Via intrinseca o sistema de contacto:
El plasma contiene todos los elementos necesarios para la coagulacién. En este caso la
porcion lipidica es el FP3. Los factores de contacto: FXII, Precalicreina, y cinindégeno de alto
peso molecular, se activan por el contacto con la piel, complejos Antigeno/anticuerpo,
colageno. El factor Xlla activa al Xl y el Xla al IX, que forma complejo con el factor VI, el
FP3, y el Calcio (complejo protrombina) activando finalmente el factor X. Como ya se ha
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citado anteriormente, el factor XI también es activado por el factor VII (“hipotesis alterna del
factor tisular”)

c) Viacomun:
El Factor Xa forma un complejo con el factor V y el Calcio que convierte la Protrombina en
Trombina.

d) Fibrinogénesis:
El papel fundamental de la Trombina es activar al factor Xlll para actuar frente al Fibrinbgeno
convirtiéndolo en polimeros estables de Fibrina.

e) Fibrindlisis:
La lisis del codgulo comienza inmediatamente después de la formacion del coagulo. Sus
activadores son tanto por parte de la via extrinseca (factor tisular), como por la via intrinseca,
factor XllI, asi como otros exdgenos: Urocinasa, tPA (activador tisular del plasmindgeno). Los
inhibidores del proceso de fibrindlisis ayudan a mantener el equilibrio hemostatico y evitar los
fendmenos trombdéticos: Antitrombina, Proteina C, Proteina S (60).

5.6.5. Fibrindlisis o sistema de activacién plasminégeno/plasmina

La fibrindlisis o degradacion de las fibras, es la lisis o remodelacion de los componentes de
la MEC que se genera mediante una cascada de eventos proteoliticos. Debido a que el
sistema plasmindgeno/plasmina participa en la degradacion de la MEC tanto en tejidos
“solidos” como en el sistema sanguineo, puede decirse que este sistema participa en la
fibrindlisis. Este sistema también interviene en algunos otros procesos biolégicos como la
regeneracion tisular, menstruacion e implantacion embrionaria asi como en la invasion
tumoral (61). Al existir lesiones en el endotelio del sistema vascular se activa el sistema de
coagulacion, el coagulo formado principalmente por fibrina debe ser posteriormente
degradado por la plasmina. La plasmina deriva de otra proteina denominada plasmindégeno
gue de forma natural esta en el plasma sanguineo. El plasminégeno es activado por los PAs
(activadores del plasmindgeno), entre ellos la serina proteasa uPA (activador del
plasmindgeno tipo urocinasa) y tPA (activador del plasminégeno tipo tisular), los cuales
efectian una protedlisis parcial de la proteina para convertirla en plasmina activa. La
degradacion de fibrina durante los procesos de remocién de coagulos sanguineos es llevada
a cabo principalmente por tPA, mientras que uPA degrada la MEC en tejidos sélidos. Por lo
tanto, la activacion del plasmindgeno se lleva a cabo bajo dos esquemas, uno en donde
principalmente actia tPA y en el otro uPA (ver Figuras 21 y 22). De manera natural, tPA en
el plasma sanguineo tiene una actividad enzimética débil, pero esta actividad aumenta
cuando existe la presencia de fibrina, es decir de un coagulo. Esta actividad aumenta porque
tPA tiene un domino de unién especifico a fibrina (UPA no lo tiene), el cual se puede unir a
residuos de lisina de la region carboxilo terminal, haciendo que la concentracion de tPA
aumente en el sitio donde se encuentra el coagulo. También, el plasmindgeno tiene afinidad
por la fibrina, y entonces la presencia de ambas proteinas hace que la concentracién de
plasmina aumente en el sitio y se facilite la remocion del coagulo (62-65).
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Figura 21.- Fibrinoélisis mediada por la plasmina e interaccién
de uPA, uPAR, integrinas, via de seiializacion v MEC
Tomado y modificadode Nature Reviews Cancer Vol. 3. 2003.
Este esquema muestra el sistema de activacién de la plasmina mediada por uPA.
Asi mismo. se muestra la forma en que la integracidn de UPA con UPAR modifica las vias de sefalizacién
JAK-STAT y MAPK mediada por las integrinas (551). El comple jo uUPA-UPAR-integrinas interactuan con

elementos del citoesqueleto como actina y proteinas de la MEC. que estan participando en las uniones
celulares con la MEC.

Figura 22 .- Proceso de fibiinolisis mediado por plasmina v cascada de coagulacion

En el panel a) podemos observar el esquema de la activacién del plasmindgeno y degradacién del trombo
mediado por la plasmina, este sistema estd regulado por PAI-1,0.-2-AP y TAFL.

En donde. PAI-1 evita la generacidn deplasmina mediante la inhibicidn de tPA.o. 2-AP y se une a la
plasmina y evita que este degrade la fibrina. En el panel b) se muestra la activacién de la cascada
de coagulacion que tavorece a la tormacion del coagulo de tibrina y a la agregacién plaguetaria.
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5.6.6. Inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1)

PAI-1 es una glicoproteina de 50 kDa que esta conformada por 379 aminoacidos, pertenece
a la super familia de las serpinas (inhibidoras de serinprotesas) que la conforman
aproximadamente 40 miembros cuyas funciones principales son de inhibicién. EI gen que
codifica a esta proteina se denomina serpinel y se localiza en el brazo largo del cromosoma
7 (7921.3-g22). Este gen esta constituido por 15 exones y puede presentar cinco isoformas.
Es una proteina que participa en el sistema fibrinolitico. Es una glicoproteina que inhibe al
plasminégeno. El PAI-1 es sintetizado en diversas células como: las plaquetas, células
endoteliales, placenta, hepatocitos, células del musculo liso vascular y en los monocitos.
Aproximadamente el 50% del plasminébgeno se une a esta proteina, lo que reduce la
cantidad de plasmindégeno que puede unirse a la fibrina durante el proceso de coagulacion.
Su existencia ha sido controversial durante mucho tiempo de tal forma que hasta 1983 no se
tuvo evidencia de la existencia real de dichos inhibidores que hoy pueden ser clasificados en
cuatro grupos:

Tipo endotelial (PAI-1): Pertenece a la familia de los inhibidores de proteasas serinicas. Es el
principal inhibidor fisiolégico de los activadores tipo t-PA y u-PA y juega un importante papel
en la regulacién de la fibrindlisis. Este inhibidor ha sido clonado y su gen se localiza en el
cromosoma 7. Los niveles plasmaticos de PAI-1 en sujetos sanos estan entre 0,5- 40 U/mL,
mientras que los de PAI-1 antigénico (plaquetario) estan alrededor de 20 ng/mL el PAI-1 esta
en las plaquetas a nivel de los granulos alfa y se libera por accién del colageno y ADP. El
higado y el endotelio vascular también van a contribuir a la presencia en la sangre de este
inhibidor. Numerosas sustancias van a regular su sintesis a nivel endotelial: endotoxina,
interleucina 1 (IL-1), TNF-a, trombina y diversos factores de crecimiento aumentan dicha
sintesis, mientras que la insulina seria el principal regulador de la sintesis de PAI-1 a nivel
del hepatocito. Durante la agregacion plaqueteria se produce un marcado aumento de los
niveles de inhibidor. Puede encontrarse bajo tres formas moleculares: latente, activa y
formando complejos con los activadores. El PAI-1 plaguetario esta en forma latente. El
plasmatico se encuentra fundamentalmente en su forma activa. En cuanto a su papel
fisiopatologico se han observado cifras elevadas de PAI-1 en situaciones clinicas
relacionadas con fendmenos tromboéticos, mientras que varios miembros de familias con
déficit de PAI-1 presentaron una moderada o severa sintomatologia hemorragica.

Tipo placentario (PAI-2): Es una alfa 2-globulina presente en altas concentraciones en el
plasma de gestantes a término. Su papel fisiopatolégico no se conoce con precisién, pero se
ha observado un importante aumento en el tercer trimestre de la gestacion, donde alcanza
valores de 250 ng/mL. y mas tarde fue detectado en plasma, en donde se encuentra a una
concentracion de 2 pg/mL. Es semejante a otros inhibidores de proteasas serinicas. Aparte
de inhibir a u-PA, también neutraliza a la trombina, factor X activado, factor X| activado y
calicreina, reacciones que se ven aceleradas en presencia de heparina. En la actualidad se
sabe que esta proteina es idéntica al inhibidor de la proteina C humana, y que disminuye en
el curso de la coagulacioén intravascular diseminada.
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Proteasa nexina: Es una proteina sintetizada por fibroblastos, células epiteliales, células
miocérdicas y plaguetas. Inhibe u-PA, trombina, tripsina y tiene una alta afinidad por la
heparina. No ha podido ser detectada en plasma, pero se piensa que posee una importante
funcion a nivel de la matriz extracelular. (66)

El sistema activador del plasmin6geno estéd implicado en los procesos de remodelacién del
tejido y juega un papel importante en la invasién tumoral y metastasis. Las principales
proteinas integrantes de este sistema son el uPA, PAI-1 y PAI-2 y el receptor especifico
(UPAR). El PAI-1 se une tanto a uPA como al complejo uPA-uPAR. Sus funciones son
numerosas y complejas, pero principalmente controlan la actividad proteolitica e influyen en
la migracion celular y la promocién o inhibicién de la célula tumoral indiferenciada a través de
la interaccion con vitronectina. En varios cultivos celulares y modelos animales se ha
encontrado que PAI-1 tiene un efecto proangiogénico por su capacidad de bloquear la
protedlisis de uPA, integrina y vitronectina, controlando la migracion celular y por proteger la
matriz extracelular de una degradacion excesiva. Por otro lado, algunos estudios han
demostrado (“in vitro" e "in vivo") que el efecto pro o antiangiogénico de PAI-1 es dosis
dependiente, siendo proangiogénico a concentraciones fisioldégicas y antiangiogénico a
niveles altos de expresion demostrando, por tanto, resultados contradictorios en relacion a
otros trabajos. El efecto proangiogénico o promigratorio de PAI-1 concuerda con los datos
clinicos que indican que una alta expresion tumoral de PAI-1 se correlaciona con un peor
pronostico en una variedad de tumores. Los componentes uPA y PAI-1 han demostrado
significancia pronostica en pacientes con cancer de mama. Altos niveles de uPA y PAI-1 se
asocian con un peor prongstico en cancer de mama y otros tipos tumorales. El PAI-1 es el
principal inhibidor fisiol6gico de la actividad del sistema fibrinolitico mediante la inhibicién del
tPA y del uPA, por lo que un incremento en su concentracion plasmatica se asocia a eventos
trombdticos. Las interacciones de las células con su entorno son fundamentales para el buen
funcionamiento e integridad de los tejidos, ya que éstos no solo estdn conformados por
células sino que ademas contienen una red de componentes proteicos denominada matriz
extracelular (MEC). La MEC es una estructura dinamica que esta en constante remodelacion
(sintesis de nuevos componentes y degradacion). Esta remodelacion depende de varios
mecanismos, como el sistema de activacion plasmindégeno/plasmina, el cual participa en la
degradacion de algunos componentes de la MEC, como la fibrina y algunas colagenas. Un
componente importante de este sistema es la proteina PAI-1, encargada de regular dicho
sistema, inhibiendo a la plasmina y, consecuentemente, evitando la degradacion de la MEC.
Algunas alteraciones en la regulaciébn de este sistema se asocian a diversos procesos
patolégicos como fibrosis, trombosis y aterosclerosis, entre otras. Las fibras de colagena
tienen una funcién estructural en la MEC y en el ser humano existen 13 tipos diferentes. Las
fibras elasticas estdn conformadas principalmente por: a) elastina (presenta una mayor
proporcion), b) proteinas microfibrilares, c) lisil oxidasa y d) proteoglicanos

5.6.6.1. Aterosclerosis, infarto al miocardio y trombosis venal

La sobre-expresion de PAI-1 se ha visto relacionada con las enfermedades vasculares. En
modelos murinos, el incremento de esta proteina da como resultado la inhibicion excesiva de
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uPA y tPA perdiendo la eficiencia en la degradacion de los trombos o coagulos generando
entonces trombosis venal y un alto riesgo potencial en padecer un infarto al miocardio.

5.6.6.2. PAI-1 y el sindrome de resistencia a la insulina y obesidad

La obesidad es un padecimiento de los paises desarrollados. En obesos la proteina PAI-1
tiene niveles altos en el plasma sanguineo, ya que los adipocitos sintetizan a esta proteina y
esto ha correlacionado con los tratamientos para bajar de peso en donde los niveles de esta
proteina bajan. Los pacientes con SIR se caracterizan entre otras cosas por padecer
obesidad, un incremento en niveles de AGL vy triglicéridos, ademas de HTA, hiperinsulinemia
e hipofibrindlisis. En modelos murinos y en seres humanos se ha identificado que TNF y
TGF-B esta incrementado en tejido adiposo y éstos en conjunto con la insulina/proinsulina,
triglicéridos y &cidos grasos libres estimulan la expresién de PAI-1. Por otro lado, se ha
demostrado que la hipofibrindlisis es causada por un incremento de PAI-1 y que las dietas
hipocaldricas y el ejercicio fisico tienen como resultado una baja en los niveles de PAI-1 en
este sindrome. El PAI-1esta presente en niveles elevados y la actividad en varios estados de
enfermedad tales como el cancer, la obesidad, la enfermedad renal y el SM. Dependiendo de
uniforme de alta actividad PAI-1 se define como >10-20 Ul/mL, pero puede ser tan alta como
68 Ul/mL. Se ha encontrado que una insercién (5G), eliminacién (4G) polimorfismo en la
posicion 675 del PAI-1 promotor del gen de particular actividad transcripcional de PAI-1. Los
aumentos de la concentracion o actividad distinta de la que estd menos estudiada y
comprendida (61-67).

v Alteraciones de la coagulacion
En lo que se refiere a la coagulacion, en el SM se han encontrado niveles elevados de
fibrinbgeno (68), lo que también fue observado por nosotros (69). Ademas se han encontrado
niveles aumentados de tres de los factores vitamina K dependientes (FVII, FIX y FX) (47),
factor Xlll y factor von Willebrand (70). La hiperfibrinogenemia se explica principalmente
porque las adipocinas IL-6 y TNF-a inducen la sintesis de proteinas de fase aguda como
fibrindgeno y proteina C reactiva (PCR) a nivel hepatico (71).

v’ Alteraciones de la fibrindlisis

En cuanto al sistema fibrinolitico, el SM se caracteriza principalmente por aumento del PAI-1
(72), un reactante de fase aguda sintetizado por los adipocitos y las plaquetas (73), y cuya
concentracion plasmatica se relaciona con la cantidad de grasa visceral (74), y con el
polimorfismo de su regién promotora -675 4G/5G (75). El plasma de sujetos con SM forma
coagulos mas densos que los individuos sin SM. Por otra parte, las personas con SM
presentan tiempos de lisis del coagulo mas prolongados que los individuos sin SM (76,77), lo
que se explicaria principalmente por los altos niveles de PAI-1 (78).

v Hiperactividad plaquetaria
Las plaquetas en reposo, de forma discoide y 1,5-3 um de didmetro, normalmente no se
unen al endotelio normal, pero si al endotelio dafiado (79). Al ser activadas, junto con
cambiar de forma, desarrollan varios procesos, entre otros: cambio conformacional de la
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GPllIb-Illa que une fibrinbgeno y FVW, expresion de P-selectina y factor tisular, liberaciéon de
agonistas plaquetarios (ADP, TxA2 y serotonina), PF4 y factores de la coagulacion, entre
otras moléculas. En resumen, ocurren los fenédmenos de adhesién, secrecion y agregacion
plaguetaria, todo lo cual también favorece la coagulacion y union de leucocitos (80).

La contribucién de las plaquetas al estado protrombético del SM se ha relacionado a una
respuesta aumentada de las mismas (81-86), observdndose algunos marcadores de
activacion plaquetaria y liberacion de macroparticulas plaquetarias (87), todos hallazgos
relacionados al proceso de formacioén del trombo arterial (88). Se han descrito algunas
alteraciones en las plaquetas de individuos con SM, las que podrian favorecer su activacion:
disminucion de la fluidez de su membrana, posiblemente producto de cambios en su
composicion lipidica; aumento del metabolismo del acido araquiddnico con incremento en la
produccién de TxA2 y aumento de calcio libre intracelular. La presencia de LDL-ox también
podria contribuir a la activacién plaquetaria, ya que éstas presentan receptores de LDL-0x
(CD36 y LOX-1) (89, 90). Otro hallazgo descrito en las plaguetas de individuos con SM es
que presentan aumento de su volumen, lo que podria servir como marcador de activacion
plaguetaria (91).

Se ha descrito que la hipertrigliceridemia y los AGL favorecen la agregacion plaquetaria in
vitro (92). Por otra parte, la hiperactividad plaguetaria que se observa en pacientes con SM
se ha relacionado directamente con el nivel sérico de adiponectina (93-96) y de leptina (97-
99); para esta Ultima existen receptores en las plaquetas (100, 101). En el SM las plaquetas
podrian tener participacion precoz en el proceso aterogénico en asociacion con la disfuncion
endotelial. Se ha descrito que las plaquetas tienen algun rol en el proceso inflamatorio de la
aterogénesis (102-104). Asi, inicialmente la uniéon de plaquetas al endotelio activado
(disfuncional) ocurriria a través de las moléculas P-selectina/ PSGL-1 (P-selectina ligando a
glicoproteina-1), luego por unidon de glucoproteinas 1b y Factor de Von Willebrand
(GPIb/FVW) y posteriormente via integrinas (GPIIb-llla/ ICAM-1 o aVB3). Asi las plaquetas se
activan y secretan moléculas que favorecen el proceso inflamatorio propio de la
aterogénesis, favoreciendo la activacion del endotelio, y reclutando monocitos y otras
plaguetas. Entre dichas moléculas se pueden mencionar:

» IL-1 y CD40L participan en la alteraciéon de las CE, las que luego liberan MCP-1
(proteina quimiotactica de monocitos); los monocitos reclutados expresan ICAM-1,
molécula que favorece la unién de leucocitos, todo lo cual favorece el fenbmeno
inflamatorio. Hemos encontrado que el CD40L se encuentra aumentado en individuos
con SM.

» PF4 activa a los linfocitos T via quimiocina CXCR3; asi estimula la secrecién de
citocinas y favorece la inflamacion.

» RANTES (CCL5) actlla como quimioatractante para monocitos (105, 106)

» PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas) estimula la proliferacién de
células musculares provocando hiperplasia de la capa intima de la pared vascular y
también tiene una funciéon quimiotactica para monocitos, actuando como amplificador
de la respuesta inflamatoria (107).

» ENA-78 (Neutrofilo activador del peptido-78, CXCL5) participa en el reclutamiento de
monocitos al sitio de la lesion (108).
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» ADP, TxA2 y serotonina, entre otras, favorecen el reclutamiento de mas plaquetas
(56), lo que podria amplificar el fendmeno. Los antecedentes anteriores indican que
las plaquetas, en un contexto de disfuncion endotelial, pueden contribuir al proceso
inflamatorio de la aterogénesis (109-111). Siendo la aterogénesis del SM un proceso
inflamatorio que se desarrolla a largo plazo, es probable que las plaquetas participen
(112).

5.7. Menopausia

5.7.1. Definicién

La menopausia se define como el cese permanente de la menstruacion, el resultado de la
pérdida de la actividad folicular ovarica. Se considera que esta ocurre después de 12 meses
consecutivos de amenorrea. La transicion de la menopausia es el tiempo antes del ultimo
periodo menstrual cuando se presentan irregularidades en el ciclo menstrual (ver figura 23)
(113).

™ Fin de los ciclos
regulares
Menopausia

rrreer[ e 1o

e

Premenopausia; o ostmenopausia
' La transicion a i
l"’ - - 3 3 L]
i la menopausia EEnvegec:mrerﬂo
: Perimenopausia ' de los ovarios

Figura 23.- Esquema de la aparicion del ciclo menstrual a través de simbolos de
banderas, durante la vida reproductiva v en la transicion de la menopausia.

5.7.1. Climaterio

El climaterio o perimenopausia comienza varios afios antes de que se produzca la
menopausia, incluye el periodo inmediatamente anterior a la menopausia (cuando
comienzan las manifestaciones endocrinolégicas, biolégicas y clinicas) como minimo se
prolonga hasta el primer afio siguiente a la menopausia. La postmenopausia se refiere al
periodo que comienza a partir de la menopausia, si bien este momento no se puede
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determinar hasta que se hayan observado doce meses de amenorrea espontdnea. Durante
la transicién de la etapa reproductiva a la no reproductiva, la mujer experimenta una serie de
eventos, los cuales se inician varios afios antes de que ocurra la menopausia. Alrededor de
los 35 afios, antes de cualquier alteraciéon del ciclo menstrual y de las variaciones
detectables en las concentraciones de estradiol, comienza a elevarse la hormona foliculo
estimulante (FSH) en la fase folicular temprana (114). Generalmente después de los 40 afios
la fase folicular del ciclo se acorta, los niveles de estradiol, inhibina y de foliculoestatina
disminuyen y los de la FSH comienzan a elevarse. Posteriormente los niveles de la hormona
luteinizante (LH) también aumentan aunque en menor proporcién que la anterior (115, 116).
Los foliculos disminuyen y es mas frecuente la ovulacion prematura y la fase lutea
insuficiente con disminucion de la produccion de progesterona, lo que produce un exceso de
estrogenos en relacion a la hormona anterior (117). Cerca de la menopausia, los ciclos
menstruales a menudo son irregulares con anovulacion intermitente, los niveles de las
gonadotrofinas son erraticos, es frecuente el hiperestrogenismo relativo con disminucion de
la progesterona. Clinicamente esto se manifiesta con sangrados vaginales irregulares,
pueden existir periodos de amenorrea con valores de FSH y LH elevados, similares a los
hallados en la menopausia, pero cuando se produce la ovulacién, los niveles hormonales
pueden volver a limites normales (118-120). Finalmente, los foliculos ovaricos dejan de
responder a las FSH y LH; el estradiol desciende a menos de 20 pg/mL, la progesterona es
indetectable y clinicamente hay cese de la menstruacién. Algunos autores consideran que
estos cambios corresponden a tres fases caracterizadas por una serie de cambios
hormonales (cuadro 5). Después de la menopausia cambia el origen y la naturaleza del
estrdgeno circulante, ya que durante la vida reproductiva predomina el estradiol y en la
postmenopausia la estrona. El primero es producido por el ovario y la segunda proviene en
su mayoria de la conversion periférica de los precursores androgénicos en el tejido adiposo,
musculo e higado (121-123).

Cuadro 5.- Eventos endocrinolégicos durannte el climaterio

EVENTO FASE ] FASE I FASE 111
FSH Ligera elevacion Continua elevandose Elevada
LH Niveles nonnales Normal o lig. elevada Elevada pero < q.FSH
Estrogenos
Disminuyen, pero en Exceso pero en relacion 20 pg/ml
relacion a la progesterona a la progesterona

estan elevados.
Progesterona
Comuenza a disminuir Continta disminuyendo Indetectable
Ciclos Menstruales
Nomnales o uregulares [rregulares, sangrados Amenorrea
frecuentes
Ovulacion
Normal o prematura Emratica. anovulacion Ninguna
frecuente
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5.7.3. Signos y sintomas relacionados con el climaterio.

El climaterio se asocia con signos y sintomas tipicos relacionados con la deficiencia de
estrogenos, tales como amenorrea, bochornos, periodos de sudoracion y sequedad vaginal.
Pueden presentarse otras condiciones como alteraciones psicolégicas, emocionales y
psicosomaticas, no asociadas al hipoestrogenismo. Se ha sugerido que existe una variacion
cultural en la presencia de estos sintomas, ya que se ha reportado en el 75 a 80% de las
mujeres occidentales, en tanto que en otras culturas la frecuencia es mucho menor. No se
sabe si esta variacion se debe a diferencias en la fisiologia 0 en la percepcion que tienen las
mujeres de sus sintomas (cuadro 6) (124- 130).

Cuadro 6.- Signos y sintomas asociados al climaterio

TIPICOS:
Amenorrea
Bochomos
Crisis de sudoracion
Alteraciones del tracto genitourinario:
Vulva: atrofia y prurito
Vagina: atrofia, dispareunia,
vaginitis, sequedad
Uretra y vejiga: disuria. infecciones
frecuentes, uretritis.
GENERALES:
Alteraciones psicologicas
Alteraciones emocionales
Alteraciones psicosomaticas

5.7.4. Alteraciones metabdlicas de la menopausia

La menopausia esta asociada a mudltiples alteraciones metabdlicas: alteraciones de las
lipoproteinas, la accion de la insulina sobre el metabolismo carbohidratos, distribuciéon de la
grasa corporal, factores de la coagulacion y funcién vascular. Diferentes mecanismos son los
responsables de tales eventos, pero podria haber un factor comin a todos ellos que seria la
IR conformando el SM. Los factores etioldgicos serian: la hipoestrogenemia de la
menopausia, el envejecimiento, el sedentarismo, el sobrepeso, habito de fumar, etc.

En la perimenopausia se asocia con aumento de la lipoproteinlipasa, siendo la alteracion
lipidica méas temprana (131).

El depdsito de masa grasa y, particularmente, la masa grasa central es también responsable
del aumento en los niveles circulantes de adipocitocinas, implicadas en el desarrollo de
resistencia a la accion de la insulina y de la enfermedad cardiovascular. Concretamente, en
estudios realizados en mujeres obesas postmenopausicas con SM se ha observado un
aumento en los niveles circulantes de leptina y resistina, asi como una disminucién en los
niveles de adiponectina (132). En las mujeres posmenopausicas, el papel de las hormonas
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sexuales sobre algunos de los componentes del SM ha sido muy controvertido pero de vital
importancia por la estrecha relacién entre enfermedades metabdlicas y cardiovasculares. En
este sentido, el riesgo de aparicion de enfermedad cardiovascular aumenta después de la
menopausia, posiblemente por los cambios metabdlicos sustanciales que tienen lugar en las
mujeres en el proceso de transicion desde la premenopausia hasta la menopausia. Por tanto,
alteraciones en el metabolismo lipidico, junto con una deficiencia estrogénica, parecen ser
los componentes sustanciales del riesgo cardiovascular en las mujeres posmenopausicas
(133), pero también existen efectos directos de la deficiencia estrogénica sobre la
distribucion de la grasa corporal, la accién de la insulina, la pared arterial y la fibrindlisis, que
pueden influir sobre el riesgo cardiovascular. Por ello, este perfil metabdlico empeora en las
mujeres posmenopausicas, pudiendo contribuir al riesgo futuro de la enfermedad
cardiovascular (134).

5.7.5. Menopausia y peso corporal

El tejido adiposo visceral difiere considerablemente en relacion a la grasa subcutanea. Una
de estas diferencias estriba en su gran sensibilidad a los estimulos lipoliticos, que
determinan secreciones ténicas de AGL hacia la circulacién portal, estableciendo asi, el
primer paso en una serie de eventos que terminan con la generacion de IR (135). A partir del
reconocimiento de las amplias capacidades bioquimico-endocrinas del tejido adiposo, se han
reconocido diferencias de funcionamiento y capacidad secretora entre el tejido adiposo pardo
y el tejido adiposo blanco y a su vez, diferencias, asi mismo, sustanciales entre los depésitos
de tejido blanco que integran los depdsitos subcutdneos con el localizado en el area
perivisceral, siendo, al parecer, estas diferencias las que establecen la correlacion con las
comorbilidades obesidad dependientes (Cuadro 7) (136).

Cuadro 7.- Diferencias entre las propiedades bioguimicas del tejido adiposo visceral
v subcutineo.

Factor Diferencia regional
Leptina (Proteina y RNAm) Se > visceral
Diferenciacion preadipocitaria por 110'S S¢ > visceral
Respuesta lipolitica a catecolaminas Se < visceral
Efecto antilipolitico de insulina Se > visceral
Actividad de 11§-HSD S < visceral
Afinidad de receptores adrenérgicos p1 y f2 Se < visceral
Incremento en LPL inducido por dexametazona Se < visceral
Inhibicién de AMPc por agonista adrenérgico ¢t2 S¢ > viseeral
Afinidad del receptor de insulina Se > visceral
Expresion de proteina IRS-1 Sc > visceral
Receptor de insulina Se < visceral
RNAm del receptor de glucocorticoides S¢ < visceral
RNAm de clAP2 Sc < visceral
RNAm del receptor de andrégenos Se < visceral
Proteina IRS-1 Se > visceral
Proteina PAI-1 S¢ < visceral
¢ = Subcutaneo.
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En lo que se refiere a los efectos de los esteroides sexuales, existen algunos datos relativos
a la activacion de la lipoproteinlipasa por los estro6genos, a nivel de grasa visceral. Los
andrégenos tienen un efecto de reduccion de la actividad de esta enzima y se encuentra, en
el tejido visceral una gran cantidad de receptores androgénicos, sin embargo, estas
observaciones encuentran su contradiccion con el efecto de la administracion exégena de
andrégenos, como la testosterona en sujetos con hipogonadismo, comparados con lo que
ocurre en mujeres normales (137). La lista de productos biol6gicos secretados por el tejido
adiposo es larga y cada vez mayor. Entre las hormonas y citocinas descritas encontramos a
la leptina, TNF-a, IL-6, adipsina, factor de complemento C3, angiotensinégeno, PAI-1,
adiponectina, perilipinas, resistina, algunas de las cuales han mostrado una capacidad
secretora dependiente del sitio regional de su produccion primaria (138). Los niveles de
ARNmM de leptina son marcadamente superiores en la grasa subcutanea, contra lo que
ocurre en la grasa visceral, como resultado, los niveles plasmaticos de leptina tienen una
correlacion mayor entre la cantidad de grasa subcutanea y una pobre correlacion con los
niveles de grasa visceral (139). La obesidad central ha sido asociada con eventos
aterotromboéticos. Entre los hallazgos caracteristicos de esta asociacion morbida se
encuentran los elevados niveles del PAI-1, que, ha sido demostrado, se produce de manera
predominante en los adipocitos viscerales, comparando con la produccién que se lleva a
cabo en grasa subcutanea y contribuyendo a la correlaciéon potencial entre obesidad central y
componente trombotico de los eventos cardiovasculares (140).

Todas las evidencias apuntan a que la tasa metabdlica basal disminuye en el periodo
menopausico; este hecho se debe principalmente a una reduccién de la utilizacién de
calorias, motivada a su vez por el menor gasto energético derivado del considerable
descenso de la actividad fisica y el consiguiente aumento en el peso corporal (141).

El tejido adiposo es un 6rgano que secreta una gran variedad de moléculas, conocidas como
adipocinas TNF-q, IL-6, leptina, adiponectina y resistina, que actian en muy distintos tejidos
blanco. Se ha demostrado que los valores bajos de leptina producen un aumento de la
enfermedad cardiovascular, independientemente de los factores de riesgo cardiovascular
tradicionales, del indice de masa corporal o de las concentraciones de proteina C reactiva.
La adiponectina es la mas abundante de las hormonas procedentes del tejido adiposo,
aumenta la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos y tiene, ademas, un efecto
antiinflamatorio. Las sefiales procedentes del tejido adiposo a través de estas adipocinas
(adiponectina y otros péptidos del tejido adiposo) actian en el cerebelo y el mesencéfalo a
través de distintas sefales (monoaminas, neuropéptidos, etc.), y modulan el apetito y la
funcion de distintos érganos, como el pancreas o el masculo. Hay una excelente correlacion
entre los valores sanguineos de adipocinas (leptina, adiponectina, resistina, TNF-a, PAI-1,
IL-1 e IL-6) y los hallazgos histologicos de disfuncién endotelial, lo que crea un ambiente
favorable para el desarrollo de la arteriosclerosis. EL tejido adiposo puede desempefiar un
papel importante en el desarrollo del SM, ya que se ha encontrado una relacion inversa entre
las concentraciones de adiponectina, la obesidad, el proceso inflamatorio y la resistencia a la
accion de la insulina (142)
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Luego de la menopausia se produce una redistribucion de la grasa corporal, que pasa de
presentar una configuracion ginecoide a ser androide (ver figura 24); esto trae como
consecuencia un perfil lipidico adverso y un aumento de la IR (143). La disminucién de los
niveles de estradiol puede también traer cambios en el perfil lipidico. Los estrégenos no solo
poseen una accion favorable sobre el perfil lipidico sino que ademas actdan aumentando el
gasto cardiaco, disminuyendo la resistencia vascular sistémica, aumentando el flujo visceral
y reduciendo ligeramente la presion arterial media.(144) Tienen un efecto anti-aterogénico,
pues mantienen la integridad del endotelio, disminuyen la velocidad de deposicién de las
LDL en la pared arterial e inhiben la oxidacién de estas, modulan el tono arterial por su
accion bloqueadora de los canales de calcio en la membrana celular del musculo liso y de
los miocitos cardiacos y tienen, ademas, accién sobre la liberacion de neurotransmisores en
la unién presinaptica (145).
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Figura 24.- Distribucion de grasa corporal

5.7.6. Alteraciones cardiovasculares en las mujeres menopausicas

En el desarrollo de la enfermedad cardiovascular que aqueja a la mujer se debe considerar
la accion conjunta de mdltiples factores de riesgo (146). La HTA es uno de los factores
principales y esta estrechamente ligado a la edad. La elevacién de las cifras en la tension
arterial también se observa en pacientes que presentan otros factores de riesgo como la
diabetes, la obesidad y las dislipoproteinemias (147).

En lo que respecta a la relacion existente entre la menopausia y la HA el debate continta
dado por la gran discrepancia de criterios que existe entre los grupos que trabajan en este
tema. Algunos estudios sugieren que la hipertension es mas frecuente en mujeres cuya
funcion ovarica ha cesado, (148). No se puede afirmar que la menopausia induzca
"diabetes”, probablemente el déficit estrogénico permita la exteriorizacion de una diabetes
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latente (149). El hébito de fumar triplica el riesgo de infarto de miocardio en la mujer,
asociandose el tabaquismo con otros dafios en ella tales como la disminucion en la edad de
la menopausia, etc. El cese de este habito produce una importante reduccion del riesgo de
enfermedad cardiovascular. (150, 151)

En los dltimos afos, la evidencia de que la menopausia produce un aumento en las
enfermedades cardiovasculares en las mujeres igualando o superando la frecuencia de los
hombres de la misma edad, han llevado a suponer que el hipoestrogenismo pudiera ser uno
de los factores causales. En efecto estudios epidemioldgicos han demostrado que las
mujeres que toman terapia de reemplazo hormonal con estr6genos después de la
menopausia disminuyen su tasa de enfermedad cardiovascular en forma significativa. Los
elementos responsables de estos cambios son los siguientes:

v' Cambios lipidicos

v" Cambios en los mecanismos de Aterogénesis

v' Cambios vasculares

Alteraciones lipidicas: la menopausia produce una elevacién en los niveles de colesterol total
y una disminucién en los niveles de colesterol HDL. Si bien, el colesterol no es el Unico de
los factores necesarios para inducir aterogénesis estos cambios son claramente
desfavorables y aumentan el riesgo de enfermedad vascular especialmente coronaria.
Cambios en los mecanismos de la aterogénesis: la ausencia de estrégeno produce un
cambio en los niveles de oxidacion del colesterol de las LDL. Las LDL son las lipoproteinas
gue producen los depositos lipidicos en la pared arterial. La captacién de estas lipoproteinas
por los macréfagos se ve aumentada cuando estas moléculas estan oxidadas. El estado de
oxidacién se ve favorecido cuando no existen estrogenos. Ademas del aumento del flujo de
colesterol de LDL (aterogénico), a nivel de las arterias existen otras condiciones relacionadas
con el hipoestrogenismo que favorecen la ateroesclerosis. Uno de ellos es la alteraciéon del
metabolismo de la insulina que ocurre en la menopausia. En este estado ocurre un cierto
grado de IR en las mujeres, hecho que también favorece la aterogénesis. Cambios
vasculares: el tono arterial esta regulado por una serie de mediadores locales y sistémicos.
Los estrégenos parecen modular alguna de las acciones o secrecion de estos mediadores.
Uno de los mas importantes es la endotelina-1 (vasoconstrictor) y el NO (vasodilatador)
producido localmente en las arterias. Los estrdgenos parecen favorecer la vasodilatacion
arterial aumentando la concentracion local de NO y disminuyendo la endotelina-1 (152).

El grosor intima-media carotideo (CIMT) es un marcador de aterosclerosis subclinica y
eventos isquémicos cerebrales y coronarios. EI CIMT es un marcador de aterosclerosis
subclinica. Es medido a través de una ultrasonografia carotidea, siendo un método seguro,
no invasivo y confiable. Numerosos estudios han demostrado que el CIMT se asocia a los
factores de riesgo cardiovascular tradicionales, y se ha postulado que la progresion del CIMT
es igual al resultado de la respuesta de cada persona a su propia carga de factores de
riesgo, independiente de si esta carga es leve o importante, o de su duracion. De esta
manera, el CIMT da informacién directa de la progresion aterosclerética a nivel de la pared
arterial carotidea. Por otra parte, el CIMT se asocia, en forma independiente, a eventos de
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riesgo cardiovascular y cerebro vasculares, como infarto al miocardio y accidente vascular
encefélico isquémico, aun después de ajustar por los factores de riesgo tradicionales. (153-
161).

5.8. Tejido 6seo

5.8.1 Definicién

El tejido 6seo es un tipo especializado del tejido conectivo, constituyente principal de los
huesos en los vertebrados. Estda compuesto por células y componentes extracelulares
calcificados que forman la matriz 6sea. Se caracteriza por su rigidez y su gran resistencia
tanto a la traccion como a la compresién. La caracteristica que distingue al tejido 6seo de los
otros tejidos conjuntivos es la mineralizacion de su matriz 6sea.

El hueso tiene tres funciones principales: mecanica o de sostén, la cual permite la insercion
muscular y, por ende la locomocién; de proteccién de oOrganos vitales como el cerebro,
corazén y pulmones, al igual que la médula 6sea, y de tipo metabdlica la cual permite la
homeostasis de diferentes iones principalmente calcio y fésforo (ver figura 25) (162).

Cartilago Articular

:
; f'
Epifisis “‘\\ y l\ =

Hueso
Esponjoso

Diafisis

Cavidad
Medular
HUESO CORTO

Hueso
Compacto

Tabla
Externa
Diploide Tabla
Interna
Periostio

HUESO PLANO
HUESO LARGO

Figura 25.- Composicién y tipos de hueso
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El hueso es un tejido muy activo, el cual permanentemente esta eliminando tejido viejo
(actividad resortiva 0 de remodelado) y formando tejido nuevo (actividad formativa o de
modelado). El conjunto de estas actividades se conoce como recambio 0seo y debe
realizarse en una forma balanceada, de tal manera que a pesar de esta gran actividad
metabdlica, el hueso permanece con su integridad anatomica y estructural.

Para entender el funcionamiento normal del recambio 6seo en lo que se refiere a la funcion
de sostén y las enfermedades que se derivan de las alteraciones de estos mecanismos, es
importante conocer la composicion del hueso normal, las células involucradas en el recambio
0seo, las fases de este recambio, el concepto de calidad ésea, las funciones del
mecanostato, las situaciones que determinan su mal funcionamiento y el posible enfoque
fisiopatol6gico. (163)

5.8.2. Composicion del hueso normal

El hueso es un tejido conectivo mineralizado, compuesto por una parte no celular (material
osteoide), la cual a su vez presenta dos fases (proteica y mineral), y otra celular, como se
muestra en la figura 26.
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Figura 26.- Componentes del tejido 6seo

El hueso esta formado por tres componentes:
v' Matriz organica u osteoide: 90% esta constituido por colageno tipo I, el resto lo
componen otras proteinas como la osteocalcina, osteonectina, osteopontina.
v Matriz mineral: calcio y fosfato en forma de cristales de hidroxiapatita.
v' Células: entre las que destacan:
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v' Osteoblastos: son células mononucleares que sintetizan colageno tipo | y
otras proteinas no colagenas como la osteocalcina. Ademas, intervienen en el
proceso de mineralizacion.

v' Osteoclastos: son células multinucleadas secretoras de enzimas y proteasas
que disuelven la matriz mineralizada y rompen la matriz organica.

5.8.2.1. Componentes no celulares

La fase proteica esta compuesta principalmente por coldgeno (70% del peso seco) y el 95%
de las proteinas. El colageno es predominantemente tipo 1, el cual consiste en tres cadenas
de polipéptidos dos al y una a2, que conforman estructura en helix.

Las otras proteinas no coldgenas son la osteocalcina, de importancia en la formacion de
hueso nuevo, siendo su formacién dependiente de las Vitaminas K y D, constituida por tres
residuos y-carboxiglutamicos las cuales le confieren afinidad por el calcio y capacidad
reguladora durante la mineralizacion, es sintetizada por el osteoblasto, siendo sus niveles
séricos un indicador de la actividad de estas células (actividad osteoblastica); y por el
osteocito, al ser sometido a fuerzas mecénicas que estimulan la remodelacion 6sea. La
osteonectina, actia como un complejo con la fosfatasa acida que une colageno, calcio e
hidroxiapatita. La fase mineral consiste en hidroxiapatita: Ca;q(PO4)s(OH),

5.8.2.2. Componentes celulares

» Células Osteoprogenitoras.
La célula osteoprogenitora deriva de la célula madre mesenquimatica, es una célula de
reposo que puede transformarse en un osteoblasto y secretar matriz 6sea.

» Osteoblastos.
Los osteoblastos son las células osteoformadoras al generar depdsito activo de material
osteoide. Se disponen en forma de capa epitelioide en la superficie 6sea. Estas células
tienen estructura poligonal y aplanada con mdltiples prolongaciones en forma de huso. El
nucleo se ubica en el lugar mas alejado de la superficie 6ésea. El citoplasma es basofilo y
contiene abundantes aparatos de Golgi, vacuolas citoplasmaticas con precursores de matriz
Osea y abundante reticulo endoplasmico rugoso, lo cual la capacita para su gran actividad de
sintesis proteica. Los osteoblastos sintetizan la mayoria de las proteinas encontradas en el
hueso: colageno tipo |, osteocalcina, osteonectina, osteopontina, proteoglicanos y proteinas
morfogénicas del hueso. Ademas sintetiza fosfatasa alcalina y receptores de superficie para
vitaminas, hormonas y citocinas. La osteopontina y la osteonectina se encargan de la
adhesion celular.
Los osteoblastos sintetizan la mayoria de las proteinas encontradas en el hueso: colageno
tipo |, osteocalcina, osteonectina, osteopontina, proteoglicanos y proteinas morfogénicas del
hueso. Ademas sintetiza fosfatasa alcalina y receptores de superficie para vitaminas,
hormonas y citocinas. La osteopontina y la osteonectina se encargan de la adhesion celular
(164).
Los osteoblastos expresan también moléculas de adhesién: ICAM-1, V-CAM-1, Funcién de
los linfocitos asociados al antigeno 3 (LFA-3), miembros de la superfamilia de las
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inmunoglobulinas. Las células T tienen capacidad de adherirse a los osteoblastos, ya que
poseen los ligandos de dichas moléculas de adhesion: LFA-1, VLA-4 y el CD2,
respectivamente. La funcion de esta adhesion es la generacion de sefiales de activacion las
cuales facilitan la producciéon de citocinas, como la IL-1 y el TNF-a, en el contexto de
procesos inflamatorios. Estas citocinas a su vez pueden activar los osteoclastos, siendo esta
una de las vias para la generacién de osteopenia yuxtaarticular en procesos inflamatorios
articulares como el que se presenta en artritis reumatoide. Algunos investigadores sugieren
la presencia de citocinas provenientes del sistema inmune, como factor coadyuvante en
desarrollo de la osteoporosis postmenopdausica (165,166).

» Osteocitos.
Es la célula 6sea madura, y esta encerrado en la matriz 6sea (osteoide), que fue secretada
como osteoblasto; su funcion es de mecano-transduccion, es decir, la célula es capaz de
responder a una fuerza mecéanica aplicada al hueso con diferentes estimulos mecéanicos.
También altera la expresion genética y el mecanismo apoptético celular.

» Células de Revestimiento 6seo.
Son células que derivan de los osteoblastos y tapizan el tejido 6seo que no estid remodelado.
Cuando se localiza en la superficie externa son células periosticas. Y cuando tapizan la
superficie interna del hueso se denominan células endésticas. Su principal funcion es de
mantenimiento y nutricibn de los osteocitos incluidos en la matriz 6sea subyacente y
regulando también el movimiento de calcio hacia el hueso y viceversa.

» Osteoclasto

Los osteoclastos son células que llevan a cabo la resorciéon de hueso viejo, a través de una
activa digestion proteolitica. Son células grandes multinucleadas, parecidas a los
macrofagos, cuyos precursores son macréfagos mononucleares (monocitos), los cuales son
liberados a la sangre y captados en sitios de resorcidn ésea, fusionandose con otros y
formando el osteoclasto. Esta célula en plena actividad forma tuneles profundos en la
superficie del hueso compacto, generando cavidades. Los osteoblastos tienen progenitores
mesenquimatosos los cuales son llamados “unidades de formacion de colonias de
granulocitos y macréfagos” (CFU-GM). La diferenciacion se lleva a cabo en un
microambiente especial donde participan diversas hormonas, factores de crecimiento y
citocinas.

Las CFU-GM evolucionan a monocito, macréfago y posteriormente a osteoclasto por la
participacién de IL-1, IL-3, IL-11, TNF-a, GM-CSF, M-CSF y el factor inhibitorio leucémico
(LIF). Existe sinergismo entre la IL-3 y la IL-6 para la formacién de precursores de
osteoclastos y el incremento de la sintesis de GM-CSF. La presencia simultanea de un
aumento de la IL-6 y la IL-1 lleva a una activacioén osteoclastica ex vivo, en cocultivo con
osteoblastos. Es evidente la interaccidn permanente osteoblasto-osteoclasto (ver figura 27)
(167, 168).
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5.8.3. Remodelado 6seo

Los marcadores 0seos bioquimicos son un reflejo de este proceso de remodelacion y
pueden ser medidos en sangre y en orina.
El remodelado 6seo puede ser dividido en las siguientes fases (ver figura 28):

v' Fase quiescente o de reposo:
Se dice del hueso en condiciones de reposo. Los factores que inician el proceso de
remodelado adn no son conocidos.

v" Fase de activacion:
El primer fenébmeno que tiene lugar es la activacion de la superficie 6sea previa a la
reabsorcion, mediante la retraccion de las células limitantes (osteoblastos maduros
elongados existentes en la superficie endostica) y la digestion de la membrana enddstica por
la accién de las colagenasas. Al quedar expuesta la superficie mineralizada se produce la
atraccion de osteoclastos circulantes procedentes de los vasos proximos (169).

v Fase de reabsorcion o resorcion:
Seguidamente, los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral y a descomponer la
matriz osteoide. Este proceso es acabado por los macréfagos y permite la liberaciéon de los
factores de crecimiento contenidos en la matriz, fundamentalmente TGF-B (factor
transformante del crecimiento §), PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaguetas),
IGF-Il y Il (factor andlogo a la insulina | y 11).
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v' Fase de formacion:

Simultaneamente en las zonas reabsorbidas se produce el fenbmeno de agrupamiento de
preosteoblastos, atraidos por los factores de crecimiento que se liberaron de la matriz que
actlan como quimiotacticos y ademas estimulan su proliferacion (170). Los preosteoblastos
sintetizan una sustancia cementante sobre la que se adhiere el nuevo tejido y expresan
BMPs (proteinas morfogenéticas 6seas), responsables de la diferenciacion. A los pocos dias,
los osteoblastos ya diferenciados van a sintetizar la sustancia osteoide que rellenara las
zonas horadadas.

v" Fase de mineralizacion:
A los 30 dias del depdsito de osteoide comienza la mineralizacion, que finalizar4 a los 130
dias en el hueso cortical y a 90 dias en la regién trabecular. Y de nuevo empieza la fase
quiescente o de reposo. (171)

5.8.3.1. Factores reguladores del remodelado 6seo

El balance entre la reabsorcién y la formacién 6seas esta influido por una serie de factores,
interrelacionados entre si, como son factores genéticos, mecanicos, vasculares,
nutricionales, hormonales y locales.

v' Factores genéticos
Son determinantes muy importantes en el pico de masa 6sea, ya que entre el 60 y el 80% de
ésta se encuentra determinada genéticamente (172). Asi los sujetos de raza negra poseen
una masa Gsea mayor que los de raza blanca y éstos mayores que la raza amarilla. La
constitucion Osea se transmite genéticamente, por lo que, la predisposicion a padecer
osteoporosis es mayor en hijas de madres que la padecen (173).

v Factores mecanicos

La actividad fisica es imprescindible para el correcto desarrollo del hueso. Se cree que la
accion muscular transmite al hueso una tension que es detectada por la red de osteocitos
incluida en el interior del fluido 6seo. Estos osteocitos producen mediadores como
prostaglandinas, NO e IGF-I, que estimulan tanto su actividad como la de los osteoblastos y
originan una mayor formacion ésea. Y por el contrario, la falta de actividad muscular, el
reposo o la ingravidez tienen un efecto deletéreo sobre el hueso, acelerando la reabsorcién
(174).
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v Factores vasculonerviosos
Trabajos previos de Trueta y cols. 1963, (175) indican que la vascularizacién es fundamental
para el normal desarrollo éseo, permitiendo el aporte de células sanguineas, oxigeno,
minerales, iones, glucosa, hormonas y factores de crecimiento. La vascularizacién constituye
el primer paso para la osificacion: los vasos sanguineos invaden el cartilago y
posteriormente se produce la reabsorcion ésea por los osteoclastos, procedentes de los
vasos préximos. Igualmente, la neoformacion vascular es el primer evento en el fenébmeno
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de la reparacion de fracturas o de la regeneracion ésea, ya que la existencia de oxigeno es
fundamental para que se produzca la restitutio ad integrum (restauracion total) y no tejido
fiboroso. Ham, en 1952 constaté este fenébmeno (176), al observar que los osteocitos se
mueren cuando estan lejos de un capilar (la distancia maxima es de 0.1 mm).

La inervacién es necesaria para el funcionamiento fisiol6gico normal 6seo. El hueso es
inervado por el sistema nervioso autonomo y por fibras nerviosas sensoriales. Se han
encontrado fibras autbnomas en periostio, endostio, hueso cortical y asociadas a los vasos
sanguineos de los conductos de Volkmann, asi como neuropéptidos y sus receptores en el
hueso. Como ejemplos de la importancia de la inervacion en la fisiologia ésea son la
osteopenia y la fragilidad 6sea presentes en pacientes con desérdenes neuroldgicos, asi
como la menor densidad mineral ésea existente en mandibulas denervadas.

v' Factores nutricionales
Este factor puede ser modificado. Se necesita un minimo de calcio para permitir la
mineralizacién que la mayoria de los autores cifran en unos 1,200mg diarios hasta los 25
afos; después y hasta los 45, no debe ser inferior a 1 g y tras la menopausia debe ser por lo
menos 1,500 mg al dia. Asi mismo, se conoce que habitos como el consumo del tabaco,
cafeina, alcohol y exceso de sal constituyen factores de riesgo para la aparicion de
osteopenia.

v Factores hormonales

El desarrollo normal del esqueleto esta condicionado por el correcto funcionamiento del
sistema endocrino, fundamentalmente de la hormona somatotropa (GH) y las hormonas
calcitrépicas (parathormona, calcitonina y metabolitos de la vitamina D). Las hormonas son
mensajeros sistémicos que actlan a distancia de su lugar de produccién (efecto endocrino),
pero también regulan la sintesis y accion de los factores locales, que intervienen
directamente en el metabolismo celular (efectos autocrino y paracrino).

Las hormonas mas importantes que intervienen en la fisiologia 6ésea son:

v' Calcitonina
Producida en las células C o parafoliculares del tiroides, es inhibidora de la reabsorcién
Osea, al reducir el nimero y la actividad de los osteoclastos. Sin embargo, esta accion es
transitoria, ya que los osteoclastos parecen volverse “impermeables” a la calcitonina en
pocos dias (177).

v' 1,25(0H)2 vitamina D3 o calcitriol
Hormona esteroidea que favorece la absorcién intestinal de calcio y fosfato y, por tanto, la
mineralizacién 6sea. Es necesaria para el crecimiento normal del esqueleto. Algunos autores
piensan que puede ser producida por células linfociticas o0 monociticas del hueso, ejerciendo
un papel importante como regulador local de la diferenciacién de los osteoclastos (178).

v" Andrégenos
Tienen un efecto anabolizante sobre el hueso, a través del estimulo de los receptores de los
osteoblastos. Asimismo, actian de mediadores en el pico de GH existente en la pubertad.
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Mientras que la deficiencia androgénica se asocia a una menor densidad ésea, la
administracién de testosterona en jévenes antes del cierre epifisario incrementa la masa
Osea. lgualmente, las mujeres con exceso de androgenos presentan densidades déseas mas
altas.

v' Estrégenos

Son esenciales para el cierre de los cartilagos de conjuncion y se ha descubierto que juegan
un papel importante en el desarrollo esquelético tanto femenino como masculino durante la
adolescencia. Los estrégenos tienen un doble efecto sobre el metabolismo 6seo: por un lado
favorecen la formacion ésea al aumentar el nUmero y funcion de los osteoblastos y por otro
lado, disminuyen la reabsorcién. Se han descrito receptores de estrégenos en osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos humanos. Investigaciones recientes han comprobado que los
estrogenos pueden aumentar los niveles de osteoprotegerina (OPG), proteina producida por
los osteoblastos que inhibe la reabsorcion (179), por lo que podrian jugar un papel
importante en la regulacion de la osteoclastogénesis. Es por esto que la deficiencia de
estrogenos durante la menopausia constituye el factor patogénico mas importante de la
pérdida 6sea asociada a la osteoporosis.

v" Progesterona
Es igualmente anabolizante sobre el hueso, bien directamente, a través de los osteoblastos,
que poseen receptores para la hormona o bien de forma indirecta, mediante la competencia
por los receptores osteoblasticos de los glucocorticoides.

v" Insulina
Estimula la sintesis de la matriz directa e indirectamente, a través del aumento de la sintesis
hepatica de IGF-I.

v" Glucocorticoides
A dosis altas tienen efectos catabdlicos sobre el hueso, ya que inhiben la sintesis de IGF-I
por los osteoblastos, y suprimen directamente la Proteina Morfogénica de hueso tipo 2
(BMP-2) y el Cbfal, factores criticos para la osteoblastogénesis (180). Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que a dosis fisiologicas tienen capacidad osteogénica
favoreciendo la diferenciacion osteoblastica (181).

v" Hormona de crecimiento (GH)
Tiene dos acciones sobre el hueso, directa e indirecta. La GH actlua directamente sobre los
osteoblastos, con receptores para la hormona, estimulando su actividad, lo que produce un
aumento en la sintesis de colageno, osteocalcina y fosfatasa alcalina. La accién indirecta se
produce a través del aumento de la sintesis de IGF-1y Il por los osteoblastos. Estos factores
favorecen la proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos, aumentando su ndamero y
funcion.
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Desde hace unos afios se viene considerando a la GH como un factor de crecimiento local,
ya que no solo se sintetiza en la adenohipdfisis, sino en casi todas las células del organismo,
incluidos los osteoblastos (182), teniendo un efecto autocrino y paracrino, ademas de
endocrino.

v' Factores locales
El remodelado 6seo también esta regulado por factores locales, entre los que destacan los
factores de crecimiento, las citocinas y recientemente se han implicado las proteinas de la
matriz 6sea, como moduladoras de la accion de otros factores locales (cuadro 8). Las células
del hueso también juegan un papel importante por la produccién de prostaglandinas y 6xido
nitrico, asi como de citocinas y factores de crecimiento.

v' Factores de crecimiento
Son polipéptidos producidos por las propias células 6seas o en tejidos extra-0seos, que
acttan como moduladores de las funciones celulares, fundamentalmente sobre el
crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular (cuadro 8).

v" IGF-l y Il (Factor de Crecimiento ligado a la Insulina Tipo 1 y II)

Los factores de crecimiento analogos a la insulina son polipéptidos similares a esta hormona
sintetizados por el higado y los osteoblastos. Se hallan en gran concentracion en la matriz
osteoide (183). Incrementan el nimero y funcién de los osteoblastos, favoreciendo la sintesis
de colageno. Circulan unidos a proteinas de union (IGFBP de IGF-binding proteins) que a su
vez pueden ejercer efectos estimulatorios o inhibitorios sobre el hueso. Los IGFs estan
regulados por hormonas y factores de crecimiento locales; asi la GH, los estrégenos y la
progesterona aumentan su produccién, mientras que los glucocorticoides la inhiben.
Asimismo, median en la interaccidon osteoblasto-osteoclasto e intervienen de forma activa en
el remodelado 6seo (184). El IGF-Il es el factor de crecimiento mas abundante de la matriz
Osea, es importante durante la embriogénesis, pero sus efectos sobre el esqueleto ya
desarrollado actualmente se desconocen (185).
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Cuadro 8 - Factores locales reguladores del remodelado 6seo

Fstimulan formacion Estimsilan reabsorcion Inhibei reabrorcion
BMP-2 {Proteina morfogenética dsea-2) TNF (Factor de necrosis tumoral)
BMP-4 (Proteina morfogenética osea-d) EGF {Factor de crecimiento epsdérmico)
Factores BMP-6 (Proteina morfogenclica dsea-6) PDAGF (Factor de crecimiento derivado
de BMP-T (Proteina morfogenética osea-T) de las plaquetas
creciuibents IGF-1 (factor andlogo a la insulina 1) FGF (Factor de crecimiento fibroblastico)
IGF -1l (Factor andlogo a la insulina I1) M-CSF (Factor estimulante de colonias
TGF-p (Factor transformante del de macrofagos)
crecimiento f) GM-CSF (Factor estimulante de colonias
FGF (Factor de crecimiento fibroblistico) | de granulocitos y macrofagos)
PDGF (Factor de crecimiento dervado de
las plaguetas)
VEGF (Factor de crecimiento vascular
endotelial)
IL-1 (Interleuquina - 1)
1L (Interleuquina -6)
IL-8 i Interlenquina -5)
IL-11 {Interkeuguina -11) - "
Citoguinas PGE: (Prostaglandina E-2) P
PGE:(Prostaglandina E-1) { Interleuquina-d)
PGG: (Prostaglandina G-2)
PGl: (Prostaglandina 1-2)
PGH:(Prostaglandina H-2)

5.8.4. Marcadores bioquimicos del metabolismo 6seo

Los marcadores bioquimicos del metabolismo éseo son interesantes desde un punto de vista
clinico para evaluar el proceso de remodelado. Asi hay marcadores de formacién 6sea,
como la fosfatasa alcalina, osteocalcina y procolageno tipo | (PICP) y marcadores de
reabsorcion, tales como la hidroxiprolinuria y la fosfatasa acida resistente a tartrato. De los
11 marcadores bioquimicos mas frecuentemente usados para medir la formacion y
reabsorcién Oseas, 9 son proteinas de la matriz extracelular (186). Los marcadores de
osteoformacion son productos de los osteoblastos en diferentes estadios de diferenciaciéon
(186) (cuadro 9).
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Cuadro9 .- Marcadores del metabolismo dseo

FORMACION REABSORCION
OCN: especifica de hueso y dentina (tejidos TRAP: Poca especificidad
mineralizados). Es sintetizada por los osteoblastos v IcTP

liberada en pequedias concentraciones a la circulacion. Es
vitamina K y D dependiente. Cuando aumenta, indica un
aumento del tum-over osed.

PICP: poca sensibilidad. Se libera en una proporcion de
1alalacirculacién

ALF: poca sensibilidad v especificidad en osteoporosis.
Calcio/Creatinina

PLASMA

Caleio

Hidroxiprolina: poca sensibilidad (hidroxiprolina también
procede de la dieta). Buen marcador en situacicnes de
reabsorcidn exagerada, por ejemplo en la enfermedad de Paget.
Hidroxilisina: mejor marcador que el anterior.

Piridolinas: el mas prometedor marcador de reabsorcion. En el
hueso humano hay una proporcion de 3 a | de piridolinas
respecto a deoxipindinolinas. Se iberan por 1a onina en un 40%
de forma hbre v un 60% unidos a proteinas plasmancas. Son ¢l
marcador mas sensible, Son especificos para el mn-over dseo v
s¢ correlaciona con la pérdida de masa 0sea en la osteoporosis.
INTP

ORINA

Osteocalcing; PICP: Propéptido carboxiterminal del procoligeno I; ALP: Fosfatasa alcalina; TRAP: Fosfatasa acida tartrato resistente; ICPT:

Tebopéptido carboxiterminal del procolageno I; INTP: Telopéptido aminoterminal del procolageno |

5.8.4.1. Marcadores de formacién Osea

Todos son proteinas sintetizadas por los osteoblastos.

v' Fosfatasa alcalina 6sea
Los osteoblastos son ricos en FA 6sea. Es una de las isoenzimas de la fosfatasa alcalina.
Junto con la hepatica intestinal y placentaria forman la fosfatasa alcalina total.
Se eleva en la infancia y adolescencia (debido al crecimiento), en las fracturas éseas, en la
enfermedad maligna 6sea (primaria 0 metastasica), el hiperparatirodismo primario y
secundario y la Enfermedad de Paget del hueso.

v Osteocalcina

Es la mayor proteina no colagena del hueso. Su concentracidn en suero refleja la actividad
osteoblastica. Ademés del hueso, también se encuentra en la dentina. Su incremento en el
suero se asocia a la mineralizacion del hueso pero las concentraciones no son siempre
paralelas a las de la fosfatasa alcalina 6sea. La disminucion del aclaramiento renal puede
elevar las concentraciones séricas de osteocalcina.

La osteocalcina en sangre esta presente en muy variadas formas que derivan de la
fragmentacion de la molécula intacta. Debido a la heterogeneidad de los anticuerpos usados
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en la medida de la osteocalcina y su diferente interaccién con los multiples fragmentos, los
valores obtenidos con distintos kits comerciales no pueden ser comparados entre si.

La OCN aumenta durante el crecimiento, en el hiperparatirodismo primario y secundario, en
el hipertiroidismo y en la insuficiencia renal. Disminuye en el hipotiroidismo y en el
tratamiento con corticoides.

v" Propéptidocarboxiterminal de procolageno tipo | (PICP)
El procolageno | es una molécula precursora del coldgeno tipo I. Su cuantificacién da una
idea de la velocidad de sintesis del colageno tipo I.
Cualquier tejido que sintetiza colageno tipo | (hueso, piel) libera propéptidos lo que hace a
este marcador menos especifico que la osteocalcina o la fosfatasa alcalina 6sea. Aumenta
en la enfermedad de Paget del hueso y la menopausia. Disminuye en los tratamientos con
estrogenos, con bifosfanatos o calcitonina (188).

La relacion entre baja masa O6sea, fracturas y mortalidad cardiovascular esta bien
documentada. En mujeres con baja masa Osea existe un aumento de la mortalidad
cardiovascular que oscila entre un 22 y un 40% por cada descenso de una desviacion
estandar (DE) de la densidad mineral 6sea (DMO) (189, 190)y en varones por cada aumento
de una DE en la DMO de cadera disminuye un 24% la mortalidad cardiovascular (191).
Ademads, los casos de fallecimiento por enfermedad cardiovascular son un 30% mas
frecuente en mujeres con fractura vertebral (192).

Existe una interrelacién entre los marcadores de arterioesclerosis y la enfermedad ésea. Asi,
la mayoria de los estudios transversales han descrito una asociacion inversa entre la
presencia, la intensidad y la progresion de la calcificacién a nivel de aorta abdominal y la
masa 0sea a nivel lumbar y femoral, tanto en mujeres posmenopausicas como en varones.
Ademas, la calcificacién adrtica se asocia un mayor riesgo de fractura de cadera en mujeres
posmenopausicas. La ateromatosis carotidea, otro marcador de enfermedad cardiovascular,
se ha asociado con una menor masa 6sea en mujeres posmenopausicas y con un aumento
del riesgo de fractura no vertebral. De forma analoga, la presencia de fractura vertebral se
asocia a un mayor riesgo de presentar placa carotidea en mujeres posmenopausicas con
DMO vy la pérdida de masa 6sea medida en metacarpo esta asociada con la progresion de la
arterioesclerosis aortica en mujeres (193-197).

La osteoprotegerina (OPG) es una proteina de la familia de los TNF que regula el proceso de
osteoclastogénesis a través de la inhibicion de RANKL, receptor activador del factor nuclear
kappaB. El sistema OPG/RANKL es un factor critico que determina el grado de activacién de
los osteoclastos vy, por lo tanto, el grado de destruccion 6sea. La OPG es secretada por los
osteoblastos o células osteoformadoras y también por células vasculares entre ellas células
endoteliales y células musculares de las arterias coronarias (ver figura 29). Datos recientes
sugieren que la OPG puede ser un factor importante regulador de la calcificacion arterial y
que puede constituir un indicador de lesién vascular. Adema4s, la relacion que existe entre
mayores concentraciones de OPG y una mayor incidencia y mortalidad por enfermedad
cardiovascular se ha confirmado en distintas poblaciones de estudio (198).



“Determinacion de las concentraciones séricas del Inhibidor del Activador de P/ﬂ;’mim’jeno 1 (PA9-1) b Osteocalcina,

como marcadores de ‘Rie:yo Cardiovascular, en mujeres ﬁo:’menopﬁimicm con Sindrome Metahdlico.”

Preosteodlastos
ogeoblastos Preosteoblastos
ctivos Céluk Osteoblaaas
elhos Osteocitos
‘. monon cleares
superficie dsea u
en reposo ruqn Fase reversa + Formaaon Mineralizacion
Adipoquinas

Figura 29.- Representacion esquematica de la interrelacion entre células éseas,
sistema vascular, tejido adiposo y metabolismo energético.

Los osteoblastos son la fuente de la osteoprotegerina (OPG), y de La osteocalcina (OC). La OC ha demostrado ejercer
efectos sobre el metabolismo energético a través de los cuales podria también influir en la enfermedad cardiovascular. La OPG no
solo inhibe [a reabsorcion 0sea, sino que también esta implicada en la incidenciay gravedad de la enfermedad cardiovascular. Por
ultimo, el tejido adiposo secreta adipocinas con influencia sobre Las células oseas y también sobre el arbol vascular.

5.8.5. Osteocalcina

Figura 30.- Osteocalcina

5.8.5.1. Generalidades

La osteocalcina es una proteina dependiente de la vitamina K con un peso molecular de
aproximadamente 5800 Daltons. La proteina ha sido implicada como una Proteina GLA
Osea (BGP), debido a los residuos de acido 3-y-carboxiglutamico (GLA) en su estructura
primaria los cuales estan implicados en la unién de calcio e hidroxiapatita. La osteocalcina
es una de las proteinas no colagenas mas abundantes del hueso y constituyen hasta el 3%
de la proteina Osea total. Se piensa que osteocalcina funciona en la formacién del tejido
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0seo a medida que es producida por los osteoblastos, las células necesarias para este
proceso. Ademas la osteocalcina esta directamente influenciada por las hormonas
reguladoras de calcio (calcitonina, hormona paratiroidea, vitamina D) que son necesarias en
la mineralizacion normal del hueso. Los niveles de osteocalcina pueden encontrarse
elevados en distintas enfermedades incluyendo la osteomalacia, la enfermedad 6sea de
Paget, el hipertiroidismo, el hiperparatiroidismo primario y la osteodistrofia renal; también se
encuentran elevados los niveles de osteocalcina en la osteoporosis postmenopausica
debido a un incremento o disminucién del metabolismo 6seo. Se han informado niveles
deprimidos de osteocalcina en el hipoparatiroidismo y durante con el tratamiento prolongado
con corticoesteroides.

5.8.5.2. Niveles séricos

Existe variacion diurna entre las 4am y 5 am, el 15%, de la extraccion de sangre ideal es de
8am — 11am. Se eleva en un 20% en la fase lutea.

Osteocalcina intacta:

Hombres: 11.1 —-32.2 ng/mL

Mujeres: 3.8- 30 ng/mL

Osteocalcina N-MidFragment (ECLIA):

Hombres: 11-46 ng/mL

Mujeres:

Premenopausia: 12-41 ng/mL

Post menopausia: 20-48 ng/mL (sin terapia hormonal)

La osteocalcina contiene entre 46 y 50 aminoacidos (Masa molecular = 5210 Da-5889 Da)
dependiendo de las especies. La BGP procedente de hueso humano tiene 49 aminoéacidos
en una Unica cadena polipeptidica y una masa molecular de 5800 Da (199).

Una caracteristica comun es la localizacion de tres residuos Gla en las posiciones 17, 21y
24. Esto ocurre en la mayoria de las especies, pero en humanos recientemente se ha
demostrado que existe una y-carboxilacion incompleta (200), siendo la posicion 17 la que
posee menor porcentaje de y-carboxilacion.

Otra caracteristica es la existencia de un puente disulfuro entre los residuos de Cys de las
posiciones 23 y 29. Es interesante destacar que la zona amino-terminal (N-terminal) de la
BGP es la que muestra mayor variabilidad entre las distintas especies, en contraste con la
gran homologia de la zona central de la molécula, donde estan situados los residuos Gla. La
caracteristica mas notable de los dominios en a-hélice es la periodicidad de los aminoacidos,
cargados e hidrofobicos, a intervalos de tres o cuatro residuos (ejemplo: Gla-17, Gla-21 y
Gla-24). Esto junto con los 3.6 residuos por vuelta de la a-hélice, crea hélices anfipaticas con
superficies anidnicas e hidrofébicas distintas. La periodicidad de la a-hélice de 5.4 A, es
similar a la distancia interatémica de los iones de Ca* en el hidroxiapatita del hueso (201).
Esta caracteristica estructural de la BGP es muy significativa, ya que debe determinar su
interaccion con iones metalicos, hidroxiapatita y otras fases soélidas de fosfato célcico (ver
figura 31).
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Figura 31.- Estructura de la osteocalcina inducida por Ca2+ y su posible interaccion con
el Ca2+ del cristal de hidroxiapatita.

La periodicidad de los tres residuos de acido gama-carboxighutamico (E') en la ostecalcina es
similar a la distancia interatomica de los iones Ca2+ (5.45 A) de la hidroxiapatita del hueso

5.8.5.3. Sintesis de la osteocalcina.

La BGP se encuentra casi exclusivamente en la matriz 6sea y es sintetizada por el
osteoblasto, célula formadora de hueso (202, 203) y por el odontoblasto (204), célula
formadora de dentina. Ademas, se ha demostrado recientemente la presencia de ARNm
para BGP en megacariocitos y plaguetas de rata y de humano, no siendo detectables los
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niveles de BGP al ser medidos por un radioinmunoensayo (RIA) en el extracto de estas
células (205). Aqui su papel fisiologico es desconocido. También se ha encontrado expresion
basal baja de ARNm para BGP, unas mil veces menos que en el tejido éseo, en diversos
tejidos blandos (higado, rifidn, pulmén, cerebro, musculo) procedentes de rata, pudiendo
estar implicada en las calcificaciones patolégicas de estos tejidos. Ademas se ha encontrado
mayor cantidad de ARNmM en aorta humana calcificada (206), hecho ya descrito
anteriormente en el caso de calcificaciones ectopicas (207). A pesar de haber encontrado
expresion de ARNm para BGP en otros tejidos distintos al hueso, este 6rgano sigue siendo
el principal productor de esta proteina, y por tanto puede ser considerada especifica de
actividad osteoblastica La regién hidrofébica dirige a la proteina para su procesamiento en el
lumen del reticulo endopldsmico y la region pro, que es homéloga a las regiones
correspondientes en los factores de coagulacion sanguinea dependientes de vitamina K,
contiene los sitios de reconocimiento de la y-carboxilacion (208). Después de que la region
hidrofébica es eliminada por una peptidasa sefial, la pro-BGP sufre la y-carboxilacion.
Posteriormente el propéptido es eliminado y la proteina madura secretada al exterior de la
célula. La mayor parte de esta proteina se une a la matriz 6sea mineralizada y el resto pasa
a la circulacién, pudiendo ser detectada en el suero por RIA (ver figura 31) (209,210).
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Ficura 32.- Biosintesis de osteocalcina en el oseoblasto
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5.9. Tratamiento de sindrome metabdlico

La mejor forma de comenzar a manejar esta condicion es aumentando la actividad fisica y
bajando de peso. Se pueden utilizar medicamentos para tratar los factores de riesgo, tales
como la HTA o un nivel elevado de glucosa en sangre.

Los pacientes con SMy HTA, dislipidemia y/o diabetes deben ser tratados de acuerdo con lo
que corresponda a cada una de estas condiciones. Un analisis detallado del tratamiento de
todos los componentes del SM excede los objetivos de esta tesis.
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢En mujeres posmenopausicas con SM que presentan alteraciones en los niveles de PAI-1y
Osteocalcina, existe un incremento elevado de factores de riesgo cardiovascular?

7. HIPOTESIS

Las mujeres posmenopausicas con SM y alteraciones en los niveles séricos de PAI-1 y
osteocalcina presentan mayor riesgo cardiovascular.
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8. OBJETIVOS

8.1. Objetivo general

Asociar las concentraciones séricas de PAI-1 y osteocalcina en una poblacion de
mujeres menopausicas sin sindrome metabdlico y con sindrome metabdlico para
establecer riesgo cardiovascular.

8.2. Objetivos particulares

Tomar medidas antropométricas (talla, peso, indice de masa corporal (IMC)
circunferencia de cintura, cadera, cuello y tension arterial (TA)).

Realizar determinaciones bioquimicas de glucosa, hemoglobina glucosilada,
colesterol, triglicéridos, colesterol-HDL y colesterol-LDL.

Clasificar a las pacientes con sindrome metabdlico de acuerdo con los criterios de la
IDF.

Determinar concentraciones séricas de PAI-1 y osteocalcina en pacientes sin
sindrome metabdlico y con sindrome metabdlico.

Evaluar el riesgo cardiovascular en una poblacion de mujeres posmenopausicas sin
sindrome metabdlico y con sindrome metabdlico.
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9. JUSTIFICACION

La obesidad en México es un problema de salud publica, debido a la asociacién de ésta, con
enfermedades crénicas degenerativas, el riesgo cardiovascular, hipertensién arterial DM2 y
dislipidemias. La incidencia del SM aumenta considerablemente debido a que la obesidad es
el principal componente; en mujeres se ha observado que aumenta el riesgo de presentar
SM durante la menopausia y perimenopausia. El riesgo se ve incrementado en gran medida
al déficit de estrégenos en esta etapa. La menopausia esta asociada a multiples alteraciones
metabdlicas, como lo son las lipoproteinas, la accion de la insulina sobre el metabolismo de
carbohidratos, distribucion de la grasa corporal, factores de la coagulacion y funcién
vascular. La obesidad central que se predomina en esta etapa, ha sido asociada con eventos
aterotrombaticos. Entre los hallazgos caracteristicos de esta asociacidon se encuentran la
elevacion del PAI-1, que se produce de manera predominante en los adipocitos viscerales, y
se correlacionan con los eventos trombéticos y cardiovasculares. Por todo lo antes
mencionado, y debido a que existe pocos estudios sobre la asociacion de PAI-1,
osteocalcina y SM en poblacion mexicana en mujeres menopausicas. Este trabajo puede
contribuir al mejor entendimiento de la patologia y de esta manera realizar medidas
preventivas en este grupo etario para evitar complicaciones y secuelas posteriores.
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10. MATERIAL Y METODOS

10.1. Lugar donde se realizo6 el estudio.

v Unidad de Investigacion Médica de Enfermedades Endocrinas del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

10.2. Disefio de investigacién
Transversal, comparativo, descriptivo y observacional
10.3. Universo de trabajo

81 mujeres posmenopausicas con un rango de edad de 45-65 afios que acudan a la consulta
de la unidad de investigacion de enfermedades endocrinas del Hospital de Especialidades,
CMN S. XXI

a) Mujeres en etapa posmenopdusica con SM que acudan al Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

b) Mujeres en etapa posmenopausica sin SM que deseen participar.
10.3.1. Grupos de estudio

Se conformaron 2 grupos de estudio: sin SM y con SM. Para clasificar a las pacientes con
SM se bas6d en los criterios de acuerdo a las definiciones para la practica clinica de la
Federacion Internacional de Diabetes del Consenso del 2006.

Obesidad central (definida por una circunferencia de la cintura >80 cm. en mujeres).
Ademaés de dos de los siguientes componentes:

1. Incremento en las concentraciones de triglicéridos (>150mg/dL)

2. Disminucion del colesterol HDL: < 50 mg/dL en mujeres

3. Incremento de presion arterial (presion sistélica >130mmHg o presion diastélica
>85mmHg), o tratamiento o diagndstico previo de hipertension.

10.3.1.1. Criterios de inclusion
e Tener unrango de edad de entre 45-65 afios
e Pacientes sanas posmenopausicas

e Con diagndstico de SM
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10.3.1.2. Criterios de exclusién
e Pacientes con alteraciones metabdlicas o con diagnostico establecido de DM2
e Terapia con anticoagulantes
e Pacientes que tengan un dispositivo electrénico (marcapasos)
e Antecedentes de infarto o trombosis previas
10.3.1.3. Criterios de eliminacidén
e Pacientes que decidan salir del estudio
e Que no acudan a control
e Que no cuenten con expediente completo
10.4. Variables
10.4.1. Independiente
Presencia y ausencia de SM
10.4.2. Dependientes
PAI-1, Osteocalcina, colesterol, triglicéridos, IMC y glucosa
10.5. Descripcion general del estudio

Se realizé un estudio transversal, descriptivo y comparativo en pacientes de la Unidad de
Investigacion Médica de Enfermedades Endocrinas del Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional Siglo XXI. El grupo de pacientes se integra por 81 mujeres con
rango de edad de 45 a 65 afios, sin SM y con SM de acuerdo a las definiciones para la
practica clinica de la Federacion Internacional de Diabetes del Consenso del 2006. Las
pacientes con DM2, insuficiencia renal y hepdtica, infecciones crénicas, endocrinopatias,
enfermedades hematoldgicas, historia previa de enfermedad cardiovascular, trombosis,
fueron excluidos del estudio. Ademas de los sujetos que se encuentren en tratamiento con
hipolipemiantes, anticoagulantes, hipoglucemiantes orales y antioxidantes.

Este protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Mexicano del
Seguro Social. Las voluntarias fueron completamente informadas y firmaron la carta de
consentimiento correspondiente (Anexo 1).
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10.5.1. Evaluacién clinica y antropométrica

Se realiz6 una historia clinica completa y tomaron sus medidas
antropométricas (Anexo 2). A todas las pacientes se les pes6 y midid sin
zapatos y con ropa ligera en una bascula y estadimetro (Bame).

Las pacientes se colocan en la bascula de manera erguida y sin zapatos
para poder medir su estatura en cm y el peso en Kg (Nivelando la bascula
adecuadamente para no tener variaciones), posteriormente se midio la
cadera, cintura y perimetro del cuello, utilizando una cinta métrica, para
medir la cintura se tomo como referencia la altura del ombligo, pidiendo a la
paciente que se levantara la ropa en dicha zona, y se mantuviera de forma
erguida para evitar interferencias en cuanto a la postura.

Para medir el perimetro del cuello, al paciente se le indica que se levante el

- cabello (en caso de tener cabello largo), y permanezca quieta y erguida.

La medicion de cadera se realiza tomando en consideraciéon las crestas

iliacas como punto de referencia para poder colocar la cinta métrica y realizar la medicion.

Se determind la tension arterial sistolica y diastélica con Baumandmetro Elite de Aneroide
Modelo BA200ER de la siguiente manera:

>

>

Coloque el brazo izquierdo si es diestro y viceversa a la altura del corazon,
apoyandolo en una mesa o el brazo del sillén.
Ponga el manguito alrededor del brazo
desnudo, entre el hombro y el codo.

Identifique y palpe el latido del “pulso braquial”
producido por la arteria del brazo (se localiza a
dos centimetros por encima del pliegue del
codo, en la cara interna del brazo).

Sobre este latido, apoye la campana del
estetoscopio.

Identifique y palpe el latido del pulso radial
(pulso localizado a la altura de la mufieca
cercano al borde correspondiente al

dedo pulgar) en el mismo brazo que  mansmetr
realizara la medicion.

Bombee la pera con rapidez hasta que
la presion alcance 30 mm Hg més de la
maxima esperada o bien lo que es mas
certero, 30 mm Hg por encima del
momento en que desaparecio el pulso
radial que estdbamos palpando (esto

\ Manguito de compresion

Valvula

Pera de goma

Tubuladuras
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ocurre porque al comprimirse el brazo, se comprime la arteria y desaparece el
pulso.

» Desinfle el manguito lentamente observando la escala del tensibmetro, haciendo
que la presion disminuya 2 a 3 mm Hg por segundo.

» En el momento que escuche (ausculte) el primer latido, deberd observar el nivel
gue registra la aguja (menisco en el caso del tensibmetro de mercurio). Ese valor
registrado correspondera a la Presién Arterial Maxima (Sistélica) cuyo valor no
deber& ser mayor a 139 mm de Mercurio (mmHg).

» A partir de ese momento seguiremos desinflando el manguito e iremos
escuchando los latidos que primero crecen en intensidad y luego decrecen.

» En el determinado momento en que dejamos de oir los latidos, realizaremos una
nueva lectura sobre la escala del tensibmetro y en ese momento estableceremos
la Presion Arterial Minima (Diastélica), la que no debera superar los 89 mmHg.

El IMC fue calculado con el peso (en Kg.) dividido entre la talla (en m?), cuadro 10.
10.6. Manejo y atencién del paciente
Los estudios que se realizaron a las pacientes son:

v' Bioquimica clinica (glucosa, hemoglobina glucosilada, colesterol, triglicéridos,
colesterol-HDL y colesterol-LDL)

v" Pruebas selectivas: PAI-1 (ELISA), OCN (Quimioluminiscencia).

Se debe indicar al paciente las condiciones en las cuales es necesario presentarse a la toma
de muestra para el protocolo, Las cuales son:

e Ayuno no mayor de 8-10hrs
e No haber ingerido café y/o bebidas alcohdlicas la noche anterior
e Presentarse con ropa cémoda, sin medias, ni joyas o0 accesorios metalicos.

No llevar talco en cualquier parte del cuerpo, ni maquillaje.
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Cuadro 10.- Escala de grados de obesidad de la OMS

Clasificacion IMC (kg/m?)
Valores Valores
principales adicionales
Bajo peso <18,50 <18,50
Delgadez severa <16,00 <16,00
Delgadez moderada 16,00 - 16,99 16,00 - 16,99
Delgadez aceptable 17,00 - 18,49 17,00 - 18,49
18,50 - 22,99
Normal 18,50 - 24,99
23,00 - 24,99
Sobrepeso 225,00 225,00
25,00 - 27,49
Pre-obeso 25,00 - 29,99
27,50 - 29,99
Obeso Tipo de obesidad 230,00 230,00
. 30,00 - 32,49
Obeso Tipo | 30,00 - 34-99
32,50 - 34,99
. . 35,00 - 37,49
Obesidad Tipo Il 35,00 - 39,99
37,50 - 39,99
Obesidad moérbida Tipo Il 40,00 — 49,99 40,00 — 49.99
Obesidad Extrema Tipo IV =250.00 250.00

10.6.1. Toma de muestra

La toma de muestra se realizé en un horario de entre las 7am y las 8:30am. Se utiliz6 un
sistema de toma mudltiple (ver figura 33), para la recoleccibn de muestra sanguinea,
requerida para los diferentes estudios a realizar (glucosa, hemoglobina glucosilada,
colesterol, triglicéridos, colesterol-HDL y colesterol-LDL y las concentraciones séricas de
PAI-1 y osteocalcina en pacientes sin SM y con SM).
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Figura 33 .- Sistema BD Vacutainer ™ de toma multiple

Se recolectaron 6 tubos con muestra sanguinea, se dividieron en tres pares de los cuales
eran dos tubos sin anticoagulante (tapén rojo), dos tubo con anticoagulante EDTA (tapon
lila) y dos tubos con anticoagulante Citrato de sodio (tapén azul) (Fig. 34).

Figura 34.- Codigo de color en tubos
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e En los tubos de tapdn rojo esperar alrededor de 15min, para la formacién del trombo
y poder centrifugarlo para la extraccion de suero.

e Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min. (Hit Lab Centrifuge CK-
6V)

e Los sueros y plasmas obtenidos se vertieron en tubos Eppendorf (rotulados
adecuadamente con el folio del paciente y con diferente color para su facil
identificacion (de rojo para sueros, negro para plasma con EDTA, y azul para plasma
con Citrato de sodio).

e Los tubos con Citrato de sodio, para la determinacion de PAI-1 fueron manipulados
de la siguiente forma:

e Debe ser el segundo tubo al momento de la toma de muestra

e Después del llenado prefijado con muestra sanguinea, se hace un proceso de
enfriamiento de 2 - 4°C, hasta la separacién del plasma, contenida en tubos
eppendorf para su almacenamiento; se somete a congelacion de -70°C; hasta
la determinacion requerida.

e Los tubos son almacenados en un frigorifico (REVCO) a -70°C hasta su posterior
manipulacion.

e Las determinaciones bioquimicas se describen mas adelante con su respectivo
fundamento.

10.6.2. Analisis corporal

Se realizé el andlisis corporal con un Analizador de Composicion Corporal i0i353 JAWON
(ver figura 35), el equipo mide la impedancia a través del Andlisis de Impedancia Bioeléctrica
(BIA), el método BIA es la forma de analizar la compaosicién corporal por medio de la
resistencia generada por el cuerpo cuando una corriente no dafina pasa a través del mismo;
por lo que es necesario hidratar a las pacientes con una medio litro de agua y esperar media
hora antes de realizar el estudio, para que el cuerpo esté totalmente hidratado y poder
realizar el analisis.
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Figura 35.- Analizador de Composicion
Corporal ioi 353 JAWON

Indicaciones proporcionadas por el operador del equipo:

v' Despojarse de accesorios metalicos (reloj, aretes, pulseras, anillos, cinturén, celular,
gargantillas, lentes)

v' Retirar zapatos y calcetines

v' Pararse sobre las placas metalicas del equipo de manera erguida, mientras se
realiza el andlisis (ver figura 36)

Figura 36.- Postura coirecta

v" Con las palmas de las manos y dedos levantar los electrodos, y en una postura recta
formar un angulo de 30° con los electrodos. (ver figura 37 y 38)
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Fijura 37.- Sujecion de electrodos Figura 38.- Postura corecta

10.6.3. Analisis Bioquimico

Se obtuvieron muestras de sangre venosa antecubital entre las 8:00 y 9:00 a.m., después de
un ayuno de 8 horas. Se colectaron en tubos con EDTA y sin anticoagulante. Las muestras
se centrifugaron a 3500 rpm durante 20 minutos para separar el suero y plasma para
preparar alicuotas de 500 pL que se mantuvieron en congelacion -70 °© C hasta la realizacién
de los ensayos.

Glucosa, colesterol HDL vy triglicéridos, fueron determinados en suero mediante métodos
enzimaticos en el Analizador Quimico Semiautomatizado Ekem Control Lab.

10.6.3.1. Determinacion cuantitativa de glucosa (SPINREACT, S. A. U)

10.6.3.1.1. Principio del método

La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a acido gluconico. El peroxido de
hidrogeno (H,O,) producido, se detecta mediante un receptor cromogénico de oxigeno,
fenol, 4-aminofenazona (4-AF), en presencia de peroxidasa (POD):

GOD
B-D- Glucosa + O, + H,0 — Acido Glucénico + H,0,

POD
H;0; + Fenol + 4-AF ——= Quinona + H,0
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La intensidad de color formado es proporcional a la concentracion de glucosa presente en la
muestra analizada.

10.6.3.1.2. Reactivos

Tabla de reactivos

R TRISpH 7.4 92 mmol/L
Fenol 0.3mmol/L
Glucosa oxidasa 15000U/L
Peroxidasa 1000U/L
4 — Aminofenazona (4-AF) 2.6mmol/L

Colesterol Cal | Patrén primario acuoso de glucosa 100mg/dL

10.6.3.1.3. Procedimiento
1. Ajuste el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

2. Pipetear en tubos (12 x 75) lo siguiente:

Blanco Patron Muestra
R(mL) 1.0 1.0 1.0
Patrén (uL) 10
Muestra (uL) 10

3. Mezclar e incubar 10 min. a 37°C o 30 min. a temperatura ambiente (15-25°C)

4. Leer la absorbancia (AM490-550) (Eken analizador semi-automatico, kontroLab) (A)
del patrén y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El color es estable como
minimo 30 min.

10.6.3.1.4. Calculos

(A) Muestra
(A) Patron

X 100 mg/dL = mg/dL de Glucosaen la muestra

10.6.3.1.5. Valores de referencia

Suero o plasma 60-110mg/dL
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10.6.3.1.6. Significado clinico

La glucosa es la mayor fuente de energia para las células del organismo; la insulina facilita
la entrada de glucosa en las células. La diabetes mellitus es una enfermedad que se
manifiesta por una hiperglucémia, causada por el déficit de insulina.

El diagnostico clinico debe realizarse teniendo en cuenta todos los datos clinicos y de
laboratorio.

10.6.3.2. Determinacion de colesterol total (similar que en glucosa)

10.6.3.2.1. Principio del método

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun la reaccion
siguiente:

Lipasa
Esteres de colesterol ——= (olesterol + Acidos grasos

Col.-oxidasa
Colesterol + O; ——s= colesten-3-ona + H.0,

) Peroxidasa
H:0: + 4-aminofenazona + fenol ——s= Quinonimina +H.0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion del colesterol presente
en la muestra ensayada.

10.6.3.2.2. Reactivos

Tabla de reactivos

R PIPES pH 6.9 90mmol/L
Fenol 26mmol/L
Colesterol esterasa 1000U/L
Colesterol oxidasa 300U/L
Peroxidasa (POD) 650U/L

4-Aminofenazona (4-AF)  0.4mmol/L

Colesterol Cal | Patron primario acuoso de colesterol
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10.6.3.2.3. Procedimiento
1. Ajuste el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

2. Pipetear en tubos (12 x 75) lo siguiente:

Blanco Patron Muestra
R(mL) 1.0 1.0 1.0
Patron (uL) 10
Muestra (pL) 10

3. Mezclar e incubar 5 min. a 37°C o 10 min. a 15-25°C

4. Leer la absorbancia (AM490-550) (Eken analizador semi-automatico, kontroLab) (A)
del patron y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El color es estable como
minimo 60 min.

10.6.3.2.4. Calculos

(A) Muestra X Conc. Patron - mg/dL de colesterol de la muestra

(A) Patron

10.6.3.2.5. Valores de referencia
v EVALUACION DE RIESGO
MENOS DE 200mg/dL ~ Normal
200-239mg/dL Moderado
240 0 mas Alto
10.6.3.2.6. Significado clinico

El colesterol es una sustancia grasa presente en todas las células del organismo. El higado
produce naturalmente todo el colesterol que necesita para formar las membranas celulares
y producir ciertas hormonas. La determinacion del colesterol es una de las herramientas
mas importantes para el diagnostico y clasificacion de las lipemias. El aumento del nivel de
colesterol es uno de los principales factores de riesgo cardiovascular.
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10.6.3.3 Determinacion cuantitativa de colesterol HDL (similar que en glucosa)

10.6.3.3.1. Principio del método

Las VLDL y LDL del suero o de plasma, se precipitan con fosfotugstato en presencia de
iones magnesio. Tras su centrifugacion, el sobrenadante claro, conteniendo las HDL se
emplea para determinar el colesterol HDL.

10.6.3.3.2. Reactivos

v" Reactivo precipitante: Acido fosfotungstico 14 mmol/L
v" Cloruro de magnesio 2mmol/L

10.6.3.3.3. Procedimiento

1. Dosificar en tubos de centrifuga: 10 pL del reactivo del precipitante, 100uL de la
muestra.

2. Mezclar y dejar reposar 10min a temperatura ambiente.
3. Centrifugar a 12000rpm durante 2min.
4. Recoger el sobrenadante y determinar el HDL.
5. Proceder segun lo indicado en la metodologia de la determinacién de colesterol.
10.6.3.3.4. Calculo de LDL
Se calcula mediante la formula de Friedewald:
LDL = colesterol total - (HDL + (Triglicéridos/5)).
10.6.3.3.5. Valores de referencia

v HDL-colesterol

hombres Mujeres
Riesgo menor > 55mg/dL >65 mg/dL
Riesgo normal 35-55 mg/dL 45-65 mg/dL
Riesgo elevado <35 mg/dL <45 mg/dL

v LDL-colesterol
Valores sospechosos a partir de: 150 mg/dL

Valores elevados a partir de: 190 mg/dL
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10.6.3.3.6. Significado clinico

El colesterol transporta por las lipoproteinas de alta densidad a menudo se denomina
colesterol bueno ya que niveles elevados estan relacionados con un menor riesgo

cardiovascular

Un nivel bajo de colesterol HDL es considerado uno de los principales factores de riesgo
cardiovascular.

El diagnéstico clinico debe realizarse teniendo en cuenta todos los datos clinicos y de
laboratorio.

10.6.3.4. Determinacion de triglicéridos (Igual que en glucosa)

10.6.3.4.1. Principio del método

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y acidos grasos libres.
El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de
glicerolcinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato (ADP). El
G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y perdxido de hidrégeno

(H20,)por GPO.

Al final el peroxido de hidrogeno (H,O,) reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-
clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloracion roja:

LPL
Triglicéridos + H,0 =——a=- Glicerol + Acidos Grasos Libres

Glicerolcinasa
Glicerol + ATP ==~ 3P + ADP

GPO
G3P + O: - DAP + H, 0,

POD
H20; + 4-AF + p-Clorofen0l e Quinona + H:0
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10.6.3.4.2. Reactivos

Tabla de reactivos

R GOOD pH 6.3 50mmol/L
p-Clorofenol 2mmol/L
Lipoprotinlipasa 150000U/L
Glicerolcinasa 500U/L
Glicerol -3-oxidasa 3500U/L
Peroxidasa (POD) 440U/L
4-Aminofenazona (4-AF) 0.1mmol/L
ATP 0.1mmol/L

Triglicéridos Cal | Calibrador primario de Triglicéridos

10.6.3.4.3. Procedimiento

1. Ajustar el espectrofotébmetro a cero frente a agua destilada.
2. Pipetear en un tubo 12 x 75:

Blanco Patron Muestra
R(mL) 1.0 1.0 1.0
Patrén (uL) 10
Muestra (pL) 10

Mezclar e incubar 5min a 37*C o 10min a 15-25*C

Leer la absorbancia (A490-550) (Eken analizador semi-automatico, kontro Lab) (A) del

calibrador y la muestra, frente al Blanco del reactivo. El color es estable como minimo 30
minutos.

10.6.3.4.4. Calculos

(A) Muestra
(A) Patron

x mg/dL = mg/dL de Triglicéridos en la muestra

10.6.3.4.5. Valores de referencia
v' Hombres 40-160mg/dL

v' Mujeres 35-135mg/dL
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10.6.3.4.5. Significado clinico

Los triglicéridos son grasas que suministran energia a la célula. Al igual que el colesterol son
transportadas a las células del organismo por las lipoproteinas de la sangre.

Una dieta alta en grasas saturadas o carbohidratos puede elevar los niveles de triglicéridos.
Su aumento es relativamente inespecifico. Diversas dolencias como ciertas disfunciones
hepaticas (cirrosis, hepatitis, obstruccion biliar) o diabetes mellitus, pueden estar asociadas a
su elevacion.

El diagnostico clinico debe realizarse teniendo en cuenta todos los datos clinicos y de
laboratorio.

10.6.3.5. Determinacion de HbA1c (Analizadores roche/Hitachi 912, 913 Cobas®)

La hemoglobina (Hb) es la proteina de pigmentacion roja que se localiza en los eritrocitos y
consiste en 4 grupos hemo. Su funcién principal es el transporte de oxigeno y el diéxido de
carbono en la sangre. Cada molécula de Hb es capaz de fijar cuatro moléculas de oxigeno.

La HbAlc se forma en dos pasos por la reaccién no enzimatica de la glucosa con el grupo
amino N-terminal de la cadena beta de la Hb de los adultos (HbA). El primer paso es
reversible y resulta en la HbAlc, de comportamiento labil. La HbAlc se convierte en un
segundo paso de reaccion a su forma estable. En los eritrocitos, la cantidad relativa de HbA
convertida en HbA1c se incrementa segun la concentracion promedio de glucosa en sangre.
La conversion a HbAlc estable se encuentra limitada por la duracién de la vida media de los
eritrocitos de aproximadamente 100-120 dias. Asi, la HbAlc refleja el nivel promedio de
glucemia de los 2 a 3 meses precedentes. Por eso la HbAlc permite controlar los niveles e
glucemia a largo plazo en individuos con Diabetes Mellitus. Los niveles de glucosa
recientes, tienen una mayor influencia en el nivel de HbAlc. Indicando el nivel medio de
glucemia, la HbAlc permite predecir el riesgo de que se produzcan complicaciones en
diabéticos.

Como rutina clinica, generalmente resulta suficiente determinar la HbAlc cada 3 0 4 meses.
10.6.3.5.1. Principio del método

El presente Test determina las variantes de hemoglobina glucosilada en el término N de la
cadena b con regiones idénticas a la HbAlc reconocibles para el anticuerpo. Puede
emplearse para determinar el estado metabdlico de diabéticos con uremia o con las
hemoglobinopatias mas frecuentes. El método utiliza TTAB? como detergente en el

reactivo hemolizante para eliminar la interferencia producida por los leucocitos.
a) TTAB = Bromuro de tetradeciltrimetilamonio

Hemoglobina A1
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La determinacion de HbAlc se basa en el inmunoensayo turbidimétrico de inhibicion (TINIA)
para sangre completa hemolizada.

v' Muestra y adicién de R1

La glucohemoglobina (HbAlc) en la muestra reacciona con el anticuerpo anti-HbAlc para
formar complejos solubles antigeno-anticuerpo. Debido a que existe un Unico punto
especifico de fijacién para el anticuerpo anti-HbAlc en la molécula de HbAlc, no se forman

complejos.
v" Adicién de R2 e inicio de la reaccion:

Los polihaptenos reaccionan con los anticuerpos anti-HbAlc excesivos y forman un
complejo anticuerpo-polihapteno insoluble que puede ser determinadoturbidimetricamente.

10.6.3.5.2. Reactivos

Tabla de Reactivos y soluciones de trabajo

Tampén MES®: 0.025mol/L; tampén TRISS:
R1 0.015mol/L, pH 6.2; anticuerpoannti-HbAlc
(suero ovino): = 0.5 mg/mL; estabilizadores.

9 Tampon MES: 0.025mol/L; tampén TRIS:
< R2 0.015mol/L, pH 6.2; polihapteno HbAlc: 2
T 8ug/mL; estabilizadores.

3. ¢ Hemolizado derivado de sangre humana y

ovina; TTAB: 9 g/L; estabilizador.

@©
£
% R1 Tampén fosfato: 0.02 mol/lL, pH 7.4
g estabilizadores
[}
T

b) MES = &cido 2-morfolinoetano sulfénico

¢) TRIS = (hidroximetil)-aminometano

10.6.3.5.3. Procedimiento

Emplear Gnicamente tubos o recipientes adecuados para la recoleccion y preparacion de las
muestras (12 x 75).

e Sangre tratada con EDTA o Heparinizada
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Antes de pipetear la muestra mezclar bien para distribuir los eritrocitos homogéneamente,
evitando la formacién de espuma.

Atempere el reactivo hemolizante antes de usar.

Tomar 1mL de reactivo hemolizante + 10pL de muestra de sangre, colocarlos en un tubo 12
X 75.

Mezcle suavemente; evitando la formacion de espuma. El hemolizado esta listo para usar
cuando la solucién haya pasado del color rojo al verde castafio. (Aprox. 1-2 min.).

Leer la absorbancia (Equipo modular Analytics SWA para determinar HbAlc, con
espectrofotdmetro de longitud mdltiple, con 12 longitudes de onda disponibles)

10.6.3.5.4. Calculos
v" Protocolo 1 (HbAlc en mmol/mol segun la IFCC):
El célculo del cociente de le hemoglobina Alc se realiza a través del cociente HbAlc/Hb, es

decir:

HbA1c [g/dL]
mM/M HbA1c = x 1.000

Hb [g/L]

v" Protocolo 2 (HbAlc porcentual segin el DCCT/NGSP):
El céalculo de la concentracién porcentual de hemoglobina Alc se realiza a través de la

formula correctiva:

HbA1c [g/dL]
% HbA1c = (91.5x ) +2.15
Hb [g/L]

10.6.3.5.5. Valores de referencia
v" Protocolo 1 (HbAlc en mmol/mol segun la IFCC): 29-42mmol/mol de HbAlc

v Protocolo 2 (HbAlc porcentual segin el DCCT/NGSP): 4.8-5.9% de HbAlc
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10.6.3.5.6. Significado clinico

Los niveles de HbAlc superiores al intervalo de referencia establecido indica la existencia
de una hiperglucemia durante un lapso minimo de los 2 a 3 meses precedentes. Si la
diabetes no se controla adecuadamente, las concentraciones de HbAlc pueden alcanzar e
incluso superar 195mmol/mol de HbAlc (IFCC) o los 20% de HbAlc (DCCT/GSP).

Los niveles HbAlc inferiores al intervalo de referencia establecido suelen indicar un
episodio reciente de hipoglucemia, la presencia de variantes de Hb o bien la reduccion de
la vida media de los eritrocitos.

10.7. Quimioluminiscencia en la determinacién de Osteocalcina

La quimioluminiscencia se define como la emisién de radiacion electromagnética
(normalmente en la region del visible o del infrarrojo cercano), producida por una reaccion
guimica. La intensidad de la emision es en funcién de la concentracion las especies quimicas
implicadas en la reaccion de quimioluminiscencia, las medidas de la intensidad de emision
pueden emplearse con fines analiticos.

Las determinaciones por quimioluminiscencia pueden ser inmunométricas 0 competitivas.
Son reacciones inmunomeétricas cuando reacciona la hormona a medir con su anticuerpo
correspondiente que estd unido a una fase sdlida y se agrega después un segundo
anticuerpo dirigido contra la hormona, marcada con la fosfatasa alcalina. Posteriormente se
adiciona el dioxetano-PQO, sustrato que es degradado por la enzima desfosforilandolo a un
anion inestable que emite fotones, la cantidad de luz emitida es directamente proporcional a
la cantidad de hormona presente en la muestra.

El sistema IMMULITE 1000 utiliza como fase soélida perlas de plastico recubiertas de
anticuerpo o0 antigeno especificos para cada ensayo, reactivos marcados con fosfatasa
alcalina y un sustrato quimioluminiscente. La perla recubierta se aloja en un dispositivo de
plastico propio, denominado Unidad de Ensayo, que sirve como recipiente de reaccién para
la reaccion inmune, los procesos de incubacion y lavado, asi como para el desarrollo de la
sefal. El sistema IMMULITE 1000 automatiza por completo el proceso de ensayo.

Tras la incubacion de la perla con la muestra y la fosfatasa alcalina, la mezcla de reaccién se
separa de la perla mediante la centrifugacion a alta velocidad de la Unidad de Ensayo sobre
su eje vertical. Los contenidos liquidos al completo (la muestra, el exceso de reactivo y las
soluciones de lavado) se transfieren a una camara de desecho coaxial a la Unidad de
Ensayo. La perla se deja sin marcaje residual unido. La cantidad de marcaje unido es
posteriormente cuantificado con un sustrato de dioxetano que produce luz.

La emision de luz se mide mediante un Tubo Fotomultiplicador y se calculan los resultados
para cada muestra. En la reaccion luminogénica, el sustrato (un fosfato de adamantil
dioxetano) se desfosforila por la accion de la fosfatasa alcalina capturada en la perlita, dando
un anion intermedio inestable. El intermedio inestable emite un fotén en la descomposicion.
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La cantidad de luz emitida es directamente proporcional a la cantidad de fosfatasa alcalina
unida.

OCH,

FOSFATO DE DIOXETANO
(ESTABLE)

QPO

ETIOUJETA DE FOSFATASA ALCALINA

o—0
OCH,

DIOXETANO INESTABLE

g [ + o= = +
\Q LUZ {av)

Reaccion gquimica del sustrato de IMMULITE 1000

10.7.1. Principio del método

IMMULITE/IMMULITE 1000 osteocalcina es un ensayo inmunométrico con dos sitios de
unién, quimioluminiscente en fase sélida. La fase soélida (bola) est4 recubierta de un
anticuerpo monoclonal anti-osteocalcina procedente de ratén. La fase liquida consiste en
fosfatasa alcalina conjugada a anticuerpos policlonales anti-osteocalcina en una soluciéon
tamponada. La muestra del paciente y del reactivo son incubadas juntas, con la perla
recubierta durante 30 minutos. Durante este ciclo la osteocalcina presente en la muestra
forma un complejo tipo sandwich con el anticuerpo monoclonal anti-osteocalcina de la bola y
anticuerpo policlonal de conejo conjugado a la enzima fosfatasa alcalina del reactivo. La
muestra del paciente y reactivo no unido se elimina por lavado y centrifugacion. Por ultimo,
el sustrato se afiade al tubo de reaccién con la bola y la sefial se genera en proporcion a la
cantidad de enzima unida.

Ciclos de incubacion: 1 x 30 minutos.

Tiempo hasta el primer resultado: 42 minutos
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10.7.2. Reactivos

» 10uL de plasma (el recipiente de la muestra debe contener, como minimo, 100 pL
mas que le volumen total requerido) sumergir los tubos en un bafio de hielo
manteniendo una temperatura alrededor de 2-4°C.

» Ajustadores de osteocalcina (LONL, LONH), cada ajustador se debe reconstituir
previamente con 2 mL de agua desionizada y refrigerar.

» Unidad de andlisis de Osteocalcina

10.7.3. Procedimiento

Ingresar los cédigos requeridos para la determinacion de OCN en la computadora del equipo
(ajustadores).

Mantener las muestras en bafio de hielo, aproximadamente 4°C.

Coloca una unidad de reaccion, seguida de una copa en el cual esta contenida la muestra a
analizar en la cadena del equipo.

El equipo automaticamente pipetea las cantidades predeterminadas, para la cuantificacion
10.7.4. Calculos

Los resultados se expresan en ng/mL.

10.7.5. Valores de referencia

Osteocalcina intacta:

Hombres: 11.1 —32.2 ng/mL
Mujeres: 3.8- 30 ng/mL

Osteocalcina N-MidFragment (ECLIA):
Hombres: 11-46 ng/mL
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Mujeres:
Premenopausia: 12-41 ng/mL
Post menopausia: 20-48 ng/mL (sin terapia hormonal).

10.7.6. Significado clinico

La osteocalcina es una proteina de pequefio tamafio, producida por los osteoblastos durante
la formacion ésea, incorporandose dentro de la matriz del hueso. En mujeres normales y en
mujeres con osteoporosis, los niveles de osteocalcina correlacionan positivamente con el
cociente de formacion 6sea, medida por histomorfometria.

Se observan incrementos de osteocalcina en aquellas patologias donde hay un incremento
de la formacién del hueso o, lo que es lo mismo, un aumento en la actividad osteoblastica.
En estos casos las concentraciones de osteocalcina correlacionan bien con otros
marcadores como la fosfatasa alcalina y la histomorfometria 6sea. También aumenta en la
insuficiencia renal aguda, dado su metabolismo renal. Es un marcador de la formacién y
remodelacion Osea.

10.8. Determinaciéon del Inhibidor Activador de Plasminégeno 1 (PAI-1)
(BioVendorResearch and diagnostic Products BMS2033)

PAI-1 se determind en plasma con citrato de sodio a través de Coaliza® PAI-1 de
Chromogenix (Instrumentation Laboratory Milan, Italy) con una sensibilidad de 2.5 ng/mL. Es
un sistema de inmunoensayo en fase sélida (ELISA), para la determinacién cuantitativa del
PAI-1 en plasma humano o sobrenadante de cultivo celular. La medicion se realizé en un
Lector de ELISA

El PAI-1 es sintetizado en diversas células como: las plaquetas, células endoteliales,
placenta, hepatocitos, células del musculo liso vascular y en los monocitos. ElI PAI-1 se
almacena Unicamente en la plaqueta y, se secreta inmediatamente después de su sintesis.
Numerosas sustancias regulan su sintesis a nivel endotelial: endotoxina, interleucina 1 (IL-
1), factor de necrosis tumoral (TNF), trombina y diversos factores de crecimiento aumentan
dicha sintesis, mientras que la insulina es el principal regulador de la sintesis de PAI-1 a
nivel del hepatocito. Las concentraciones normales de PAI-1 son de 7-21 Ul/mL. El PAI-1
presenta un ritmo circadiano, su concentracion plasmatica es mayor por la mafiana y mas
baja durante la tarde o noche.
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10.8.2. Principio del método

Cuadro 11.- Principio del test para PAI-1

Coated Microwell

El anticuerpo humano anti- PAI-1de
recubrimiento es absorbido en micropozos

Y Y Y Y
Y Coating Antibody

First Incubation
El PAI-1 humano presente en la muestra o — r
estandar se une a los anticuerpos absorbidos [
en el micropozo. El conjugado biotina con
anticuerpo humano anti-PAl-1, se afiade y se
une a PAI-1 humano, capturado por el primer
anticuerpo.

X A A

A
YYYY
<> Standard or Sample
E Biotin-Conjugate

. . ., . Second Incubation
Después de la incubacion el conjugado de — —

biotina y el anticuerpo humano anti-PAl-1 se

eliminara durante una etapa de lavado. La
Estreptavidina-HRP se afiade y se une al
conjugado de biotina anticuerpo humano anti-
PAI-1.

Después de la incubacion, la Estreptavidina-
HRP no unida se elimina durante una etapa de
lavado, y el sustrato con HRP se afiade a los
micropozos.

El producto coloreado se forma en proporciéon
a la cantidad de PAI-1 humano presente en la
muestra y/o estandar. La reaccion finaliza al
adicionar acido, se mide la absorbancia a
450nm. Preparar la curva estandar a partir de
7 diluciones de PAI-1 estandar determinada.

ko

<

—>00

44

,—) Streptavidin-HRP

Third Incubation

<>}
—O—110)
)

Y

P= Reacted Substrate




"Determinacion de las concentraciones séricas del Inhibidor del Activador de ﬁ/m’mz’no"geno 1 (PA9-1) Vi Osteocalcina,

como marcadores de ‘Rfﬂjﬂo Cardiovascular, en my’erey pos'menoﬁ&iwimy con Sindrome Metahdlico.”

10.8.3. Reactivos

1 bolsa de aluminio con una microplaca revestidos con anticuerpo monoclonal para PAI-1
humano.

1 vial (100puL) conjugado biotina anticuerpo anti-PAI-1 humano policlonal.

1 vial (150 pL) Estreptavidina-HRP.

2 viales estandar de PAI-1 humano liofilizado, 10000 pg/mL después de la reconstitucion.

1 vial (5 ml) Concentrado Ensayo Tampoén 20x (PBS con 1% de Tween 20 y 10% de BSA).
1 botella (50 ml) de tampdn de lavado concentrado 20x (PBS con 1% de Tween 20).

1 frasco (15 ml) de solucién de sustrato (tetrametil-bencidina).

1 frasco (12 ml) de solucién de parada (acido fosférico 1M).

4 cintas adhesivas transparentes.

10.8.13. Procedimiento

a.

Prediluir las muestras antes de iniciar el procedimiento de prueba. Diluir las muestras
1:50 con buffer de ensayo (1x). Dilucion: muestra de 10uL+ 490 uL de buffer de
ensayo(1x)

Determinar el nimero adecuado de micropozos necesarios para la determinacion de
PAI-1y de los espacios para el blanco y estandar.

Lave la microplaca dos veces con buffer de lavado aproximadamente 400 uL por
micropozo, aspirando completamente el contenido de los micropozos entre cada
lavado, reposando durante 10-15 segundos antes de la siguiente aspirado.
Alternativamente, la dilucion estandar puede ser preparada en tubos: Afadir 100 pL
de buffer de ensayo (1x) en dos columnas a todos los pocillos (estandar). Pipetear
100 pL de estandar preparado (la concentracién = 10000 pg/mL)

Mezclar el contenido de los micropozos Al y A2 en repetidas aspiraciones y
expulsion (concentracion del estdndar 1, S1= 5000 pg/mL), y transferir 100 pL de los
micropozos Bly B2, respectivamente.

Tener cuidado de no rayar la superficie interior de las cupulas. Continie con este
procedimiento 5 veces, formando dos filas de diluciones estandar de PAI-1 humano
que van desde 5000 hasta 78 pg/mL. Deseche 100 L de los contenidos del ultimo
micropozo (G1, G2) utilizada.

En caso de una dilucién externa del estandar pipetear 100 pL de estas diluciones
estandar (S1-S7) en los micropozos estandar de acuerdo con el cuadro siguiente:
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Table depicting an example of the arrangement of blanks, standards
and samples in the microwell strips:

1 2 3 4

A Standard 1 Standard 1 Sample 1 Sample 1
(5000 pg/ml) (5000 pg/ml)

B Standard 2 Standard 2 Sample 2 | Sample 2

(2500 pg/mi) (2500 pg/ml)

C Standard 3 Standard 3 Sample 3 | Sample 3
(1250 pg/ml) (1250 pg/ml)

D Standard 4 Standard 4 Sample 4 | Sample 4
(625 pg/ml) (625 pg/ml)

E Standard 5 Standard 5 Sample 5 |Sample 5
(313 pg/ml) (313 pg/ml)

F Standard 6 Standard 6 Sample 6 | Sample 6
(156 pg/ml) (156 pg/ml)

G Standard 7 Standard 7 Sample 7 | Sample 7
(78 pg/ml) (78 pg/ml)

H Blank Blank Sample 8 | Sample 8

h. Adicionar 100 pL de buffer de ensayo (1x) por duplicado a los micropozos con blanco.
i. Adicionar 50 pL de buffer de ensayo (1x) en los micropozos para la muestra.
j- Adicionar 50 pL de muestra prediluida en los micropozos correspondientes.
k. Cubrir con una pelicula adhesiva e incubar a temperatura ambiente (18 a25 °C)
durante 2 h, con agitacion mecanica a 100rpm.
|.  Prepara la Estreptavidina-HRP.
m. Retirar la cinta adhesiva de la microplaca. Lavar la microplaca 3veces como lo indica
el protocolo de prueba. Proceder inmediatamente a la etapa siguiente.
n. Adicionar 100 pL de Estreptavidina-HRP diluida a todos los micropozos incluyendo
los blanco.
0. Cubrir con una pelicula adhesiva e incubar a temperatura ambiente (18 -25 °C)
durante 1 h, con agitacién mecanica a 100 rpm.
p. Retirar la cinta adhesiva de la microplaca. Lavar la microplaca 3 veces como lo indica
el procedimiento.
g. Pipetear 100 pL de solucién de sustrato TMB a toda la microplaca.
r. Incubar la microplaca a temperatura ambiente (18 — 25 © C) durante 10minutos. Evite
la exposicion a la luz.
El desarrollo del color en la placa debe ser controlado y detener la reaccion del sustrato
antes de que los micropozos positivos ya no sean adecuados. La determinacién del periodo
de tiempo ideal para el desarrollo de color se tiene que hacer individualmente para cada
ensayo. Se recomienda afadir la solucion “stop” (solucidén que detiene la reaccién de
peroxidasa/TMB) cuando, el estandar més alto presente un color azul oscuro intenso.
Alternativamente, el desarrollo de color puede ser detectado por el lector de ELISA a 620
nm. El BMS2033 21 y BMS2033TEN PAI-1 humano la reaccion del sustrato debe detenerse
tan pronto como un estandar ha llegado a la densidad 6ptica de 0,6 a 0,65.
s. Detener la reaccion enzimatica pipeteando rapidamente 100 uL de solucion de “stop”
en cada micropozo. Los resultados deben leerse inmediatamente después de que se
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agrega la solucién de parado dentro de 1 h si las tiras se almacenan entre 2 - 8°C en
la oscuridad.

Leer la absorbancia de la placa en un espectrofotometro usando 450 nm como la
longitud de onda primaria (opcionalmente 620 nm como la longitud de onda de
referencia; 610 nm a 650 nm es aceptable).

10.8.4. Calculos

>

>

Calcularlos valores de absorbancia promedio para cada conjunto de estandares y de
las muestras por duplicado.

Para determinar la concentracion circulante dePAl-1 humano para cada muestra,
primero hay que encontrar el valor de las absorbancias medidas en la ordenada y
extender una linea horizontal a la curva estdndar. En el punto de interseccion, se
extiende una linea vertical a la abscisa y la lectura correspondiente es de la
concentracion de PAI-1 humano.

Si las instrucciones del protocolo se siguieron correctamente, las muestras tienen
una dilucion 1:100 (50 pL 1:50 muestra prediluido + 50 pL de buffer de ensayo (1x)),
la concentracion al leer la curva estandar debe ser multiplicado por el factor de
dilucién (100).

Calculo de la concentracién de las muestras, si esta es superior al estandar del
micropozo 1 dard lugar a concentraciones erroneas, altos niveles de PAI-1 humanos
(Efecto Hook), estas muestras requieren predilucion mas externo de acuerdo con
valores esperados PAI-1 humanos de buffer de ensayo (1x) con el fin de cuantificar
con precision el PAI-1 humano.

Se sugiere que cada instalacion de pruebas establece una muestra control de PAI-1
humano de concentracion conocida y se ejecuta este control adicional con cada
ensayo. Si los valores obtenidos no estan dentro del intervalo esperado del control,
los resultados del andlisis pueden ser validos.

Absorption 450 nm

0.1

0.01 1 T
10 100 1000 10000

Concentration (pg/ml)
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10.8.5. Valores de referencia

Los niveles plasméticos de PAI-1 en sujetos sanos se encuentran entre 0,5-40 U/mL,
mientras que los de PAI-1 antigénico (plaguetario) estan alrededor de 20 ng/mL.

10.8.6. Significado clinico

El sistema activador del plasmindgeno estéd implicado en los procesos de remodelacion del
tejido y juega un papel importante en la invasién tumoral y metastasis. Las principales
proteinas integrantes de este sistema son el activador del plasminégeno tipo urocinasa
(uPA), los inhibidores activadores del plasmindgeno tipo 1 y tipo 2 (PAI-1 y PAI-2) y el
receptor especifico (UPAR).

El inhibidor PAI-1 se une tanto a uPA como al complejo uPA-uPAR. Sus funciones son
numerosas y complejas, pero principalmente controlan la actividad proteolitica e influyen en
la migracion celular y la promocién o inhibicién de la célula tumoral indiferenciada a través de
la interaccién con vitronectina.

Estos factores proteoliticos como prondstico de la enfermedad del cancer han sido
observados en una variedad de tumores, incluyendo céncer de mama, cuerpo uterino,
ovario, estbmago, colon, pulmén, cerebro, higado, vejiga y tejido blando. Analisis
estadisticos de estos factores revelaron que u-PA, u-PAR y PAI-1/2 son estadisticamente
factores prondstico independientes con la facultad de predecir si el paciente esta libre de
enfermedad y/o la sobrevida del mismo.

10.9. Analisis estadistico

Los datos se presentaron con medidas de tendencia central y de dispersion de acuerdo a la
distribucion de los datos. Se utilizé una t de student para analizar los grupos independientes
gue presenten una distribucion normal y una U de Man-Whitney para los grupos
independientes cuando presentan una distribucion no paramétrica.

Considerado con significancia estadistica un valor de p< 0.05. El analisis estadistico se
efectué mediante el paquete SPSS version 19.

10.10. Aspectos éticos

Con relacion a los aspectos éticos, a todos los participantes se les explicé y entreg6 la Hoja
de Consentimiento informado antes de ser incluidos en el estudio. El protocolo fue revisado y
aprobado por el Comité de Investigacion del Hospital de Especialidades del CMN S. XXI,
conforme a los lineamientos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial,
sobre los principios éticos para la investigacion que involucra sujetos humanos, adoptada por
la 182 Asamblea Médica Mundial (Helsinki, 1964), modificada en Tokio Japén (1975). Dicha
declaracién establece los siguientes lineamientos:
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1. EIl objetivo principal de la investigacidén médica en humanos consiste en mejorar los

procedimientos de diagndstico, terapéuticos y profilacticos: asi como la comprensién
de la etiologia y patogénesis de la enfermedad. Aun los métodos profilacticos de
diagnostico y terapéuticos mas probados deben ponerse a prueba de modo continuo,
a través de la investigacion, para su efectividad, eficacia, accesibilidad y calidad.
Constituye el deber del médico, en una investigacion médica, proteger la vida, la
salud y la dignidad del ser humano.

En cualquier investigacion con seres humanos, cada paciente potencial debe estar
debidamente informado respecto a los objetivos, métodos, fuente de los fondos,
cualquier conflicto de intereses, afiliaciones institucionales del investigador, del
mismo modo de los beneficios anticipados y peligros potenciales del estudio; también
de la incomodidad que el estudio pueda implicar. Se le debe informar que tiene plena
libertad de rehusarse a participar en el estudio en cualquier momento, sin ningun tipo
de represalias. Luego de asegurarse que el paciente ha entendido la informacién, el
médico deberd obtener voluntariamente por el paciente, de preferencia por escrito. Si
el consentimiento no se puede obtener por escrito, el consentimiento no escrito se
debe documentar de manera formal y se debe dar testimonio del mismo.

El médico debera informar al paciente acerca de los aspectos de atencion profesional
que se relaciona con la investigacion. La negativa del paciente a participar en un
estudio nunca ha de inferir con la relacion médico-paciente.

10.11. Recursos

10.11.1. Humanos

Médico endocrinélogo, quimicos e investigadores de la UIM de Enfermedades
Endocrinas del Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI, IMSS.

Médicos radiélogos del Departamento de Radiologia e Imagen del Hospital de
Especialidades del CMN Siglo XXI, IMSS.

10.11.2. Materiales

Equipo y material de laboratorio de la UIM de Enfermedades Endocrinas.
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11. RESULTADOS

Se estudiaron 92 pacientes de los cuales 58 pacientes cumplieron con los criterios de
seleccién. Se excluyeron 10 pacientes con diagnostico de DM2, se conformaron dos grupos:

Gl Mujeres sin diagnéstico de SM
Gl Mujeres con diagnéstico de SM.

De un total de 58 pacientes 25 mujeres fue premenopdausicas, con edad un promedio de
49.08 + 4.14 afios y 23 posmenopausicas, con edad de 53.26 + 5.16 afios. Para poder
analizar nuestros datos es necesario clasificar el IMC de nuestra poblacion obteniendo el
porcentaje del grado de obesidad como se muestra en la gréfica 1. Donde se aprecia que en
la poblacién predomind el sobrepeso con 41.67%.

45%

40%

35%

w
NS
X

25%

20%

15%

% de IMC en la poblacion

10%

5%

0%
Normal Sobrepeso Obesidad

Grafica 1.- Porcentaje del IMC en la poblacion estudiada
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De toda la poblacion de pacientes analizadas se obtuvo el porcentaje de mujeres con y sin
SM. 27.08% corresponde a pacientes con diagnéstico de SMy 72.92 % sin este diagndstico.
Como se puede observar en el grafico 2.

FRECUENCIA DE SM EN MUJERES PRE Y POSMENOPASICAS.

27.08%

M Con Dx de SM
m Sin Dx de SM

72.92%

Grafica 2.- Frecuencia de SM en pacientes en estudio.

En la grafica 3 se muestra un subandlisis de los 2 grupos de estudio, en la que podemos
observar que las mujeres premenopdausicas sin SM fueron un 37.50% y las que tienen
diagnéstico de SM representan el 14.58% de la poblacion total. En el caso de las pacientes
posmenopausicas sin SM fueron 35.42% y con SM 12.50%.

Posmenopdusicas
con Dx de SM,
12.50%
Premenopdusicas
Sin Dx de SM,
37.50%

Premenopdusicas
con Dx de SM,
14.58%

Grafica 3.Frecuencia de SM en los subgrupos de estudio.
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En la grafica 4 se representa de manera porcentual la frecuencia de los componentes del
SM, en la poblacién estudiada, circunferencia de cintura (58.33%), HDL- colesterol (47.92%),
triglicéridos (31.25%), presion arterial (4.17%), y glucosa (12.50%).

mCC

B Glucosa
[ P. arterial
B HDL

BTG

Grafico 4.- Frecuencia de los componentes del SM en la poblacion.

Se analizaron las caracteristicas antropométricas y determinaciones bioquimicas de las
pacientes en estudio, resultados se presentan en la tabla 1.
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TABLA 1.- CARACTERISTICAS DE LA POBLACION
PREMENOPAUSICAS | POSMENOPAUSICAS

CARACTERISTICAS (n=25) = 23) Valor de P
EDAD 49.08 + 4.14 53.26 + 5.16 0.003
PESO 69.19 + 13.43 66.59 + 12.53 0.409
TALLA 1.55 + 0.06 1.54 + 0.05 0.759

IMC 27.79 £ 6.96 27.91 + 4.96 0.836

P. CADERA 106.08 + 10.93 102.70 + 10.09 0.219
P. CINTURA 92.42 + 13.10 91.85 + 14.12 0.718
ICC 0.87 + 0.07 0.89 + 0.09 0.369

P. CUELLO 36.46 + 2.54 35.67 + 2.45 0.284
TA SIS 108.60 + 10.66 113.70 + 16.11 0.187

TA DIS 73.60 £ 9.19 76.48 + 10.82 0.333
GLUCOSA 82.08 + 15.76 82.39 + 12.53 0.940
COLESTEROL 217.80 + 38.96 208.83 + 32.24 0.391
TRIGLICERIDOS 150.56 + 83.23 139.13 + 46.15 0.665
HDL 52.60 + 13.83 50.96 + 11.99 0.663

LDL 135.09 + 33.24 130.04 + 29.48 0.582
HBGLI 5.29 + 0.58 5.40 + 0.56 0.498
OCN 5.54 + 2.34 6.49 + 2.94 0.212
PAI-1 27.82 + 19.53 26.67 + 23.49 0.680
MBF 26.48 + 7.84 25.36 + 8.13 0.536

VFA 123.76 + 48.07 133.57 + 59.66 0.680

En la grafica 5 se observan las concentraciones séricas de osteocalcina en mujeres
premenopausica y posmenopausica con los siguientes valores 5.54 ng/dL y 6.49 ng/dL
respectivamente, (p< 0.59).
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[Sérica de OCN ng/dL]

Premenopausicas Posmenopausicas

Grafica 5.- Comparacion de niveles séricos de osteocalcina en pre y posmenopausicas.

En la gréfica 6 se muestran los valores de osteocalcina de los dos subgrupos de la poblacién
premenopausica, donde el 5.17 ng/dL corresponden a las pacientes sin diagnostico de SM, y
6.43 ng/dL a las que tienen SM, (p < 0.08).

Sin Dx SM
@ Dx SM

[Sérica de OCN ng/dL]

Premenopausicas

Grafica 6.- Comparacion de los niveles séricos de osteocalcina en mujeres
premenopausicas
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En la grafica 7 se observan los valores de OCN de la poblacion posmenopausica con y sin
SM. Las concentraciones de OCN en mujeres posmenopausicas sin SM fueron 6 ng/dL y en
las mujeres con SM fueron 7.88 ng/dL, (p < 0.69)

1 Sin Dx de SM
Dx de SM

Posmenopausicas

Gréfica 7.- Comparacibn de los niveles séricos de osteocalcina en mujeres

posmenopausicas

En la gréfica 8 se muestran las concentraciones plasméaticas PAI-1 en los dos grupos,
pacientes premenopausicas 27.82ng/mL, y en las posmenopdausicas es de 26.67 ng/mL.

(p<0.81)

[Plamatica de PAI-1 ng/mL]

28.0
27.8
27.6
27.4
27.2
27.0
26.8
26.6
26.4
26.2
26.0

Premenopdausicas Posmenopausicas

Gréafica 8.- Comparacion de los Niveles plasmaticos de PAI-1 en mujeres pre y

posmenopausicas.

121



“Determinacion de las concentraciones séricas del Inhibidor del Activador de P/ﬂ:’mino'jeno 1 (PA9-1) b Osteocalcina,

como marcadores de ‘Riwyo Cardiovascular, en mujeres poymenopﬁimicm con Sindrome Metahdlico.”

A continuacion en la gréficas 9 se comparan las concentraciones plasméticas de PAI-1 en la

poblacién premenopausicas sin SM y con diagnoéstico de SM. (p < 0.22)

32.0
31.0
30.0
29.0
28.0
o5 27.0
26.0
25.0
24.0
23.0

mL]

[Plasmatica de PAI-1
/

Premenopausicas

M Sin Dx SM
H Dx SM

Gréfica 9.- Comparacion de los Niveles Séricos de PAI-1, en mujeres Premenopausicas

A continuacion en la graficas 10 se comparan las concentraciones plasmaticas de PAI-1 en

la poblacién posmenopausicas sin SM y con diagnéstico de SM. (p < 0.08)
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Grafica 10. - Comparacion entre los niveles Séricos de PAI-1 en mujeres Posmenopausicas
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12. ANALISIS DE RESULTADOS

La obesidad en México es un problema de salud publica, debido a la asociacién de ésta con
enfermedades crénicas degenerativas, el riesgo cardiovascular, HTA, DM2 y dislipidemias; la
prevalencia del SM varia de acuerdo a la definicibn empleada (IDF)para determinarla, asi
como la edad, sexo, origen étnico y sobre todo el estilo de vida.

La prevalencia del SM segun la ATP Ill en Francia es de 11% (211) y en Estados Unidos
23.7% a los 20 afios es de 6.7% y a los 50 afios 0 mas es de 42%.No se ha informado
diferencia alguna relacionada con el género, ya que se presenta un 23.4% en mujeres y 24%
en varones. Las estadisticas mas recientes de México indican proporciones alarmantes de
13.6% con los criterios de la OMS y 26.6% segun el National Cholesterol Education Program.
(212)

En la Encuesta Nacional de Salud del 2004, el grupo de Aguilar-Salinas reportd la
prevalencia de SM en poblacién mexicana, de acuerdo a la aplicacion de los criterios de la
OMS y la ATP lll, en un grupo de pacientes ambos sexos de entre 20 y 69 afios, con un
promedio de 40 afios. En México la prevalencia en adultos de 20 afios de edad y mas fluctda
actualmente de 36.8%, 41.6% y 49.8% de acuerdo al ATPIll, la AHA/NHLBI y IDF
respectivamente. (213) Aguilar-Salinas y cols., en el 2009 reporté para la poblacion
mexicana una prevalencia de SM en mujeres posmenopausicas del 13.6 % de acuerdo a los
criterios de la OMS y un 26.6% a los de ATPIII esto refleja un gran problema de salud, en
este grupo etario. (214)

En nuestro trabajo, encontramos que la prevalencia de SM en mujeres con un rango de edad
de 45-65 afios fue 27.08 % cifra muy similar a la que se ha reportado a la literatura utilizando
los criterios del ATPIII.

Coca y cols., en el 2006 refieren que los 3 componentes mas frecuentes en la poblacion
mexicana son: obesidad abdominal, disminucion del HDL-colesterol y la HTA, muy similar a
la poblacion espafiola que presentd: hipertrigliceridemia, obesidad central e hiperglucemia.
Sin embargo, al diferenciarlos por sexo se encontré que éste es el patrén de frecuencia para
los hombres, ya que en las mujeres los mas comunes son: obesidad abdominal,
hiperglucemia y disminucién del HDL-colesterol. Quiza el grupo femenino es el que mas
influye en la alta prevalencia en las encuestas nacionales, favorecido por el hecho de que en
las mujeres la concentracion de corte para este componente es colesterol HDL menor o igual
a 50 mg/dL. (215)

En el presente trabajo, la frecuencia de los componentes del SM en la poblaciéon fueron:
circunferencia de cintura (58.33%), el HDL-colesterol (47.92%), triglicéridos (31.25%),
glucosa (12.50%) y presion arterial (4.17%).

El IMC en la poblacion en estudio fue de 27.79 + 6.96 en premenopausicas y 27.91 + 4.96 en
posmenopausicas. Estos datos muestran que las pacientes tenian obesidad grado I, en
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ambos grupos, condicion que se presenta por el aumento de peso que se genera en la
menopausia, asi, como el cambio en su distribucion por el déficit estrogénico. Ademas, cabe
resaltar que la mayoria de las pacientes no realizan actividad fisica y tienen malos habitos
alimenticios, que son factores que contribuyen al desarrollo de obesidad.

La ganancia de peso durante la menopausia y su distribucién de grasa de tipo abdominal,
esta asociada con alteraciones en el metabolismo de los lipidos y la IR. (216-217). Otros
estudios en modelos animales han aportado evidencias sobre mecanismos complejos que
involucran al hueso y tejido adiposo en la homeostasis de la glucosa. (218)

Sin embargo, en estudios recientes se ha observado que la osteocalcina, una proteina que
esta implicada en la formacién del hueso, tiene también relacién con hormonas reguladoras
del calcio y que ha sido implicada en el metabolismo energético.

En estudios clinicos se han reportado asociaciones entre la osteocalcina sérica, la obesidad
abdominal y alteraciones en el metabolismo. Ademas, otros autores han reportado que los
niveles séricos de osteocalcina se correlacionan inversamente con IMC, triglicéridos, glucosa
y sindrome metabdlico en algunos grupos étnicos. (219) (Sukwoo lee, 2012)

Los valores normales de osteocalcina para mujeres premenopausicas son de 12 - 41ng/mL y
20 - 48ng/mL para mujeres posmenopausicas sin terapia de reemplazo hormonal.

Las concentraciones de osteocalcina reportadas para las pacientes con diagndstico de SM
son mas bajas que para las pacientes sin SM. En la poblacion de estudio, nosotros
obtuvimos concentraciones de 5.54ng/dL en mujeres premenopausicas en comparacion con
las mujeres posmenopausicas que fueron de 6.49ng/dL. Cabe mencionar que debemos
tener en cuenta algunos otros factores que pueden influir en las concentraciones de
osteocalcina como son: el ejercicio, el IMC y la terapia de reemplazo hormonal.

Por otro lado, las alteraciones en la homeostasis en el SM favorecen un estado
protromboético que incluye modificaciones en el sistema de coagulacion, fibrindlisis vy
plaquetas. Entre las que podemos mencionar: la disfuncién endotelial, lesiones aterogénicas
e hipercoagulabilidad (220).

Se ha observado en individuos con SM que presentan un elevado riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, o que se han asociado a un incremento en los niveles del
factor de Von Willebrand, fibrinégeno, PAI-1 y factor VII. El PAI-1 es una proteina del sistema
fibrinolitico, sintetizado principalmente por hepatocitos y diversos tipos celulares como las
plaguetas, células endoteliales, placenta, células del masculo liso vascular, tejido adiposo y
en los monocitos. (221-223)

El PAI-1 es proteina que presenta elevados niveles plasmaticos en la aterosclerosis (224-
225), lo que sugiere que la sintesis local de PAI-1 en células endoteliales y de musculo liso,
(226) se incrementa también en enfermedad cardiovascular, trombosis y SM.

El incremento del PAI-1, se ha asociado con distintos componentes del SM, como el indice
de Masa Corporal (IMC) (227-230), la hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia (231-232), la
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HTA (233). Ademas se ha demostrado la relacion entre el nimero de componentes del SM 'y
la concentracion de PAI-1. (234-239)

Por otro lado, los elevados niveles plasméticos de PAI-1 se han relacionado con el SIR, con
la dislipidemia, la intolerancia a la glucosa, la obesidad, la hiperinsulinemia y HTA. (240)

En nuestro trabajo se determinaron las concentraciones plasmaticas de PAI-1y al realizar el
analisis estadistico no se encontraron diferencias significativas entre mujeres
premenopausicas y posmenopausicas. Al realizar un subanalisis entre las mujeres
posmenopausicas con y sin SM encontramos diferencias significativas (p < 0.08),
encontrando concentraciones mas bajas en mujeres posmenopausicas con SM.

Algunos estudios clinicos muestran que la actividad fibrinolitica baja, se relaciona con los
niveles plasméaticos elevados de PAI-1y se ha documentado en los sujetos que desarrollaron
un infarto agudo del miocardio (IAM).

Entre los hallazgos caracteristicos de esta asociacién se encuentran la elevacion del PAI-1,
gque se produce de manera predominante en los adipocitos viscerales, y se correlacionan con
los eventos trombdticos y cardiovasculares.

En el grupo de edad de los 50 a los 64 afos, las mujeres presentan un aumento
considerable en el riesgo cardiovascular. (241). Este cambio en el perfil de riesgo
cardiovascular coincide con el climaterio y se caracteriza por el surgimiento o el aumento de
algunos factores de riesgo como: obesidad central, hipertension arterial sistémica y
dislipidemia. (242)

Se ha demostrado que el incremento en los niveles de PAI-1 se asocia con los de insulina y
se ha observado que los pacientes con SM presentaban niveles aumentados de PAI-1
comparados con sujetos sanos, por lo que la disminucibn en las concentraciones
plasmaticas de estas proteinas en los pacientes con SM, podria ser un mecanismo
relacionado con la prevencién o desarrollo de DM2 y enfermedades cardiovasculares. (243-
246)

La importancia de realizar este estudio en mujeres de este grupo etario (45-65 afios) radica
en que las mujeres de este intervalo de edad se encuentran en la transicion a la
menopausia, esto implica cambios metabdlicos y hormonales. Estos cambios se relacionan
con factores de coagulacion y fibrindlisis. Sin embargo, este estudio nos aporta datos
importantes sobre las posibles interacciones sobre los factores de riesgo y los factores que
pueden ser modificables para evitar un evento trombadtico, o en el caso de la osteocalcina
gue se ha establecido como un marcador de riesgo cardiometabdlico; esto implica que al
encontrarse elevada, puede ser un predictor para desarrollar en un futuro diabetes, HTA o
evento cardiovascular.
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13. CONCLUSIONES

Las medidas antropométricas, determinaciones bioquimicas y los criterios de la IDF, nos
permitieron establecer una elevada prevalencia de SM, en nuestro grupo de estudio.

Se encontré una prevalencia de SM del 27.08 % en las mujeres en estudio, cifra muy similar

a la reportada a nivel nacional.

El sobrepeso presente en la poblacion de mujeres posmenopausicas es 41.67 % y este es
un factor predisponente para presentar alteraciones cardiometabdlicas.

Las mujeres posmenopausicas con diagnéstico de SM reportaron concentraciones de OCN
elevadas en comparacion con las que no tenian este diagnéstico. Sin embargo, esta
elevacion puede estar condicionada a factores como son la dieta, el ejercicio y el estado
hormonal.

En el grupo de pacientes posmenopdausicas con diagnéstico de SM se encontraron
concentraciones elevadas de PAI-1, por lo tanto estas pacientes son un grupo susceptible de
padecer un evento trombatico, por lo tanto enfermedad cardiovascular.

La elevacion del PAI-1, sumado a otros factores como los malos habitos alimenticios, el
sedentarismo, cambios hormonales y metabdlicos que se presentan en la menopausia,
pueden condicionar la presencia de riesgo cardiovascular en este grupo etareo.
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ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, D. F.a  de del 20 .

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacién titulado
“DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES SERICAS DE PAI-1 Y
OSTEOCALCINA, COMO MARCADORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN
MUJERES POSMENOPAUSICAS CON SINDROME METABOLICO.” El objetivo de este
estudio es determinar las concentraciones séricas de PAI-1 (un marcador de riesgo
cardiovascular) y la extraccién de DNA para extraer polimorfismos (estudio de los genes) en
sangre venosa en pacientes asintomatico sexo femenino.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en extraerme 10 mL de sangre venosa en
1 sola ocasion, ademas del USG carotideo y una valoracién médica.

Declaro que se me ha informado ampliamente que como posible molestia de mi participacion
puede ser malestar ligero en el sitio de punciéon venosa y ocasionalmente una zona de
equimosis (moreton).

El investigador principal Dra. Nydia Cérdova Pérez junto con la alumna de la carrera de
Q.F.B. Alma Grisel Diaz Martinez se ha comprometido a darme informacién de los hallazgos,
asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de
los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacion.

Beneficios. Se le realizara determinaciones de colesterol, glucosa, triglicéridos, PAI-1 vy el
USG carotideo con el cual se realizard una valoracion para determinar el riesgo
cardiovascular. Obteniendo de esta manera la posibilidad de modificar factores de riesgo que
presente el paciente para evitar posibles eventos vasculares (Infartos, trombosis, embolias).
Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo del Instituto.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados
con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque ésta
pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente

Nombre, matricula y firma del investigador principal
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ANEXO 2

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

PROTOCOLO: “DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES SERICAS DE PAI-1 Y
OSTEOCALCINA, COMO MARCADORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN
MUJERES POSMENOPAUSICAS CON SINDROME METABOLICO.”

Fecha:
Nombre:
Estado civil Ocupacion No. Afiliacién:
Edad: Sexo: Teléfono: e-mail:
Peso: Talla: IMC: Circunf. De Cintura: _____ Circunf.
De cadera indice de Cintura-cadera Perimetro de cuello:
TA Sedentarismo: Si No

Ejercicio
Tabaquismo: Si No Alcoholismo: Si No:
Ocasional
AHF

APP

Medicamentos antihipertensivos:

Medicamentos hipoglucemiantes:

Otro tipo de medicamentos:

Tiempo de
Menopausia
Terapia de Reemplazo Hormonal: Si No Cuanto tiempo:

Determinaciones séricas:

Adiponectina: Leptina Resistencia a la insulina
Glucosa: Colesterol: HDL.: LDL:
Triglicéridos: HbGlicada: NOX:

PAI-1: FVW:

Datos de USG
Grosor carotideo
Intima Media




“Determinacion de las concentraciones séricas del Inhibidor del Activador de ﬁ/m‘mz’no"geno 1 (PA9-1) Vi Osteocalcina,

como marcadores de ‘Rfﬂjﬂo Cardiovascular, en my’erey pos'menoﬁ&iwimy con Sindrome Metahdlico.”

ANEXO 3

PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE PAI-1
El Buffer debe estar a temperatura ambiente y debe ser diluido antes de iniciar el
procedimiento de ensayo.

Buffer de lavado

v" Si se han formado cristales en la solucién de lavado, caliente suavemente hasta su
completa disolucion.

v' Vierta todo el contenido (50 mL) del concentrado de buffer de lavado en un recipiente
limpio aforado a 1000mL. Llevar a volumen final de 1000mL con agua desionizada o
destilada. Mezclar con cuidado para evitar la formacion de espuma. El pH de la
solucion final debe ajustarse a 7.4.

v' Pasar a un frasco de lavado limpio y almacenar entre 2 ° y25 ° C. Tenga en cuenta
que el Buffer de lavado es estable durante 30 dias.

v Buffer de lavado también se pueden preparar segin sea necesario de acuerdo con la
tabla siguiente:

Number of Strips  Wash Buffer Concentrate Distilled Water

(ml) (ml)
1-6 25 475
1-12 50 950

Buffer de ensayo (1x)

v" Verter todo el contenido (5mL) del concentrado de buffer de ensayo (20x) en un
recipiente limpio de 100 mL.
v Llevar a volumen final de100mL con agua destilada.
v" Mezclar con cuidado para evitar la formacién de espuma.
v' Conservar entre 2° y 8° C. Tener en cuenta que el buffer de ensayo (1x) es estable
por 30 dias.
El Buffer de ensayo (1x) también se puede preparar seglin sea necesario de acuerdo con la
siguiente tabla:

Number of Strips  Assay Buffer Concentrate Distilled Water
(ml) (ml)
1-6 2.5 47.5
1-12 5.0 95.0

Conjugado de Biotina
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Tome en cuenta que el conjugado de Biotina debe ser utilizado dentro de los 30 minutos
posteriores a la dilucion.

Hacer una dilucion 1:100 del conjugado de Biotina con solucién de Buffer de ensayo (1x) en
un tubo de plastico limpio como sea necesario de acuerdo con la tabla siguiente:

Mumber of Strips Biotin-Conjugate Assay Buffer (1x)
(ml) (ml)
1-6 0.03 2.97
1-12 0.06 5.04

Estreptavidina-HRP

Tomar en cuenta que el concentrado de Estreptavidina-HRP debe ser utilizado dentro de 30
minutos después de su dilucion.

Hacer una dilucion 1:200 de Estreptavidina-HRP con solucién de Buffer de ensayo (1x) en un
tubo de plastico limpio como sea necesario de acuerdo con la tabla siguiente:

Number of Strips Biotin-Conjugate Assay Buffer (1x)
(ml) (ml)
1-6 0.03 2.97
1-12 0.06 5.94

Estandar humano de PAI-1

Reconstituir el estandar de PAI-1 humano mediante la adicibn de agua destilada.
El volumen de reconstitucién se indica en la etiqueta del frasco estandar. Girar o mezclar
cuidadosamente para garantizar una completa y homogénea solubilizacién (concentracion
del estandar reconstituido = 10000 pg/mL). Tiene que ser utilizado inmediatamente después
de la reconstitucién y no se puede almacenar.

Las diluciones estdndar se pueden preparar directamente en la microplaca o
alternativamente en tubos.

Dilucién estandar externo

Etiqueta 7 tubos, uno para cada punto estandar.

S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, preparar diluciones seriadas 1:2 para la curva estandar como
sigue:

Pipetear 225 uL de tampon de ensayo (1x) en cada tubo. Pipetear 225 pyL de estandar
reconstituido (concentracion = 10000 pg / mL) en el primer tubo, etiquetado como S1, y
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mezclar (concentracion del estandar 1 = 5000 pg / mL). Pipetear 225 L de esta dilucién en
el segundo tubo, etiquetado como S2, y mezclara fondo antes de la siguiente transferencia.
Repetir diluciones seriadas 5 veces mas, formando de esta manera los puntos de la curva
estandar. El buffer de ensayo (1x) sirve como blanco.

Transfer 225 ul

N N N W W |

-

S7

Reconstituted Assay Buifer (1x) Discard
Human PAI-1 standard 225 Ul 225 pl
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