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Resumen

Los mecanismos fisiologicos y bioquimicos que regulan el funcionamiento coordinado de
la circulacion sanguinea y de la pared vascular se encuentran alterados en los vasos
sanguineos grandes y pequeilos en la diabetes mellitus (DM). Las alteraciones vasculares
observadas en los pacientes diabéticos dan lugar a la enfermedad vascular periférica que, en
estos pacientes, muestra caracteristicas especiales condicionantes de una mayor
predisposicion a lesiones ulcerativas en el pie, con tendencia a la cronicidad y menor
capacidad de reparacion que en pacientes no diabéticos. Estas lesiones con frecuencia
terminan en amputacion de una o ambas extremidades inferiores. No obstante los esfuerzos
realizados para prevenir y tratar estas complicaciones, aun no se han obtenido resultados
satisfactorios.

Este estudio se realizé en 14 pacientes diabéticos seleccionados de manera consecutiva, no
aleatorizada y distribuidos en los dos grupos siguientes de 7 pacientes cada uno: Grupo 1,
pacientes diabéticos con lesiones ulcerativas de la piel del tercio distal de cualquiera de los
miembros inferiores tratados con L-arginina y Grupo 2, pacientes diabéticos con lesiones
ulcerativas del mismo sitio que el primer grupo y tratados con pentoxifilina. Los pacientes
del grupo experimental fueron tratados con L-arginina 10 mM preparada en solucion salina
estéril por via subcutanea con jeringa de insulina a una dosis de 50 pl/cm”. Los pacientes
del grupo 2 fueron tratados con pentoxifilina via oral.

A todos los pacientes se les tom6 una biopsia utilizando sacabocado nimero 5 abarcando
la region afectada y tejido contiguo. Las biopsias fueron examinadas por microscopia
optica y microscopia confocal, utilizando métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos.
A los dos grupos de pacientes se les tomd una muestra de sangre venosa al inicio del
estudio y al final del mismo, a fin de determinar glucemia, triacilgliceroles, colesterol total,
hemoglobina glicada, fraccion de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) y
fraccion de colesterol de lipoproteinas de baja densidad (C-LDL).

Se observaron diferencias significativas (p <0.05) entre los niveles de glucosa sérica inicial
y final para los pacientes tratados con L-arginina. Las cifras séricas de hemoglobina

glicada, colesterol total, C-HDL y C-LDL no mostraron diferencias significativas. A través
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de los métodos de histoquimica e inmunohistoquimica se observo distinto tipo de dafio
vascular, de acuerdo al grado de lesion macroscopica mostrada por los pacientes. En los 7
pacientes tratados con L-arginina se observd curacion total de la herida. Tres pacientes
adicionales que ingresaron al grupo de pacientes tratados con L-arginina abandonaron el
estudio cuando la lesion estaba curada casi en su totalidad. Estos pacientes no fueron
tomados en cuenta para fines estadisticos, por ser éste un criterio de eliminacion y por no
contar con los resultados finales de su tratamiento. En los pacientes con pentoxifilina se
observo deterioro progresivo hasta llegar a la amputacion de la zona lesionada o
supracondilea. Nuestras observaciones apoyan fuertemente la eficacia de la L-arginina para

la curacion de las lesiones ulcerativas del pie diabético.
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Abstract

The interplay of biochemical and physiological mechanisms that regulate the coordinate
behavior from the blood circulation are altered in the great and small blood vessels in DM.
The vascular alterations observed in diabetic patients produce the peripheral vascular
disease. This one has special characteristics that lead to a major predisposition to foot
ulcerative lesions which can be chronic with minor capacity for reparation on the contrary
to non-diabetic patients. These lesions often have as final solution the lower extremity
amputation. In spite of the efforts in order to prevent and treat these complications, the
results are not adequate. In this study, two groups of diabetic patients were included: one
group (7 patients) was characterized by the presence of chronic ulcers from one lower limb
treated with L-arginine in comparison with another group with ulcer on the same site,
treated with standard method (pentoxyfilin). The first group was treated with L-arginine
subcutaneously (s.c.) on site of the wound, the second group was treated with the standard
method. 14 patients were selected by method consecutive non-randomized and distributed
into two groups: 7 with diabetic ulcers who received the experimental treatment, and 7 with
diabetic ulcers treated with the standard method. Biopsy by punch number 5 on wound site
comprising both ulcerative and adyacent undamaged skin were performed in all patients
with ulcerative lesions. Biopsies were examined by light and confocal microscopy utilizing
histochemical and immunohistochemical methods. Initial and final blood samples were
collected to determine glucose, triglycerides, total cholesterol, glycated hemoglobin
(HbA ), low (C-LDL), and high density lipoproteins (C-HDL).

Significant differences (p <0.05) were observed between initial and final serum glucose
levels for treated patients in the same group, and initial serum glucose levels between the
two groups. Glycated hemoglobin, triglycerides, cholesterol, and lipoprotein levels showed
no significant changes. Histochemistry and immunohistochemistry analysis have shown
vascular impairment in both treated (prior to treatment) and control patients. Three
additional patients who adandoned the study because of change of residence, showed
relevant improvement. They were no considered for the statistical analysis. Our
observations strongly support efficacy of L-arginine for successful wound healing of

diabetic ulcers.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabodlicas caracterizado por
hiperglucemia provocada por defectos de la insulina en su secrecion, acciéon o ambas
(Committee Report, 1997). La hiperglucemia cronica de la DM se acompafia de dafio,
disfuncion e insuficiencia a largo plazo de diversos érganos, en especial vasos sanguineos,
corazon, piel, rifiones, ojos y nervios. Aunque la deficiencia de insulina puede mejorarse
por medio de dieta, inyeccion de insulina o hipoglucemiantes orales, el tratamiento estandar
no ha evitado el desarrollo de las diversas complicaciones cronicas, como micro y
macroangiopatia, nefropatia, retinopatia y neuropatia diabéticas (Brownlee M y Cerami A
1981).

Se estima la existencia de 250 millones de pacientes diabéticos en el mundo. En México,
uno de cada 3 pacientes no se sabe diabético. El 8.2 % de la poblacion mexicana padece
DM (Encuesta Nacional de Enfermedades Cronicas no Transmisibles, 1991). Su impacto
psicosocial y econdmico en la poblaciéon es muy importante. Desde el punto de vista
psicoldgico, los padecimientos mas frecuentes a que da lugar son la depresion y la
ansiedad. Es una causa importante de invalidez temporal, permanente y de mortalidad
prematura. Es la segunda causa de muerte en la poblacion derechohabiente del IMSS, la
segunda causa de muerte en trabajadores del IMSS de 10 a 14 afios de antigiiedad y la
primera en los trabajadores de 15 o mas afios de antigiiedad laboral (Salazar B 2000).

Es poco frecuente que la enfermedad vascular periférica sea el evento precipitante de las
ulceras del pie diabético; sin embargo, juega un papel primordial en la curacion lenta de la
herida y el desarrollo de la gangrena y es un factor contribuyente para la mitad de las
amputaciones (Mayfield JA y cols.,, 1998). No obstante que el evento pivote o
desencadenante de la ulcera es frecuentemente el trauma, la enfermedad vascular periférica
es la base subyacente de la fisiopatologia de estas complicaciones del pie diabético. Incluso
cuando la patogénesis de la tlcera es la neuropatia, se ha postulado una etiologia vascular
para la neuropatia (Bloomgarden ZT 2000).

La reparacion de las tlceras del pie diabético implica una secuencia de acontecimientos que
van desde la inflamacion inicial, la llegada de las plaquetas al sitio de la herida y la
consiguiente liberacion de factores plaquetarios, el reclutamiento de los macrofagos que

también liberan factores de crecimiento que causan migracion de células endoteliales y su
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proliferacion en el sitio de la herida, estimulando la angiogénesis, hasta la formacién de
fibroblastos y sintesis de colagena (Brem H y cols., 2000).

Las lesiones ulcerosas de la piel en los pacientes con DM son el evento final de una serie de
procesos patologicos cuyo oOrgano blanco es el pie diabético. Entre estos procesos se
incluyen: lesion y muerte celulares e inflamacion que se expresan clinicamente como
ulcera del pie diabético, alteraciones vasculares (del endotelio, del musculo liso vascular,
aterosclerosis, trombosis), del metabolismo (de carbohidratos, lipidos y proteinas), de los
sistemas de la coagulacion y del complemento que al no recibir un tratamiento adecuado,
perpetiian la lesion ulcerativa. La L-arginina y las poliaminas inciden practicamente en
todos los niveles de la fisiopatologia de la DM, como lo han demostrado ampliamente
Meéndez y cols. (Méndez JD y Arreola MA 1992; Méndez JD y cols., 2000; Méndez JD y
Balderas F 2001).

Este trabajo fue disefiado para estudiar el efecto de la L-arginina en los procesos de
reparacion y cicatrizacion de heridas en el pie diabético. Con la idea de comprender mejor
estos procesos se describen brevemente algunos aspectos generales sobre la DM, su
clasificacion, sus complicaciones y se explican también de manera integrativa los
mecanismos de produccion de las complicaciones vasculares en los pacientes con pie
diabético que presentan lesiones ulcerativas. Asi mismo, se estudia el modo de accion de la

L-arginina en el proceso de reparacion de las heridas.

16



DIABETES MELLITUS: ASPECTOS GENERALES Y CLASIFICACION

En las personas normales, no diabéticas, la glucemia en ayunas fluctua de 60 a 110 mg/dL y
en el periodo posprandial alcanza los 200 mg/dL.

La DM mas que una enfermedad constituye un verdadero sindrome. La DM se reconoce
por el aumento cronico de la concentracion de glucosa en la sangre o hiperglucemia, que va
a ser el denominador comun de los distintos tipos de DM. Esta se acompaiia de sed intensa,
miccion profusa, pérdida de peso y estupor, que pueden culminar en coma y muerte cuando
no se administra un tratamiento efectivo. En muchas ocasiones los sintomas observados son
mucho menos graves y no despiertan sospechas. La glucemia elevada y otras anomalias
bioquimicas son el resultado de la produccion o accién deficientes de la insulina, hormona
que controla el metabolismo de la glucosa, las grasas y los aminoécidos.

Este estado de hiperglucemia cronica estd condicionado por factores genéticos y
ambientales, afectando concomitantemente al metabolismo proteinico y lipidico que
propende al ulterior desarrollo de complicaciones vasculares (macro y microangiopatia) y
neurologicas.

El sindrome diabético se caracteriza finalmente por una multiple heterogeneidad,
etiologica, patogénica y clinica. Por ello, a medida que se consiguen nuevos
descubrimientos y aportaciones en estos aspectos, se actualizan las clasificaciones como
elemento de definicion de las peculiaridades de la DM. De este modo, la clasificacion
inicial establecida por el National Diabetes Data Group en 1979 se modifico seis afios mas
tarde por la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1985,
quedando como diabetes tipo I o insulinodependiente y diabetes tipo II o no
insulinodependiente. Esta clasificacion queda revisada y actualizada desde 1997 por la
elaborada por el Comité de Expertos de la American Diabetes Association (ADA), donde se
modifican las cifras de glucemia basal en ayunas para establecer un diagndstico (aparece el
término de alteracion de la glucosa en ayunas) y se distinguen, ademas de las diabetes
secundarias y de otros tipos, la diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2, como se observa en el

Cuadro 1.
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El término glucemia indica glucosa plasmatica venosa y la expresamos en mg/dL. Esta
suele ser superior en un 14 % a la glucemia en sangre total.

Puede decirse que existe DM cuando la glucemia plasmatica en ayunas es igual o superior a
126 mg/dL o cuando, determinada al azar en cualquier momento del dia, sea mayor de 200
mg/dL y se acompaiie de los signos clinicos clasicos de la enfermedad. Si se realiza una
carga oral de glucosa y la glucemia a las 2 horas se muestra igual o superior a 200 mg/dL
puede afirmarse también que el paciente presenta DM (American Diabetes Association,
1998).

Después de una determinacion positiva a favor de la enfermedad, debe confirmarse en los
dias siguientes la obtencion nuevamente de un dato patolégico de glucemia, mediante la
realizacion de una nueva prueba de glucemia en ayunas, al azar o tras sobrecarga de
glucosa, siempre que el paciente no presente descompensacion glucémica y metabdlica
agudas junto con un cuadro clinico caracteristico (Aragon FJ 2001).

Con estos nuevos criterios glucémicos puede observarse el caso de un paciente con cifras
entre 110 y 126 mg/dL. Esta situacion se define como una alteracion de la glucemia en
ayunas (impaired fasting glicemia,IFG), término nuevo en esta clasificacion que, si bien no
se considera como una entidad patoldgica propia (salvo en los casos de diabetes
gestacional), los estudios epidemioldgicos confirman que es un paciente con alto riesgo de
desarrollar DM y/0 alteraciones vasculares de tipo macroangiopatico. Esta circunstancia es
similar a la presentada por los pacientes que, a las 24 horas de la sobrecarga oral de
glucosa, los valores de glucemia se encuentran entre 140 y 200 mg/dL y se define como
alteracion de la tolerancia a la glucosa (impaired glucosa tolerance, IGT). Esta situacion,
junto a la alteracion de la glucemia en ayunas, expresa una inadecuada homeostasis de los
hidratos de carbono (Committee Report, 1998; American Diabetes Association, 1998).

El hecho de reducir el nivel de glucemia en ayunas de 140 mg/dL (antigua clasificacion de
la OMS) a 126 mg/dL (nueva clasificacion de la ADA) es importante, ya que pretende
disminuir la prevalencia de DM desconocida (que en algunos paises puede llegar incluso al
50 % de los pacientes). De este modo se va a tratar mas precozmente la enfermedad y a
prevenir o retardar sus complicaciones. Se ha comprobado mediante estudios
epidemiologicos que cifras por encima de 126 mg/dL se relacionan ya directamente con la

micro y macroangiopatia, complicaciones caracteristicas de la enfermedad.
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La nueva clasificacion emplea numeracion arabiga 1 y 2, en lugar de la romana I y II,
diferenciando mas claramente los aspectos patogénicos y formas de presentacion clinica de
la DM, como veremos a continuacion. Ademas, permite a los pacientes diabéticos tipo 2 el
tratamiento con insulina cuando es necesario. Los nuevos criterios de la ADA prestan mas
atencion a la determinacion de la glucemia en ayunas que a la prueba de sobrecarga oral de
glucosa. Por ello se ha establecido la categoria de alteracion de la glucemia en ayunas que
pretende censar prioritariamente a los pacientes que eran diagnosticados de intolerancia a
los hidratos de carbono con la prueba de la sobrecarga de glucosa.

Si bien la nueva clasificacion de la ADA deja en segundo plano la realizacién de esta
prueba como parece insinuarse, esta prueba mantiene sus indicaciones principales en el
estudio e identificacion de las hipoglucemias por rebote, en las glucosurias con glucemia
normal y en la deteccion y diagnostico de diabetes gestacional, con sus aspectos
particulares en relacion con la dosis de glucosa a administrar, nimero de determinaciones
de glucemia y criterios diagndsticos.

Ademas de la diabetes tipo 1 y 2 que son las principales, existen otros tipos también
revisados por la ADA en 1997. La clasificacion completa de la DM se detalla en el Cuadro

1.

DIABETES MELLITUS TIPO 1

La DM tipo 1 se debe a la destruccion selectiva de las células productoras de insulina
(células B del pancreas) en un proceso de caracter autoinmune que se desencadena por un
factor ambiental, en un sujeto predispuesto genéticamente. Esta destruccion se lleva a cabo
durante varios afios (fase preclinica o de prediabetes) y, una vez que el material celular
destruido supera aproximadamente entre el 75 y el 80 % del total de células 3, el paciente
desarrolla un estado de insulinopenia con una hiperglucemia mantenida que confiere las
manifestaciones clinicas tipicas y de presentacion tormentosa. La insulina es vital para el
tratamiento y su carencia lleva al coma diabético (Teyton Ly cols., 1990).

El grupo de edad en donde la incidencia de la diabetes tipo 1 es maxima se encuentra entre
los 8 y 16 afios (Nystrom L y cols., 1992). Es una patologia que afecta a grupos de

poblacion jovenes, ya que el 50 % de los pacientes con diabetes tipo 1 se diagnostica antes
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de los 20 afios. La diabetes tipo 1 denominada LADA (latent autoimmune diabetes of the
adult) se desarrolla a partir de los 60 afios (Chistau B y cols., 1979).

Al definir la enfermedad hemos evocado tres situaciones: la autoinmunidad, los factores
ambientales y la predisposicion genética. Cada una de ellas reposa en una serie de hechos
epidemiologicos y de investigacion basica y clinica que intentan responder a la interrogante
patogénica en la diabetes tipo 1. En relacién con la predisposicion genética, no se ha
identificado hasta la fecha el gen propio directamente implicado en la diabetes tipo 1,
definiendo esta predisposicion de un modo poligénico (Field LL y Tobias R 1997).

Entre los factores ambientales mas importantes hay que destacar las infecciones virales,
ciertos elementos relacionados con la nutricion y las sustancias que son tdxicas
selectivamente de las células productoras de insulina. Ciertos virus como el de la rubéola,
Coxsackie y citomegalovirus presentan una estructura parecida a los antigenos de superficie
de las células B del péancreas, de manera que cuando la infeccion esta presente, los
anticuerpos desarrollados por el organismo frente a ella pueden actuar tanto sobre el virus
como sobre las células 3, originando su destruccién. Ademas, los estudios epidemiologicos
observan un pico estacional de incidencia de diabetes tipo 1 relacionado con estas
infecciones virales que también son mas frecuentes en la etapa de la adolescencia
(Wagenkneckt LE y cols., 1991, Yoon JW, 1991). Referente a los factores nutricionales, se
menciona en la actualidad a la leche de vaca como un factor inmunogeno al presentar una
secuencia de aminoacidos (del 152 al 168) similar al de algunos virus y a ciertas proteinas
de las células pancreaticas (Gerstein H, 1994). La presencia de anticuerpos antialbumina
bovina presentes en niflos que tomaron leche de vaca, en lugar de los que se alimentaron
con leche materna, puede hacer sospechar esta relacion. Otros elementos relacionados con
la nutricién, como las nitrosaminas presentes en los pescados ahumados, se implican en la
mayor tasa de incidencia de diabetes tipo 1 observada en los paises nordicos, donde esta

alimentacion es habitual.
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Cuadro 1. Clasificacion de la diabetes mellitus

Diabetes tipo 1
Diabetes tipo 2
Donde la insulinorresistencia predomina sobre
la insulinopenia
Donde la insulinopenia predomina sobre
la insulinorresistencia
Alteraciones de la homeostasis
de los hidratos de carbono
Alteracion de la glucemia en ayunas
Alteracion de la tolerancia a la glucosa
Diabetes gestacional
Otras diabetes o enfermedades secundarias
A enfermedades de caracter endocrino: Acromegalia
Hipercorticismo
Hiperaldosteronismo
Feocromocitoma
Tumor endocrino de pancreas
Hipertiroidismo
A enfermedades del pancreas:
Pancreatitis. cronica
Pancreatectomia
Céncer
Mucoviscidosis
Hemocromatosis
Pancreatitis fibrocalculosa

Por disfuncion de caracter genético de las células 3 del pancreas:

Diabetes mitocondrial
[MODY 1: anomalia del cromosoma 20
MODY 2: anomalia del cromosoma 7
MODY 3: anomalia del cromosoma 12
Medicamentos con accion diabetégena en sujetos predispuestos:
Corticoides
Anticonceptivos orales con alto contenido
en estrogenos
Diuréticos del tipo tiazidas
[B-bloqueantes no selectivos
Ciclosporina
Hormona de crecimiento
Acido nicotinico
Pentamidina
Diazéxido
Estimulantes (3,
Otros también posibles: interferon, antagonistas
del Ca++, somatostatina
Anomalia genética de la accion de la insulina.
Otras enfermedades genéticas que se asocian a la DM

MODY, maturity-onset diabetes of the young.
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La referencia clasica en relacion con ciertas sustancias toxicas confirma la aparicion de
diabetes tipo 1 en experimentacion animal cuando se administra estreptozotocina y/o
aloxana. En el ser humano, la ingesta de pentamidina o de raticidas produce el mismo
efecto (Karma JH y cols., 1980).

Hablar de autoinmunidad en la diabetes tipo 1 obliga a referenciar sus aspectos mas
sobresalientes. El examen histologico de los islotes de Langerhans muestra los signos
clasicos de una inflamacion de caracter autoinmune, definida en este caso como insulitis:
infiltrado de células linfocitarias T y B, presencia de macréfagos y reduccion de las células
blanco de los islotes. Ademas, la antigenicidad de las células (elemento fisiopatogénico no
claramente determinado) desarrolla autoanticuerpos presentes en un alto porcentaje de los
pacientes diabéticos tipo 1y, de forma muy esporadica en la poblacion general no diabética
(Gepts W 1965).

El valor predictivo de estos anticuerpos es importante, ya que la presencia de varios de ellos
implica un riesgo de mas del 90 % de aparicion de la enfermedad en los proximos 5 afios.
Por ultimo, en el 15 % de los diabéticos tipo 1 se observan asociaciones con otras
enfermedades de caracter autoinmune y endocrino, fundamentalmente tiroideas (Basedow y
Hashimoto) y corticosuprarrenales (Addison).

Las manifestaciones clinicas en la diabetes tipo 1 aparecen fundamentalmente sobre un
sujeto de menos de 25 afos, de forma brusca, con la triada caracteristica de poliuria,
polidipsia y pérdida de peso pese a la polifagia (se asocian a menudo astenia e intolerancia
gastrica). Destaca como antecedente, a veces sefialado en la historia clinica, una infeccion
ya pasada. El diagnéstico es sumamente facil. Las pruebas complementarias aportan
glucemia elevada, superior a 200 mg/dL, glucosuria, en muchas ocasiones, cetonuria
insulinemia y péptido-C muy bajos o negativos, que indican la no existencia de reserva

insulinica (Aragon FJ 2001).

DIABETES MELLITUS TIPO 2
La DM tipo 2 es el tipo de diabetes mas frecuente en el ser humano, representando

aproximadamente el 90 % de los casos. Esta forma de DM constituye un grupo heterogéneo
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de afecciones, no autoinmunitarias, que se caracterizan por una hiperglucemia cronica, una
alteracion en la secrecion de insulina y una disminucién en la sensibilidad de los tejidos a la
insulina o insulinorresistencia.

La mayoria de los diabéticos tipo 2 tienen mas de 45 afios, aunque la enfermedad puede
aparecer con anterioridad, sobretodo si coexisten antecedentes familiares. Su aparicion es
solapada, con muy pocos o ningiin sintoma. Muchas veces se descubre casualmente. Es
frecuente su asociacion con cifras tensionales altas, el sobrepeso/obesidad y alteraciones en
el metabolismo lipidico. Suele responder bien con dieta, ejercicio e hipoglucemiantes
orales, siendo a veces necesaria la administracion de insulina para conseguir un control
adecuado. Por definicion no hay tendencia a la cetosis (Aragon FJ 2001).

En relacioén con las complicaciones, al igual que en la diabetes tipo 1, puede aparecer la
microangiopatia, neuropatia y macroangiopatia, siendo ésta en la diabetes tipo 2 mucho
mas frecuente y severa.

La etiopatogenia en la diabetes tipo 2 no es aun del todo conocida. Se admite que un
individuo hereda una susceptibilidad a desarrollar este tipo de DM y que uno o varios
factores probablemente ambientales, no genéticos, pueden eventualmente inducir la
expresion de la enfermedad clinica. La participacion del patrimonio genético estd basada en
los estudios realizados sobre gemelos y sobre familias afectadas. Entre gemelos verdaderos
la concordancia llega a ser del 90 %, incluso si estan expuestos a diferentes condiciones
ambientales. También apoyan la teoria genética los estudios étnicos de alto nivel de
consanguinidad (indios americanos, poblaciones de Micronesia, etc.), que muestran una
sensibilidad notable por la DM tipo 2 y que se atenua cuando se mezclan con otras razas. Al
contrario que en la DM tipo 1, no se ha encontrado en los pacientes afectados de DM tipo
2 una asociacion tipo HLA o de marcadores inmunoldgicos representativos (Hattersley A
1997).

La importancia de factores ambientales como el régimen, el estrés, la practica o no de
ejercicio fisico y otras circunstancias ligadas al estilo de vida (como el cambio de una vida
rural a un tipo de vida urbana) ha sido puesta en evidencia en diversos estudios
epidemiologicos.

En la actualidad se admite la existencia de varios factores patogénicos que intervienen en el

desarrollo de la enfermedad. No son excluyentes y si complementarios, no conociéndose de
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forma precisa la cronologia de todos ellos. Los mas estudiados y clarificados hasta hoy se
relacionan con la secrecion inadecuada de insulina y con la insulinorresistencia.

Con respecto a la primera, secrecion inadecuada de la insulina, se ha observado que los
pacientes con DM tipo 2 con hiperglucemia elevada en ayunas, pueden presentar diferentes
perfiles de insulinosecrecion. En general, esta capacidad es inadecuada, constatando que la
insulinemia en ayunas es a menudo normal o elevada (sobre todo en los diabéticos obesos),
salvo cuando la tasa de hiperglucemia es francamente elevada, donde se encuentra un perfil
de insulina plasmatica inferior. Con cifras de glucemia inferiores a 115 mg/dL, las fases de
liberacion de insulina por las células 3 pancreaticas se encuentran dentro de limites
normales. Glucemias entre 125 y 200 mg/dL pueden expresar una alteracion de la fase
precoz de la insulinosecrecion. Finalmente, cuando éstas superan los 200 mg/dL, se observa
que el elemento clave reside en una alteracion, tanto de la fase precoz como de la tardia, de
la secrecion de insulina posglucosa, aunque se detecten respuestas normales a estimulos no
glucidicos (arginina, secretina, naloxona). Existe pues una alteracion especifica, una
“ceguera selectiva a la glucosa”, como si no se reconociese la glucosa, considerada como el
reflejo del efecto toxico de la hiperglucemia permanente. En efecto, se ha descrito un efecto
puramente toxico de la glucemia (glucotoxicidad) cuando se encuentra elevada de forma
mantenida, que inhibe la secrecion de la insulina, consiguiendo un efecto inverso a la
situacion fisioldgica de normoglucemia (Aragon FJ 2001).

Ademas, los estudios realizados sobre necropsias evidencian una destruccion de hasta el 60
% de la masa de las células secretoras de insulina, asi como depoésitos de sustancia amiloide
extracelular. Estos depdsitos estan constituidos por amilina, que es un péptido de 37
aminoacidos cosecretado por las células 3 de forma paralela a la insulina. Parece ser que
una acumulacion en exceso de esta sustancia interfiere a largo plazo en la exocitosis celular
de la insulina. Estos dos elementos puramente morfologicos determinan una secrecion
insuficiente de insulina para las necesidades de la misma por el paciente
(insulinorresistencia). Otras posibilidades en vias de investigacion serian las alteraciones
neurdgenas de las células B, como elementos patogénicos complementarios (Aragoén FJ
2001).

La insulinorresistencia aparece como el otro elemento patogénico de enormes

implicaciones en la diabetes tipo 2 con hiperglucemia en ayunas, con o sin obesidad, asi
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como en muchos casos de intolerancia a los hidratos de carbono. La primera observacion de
la disminucion de la sensibilidad a la insulina la presentaron Himsworth y Kerr en 1942 a
través de la prueba de tolerancia a la glucosa. Posteriormente, todos los trabajos en esta
linea son concordantes y manifiestan la trascendencia de esta insulinorresistencia a través
de:

1. Elevacion de la produccion hepatica de glucosa en ayunas (gluconeogénesis mal
reprimida) que se ve favorecida por un aumento en la secrecion de glucagon.

2. Disminucioén del consumo de glucosa por el higado.

3. Disminucion del consumo de glucosa por los tejidos periféricos, fundamentalmente
del musculo esquelético, debido a una disminucion de su oxidacion y/o de su
almacenamiento en forma de glucégeno (DeFronzo y cols., 1987).

Estas alteraciones conllevan una hiperglucemia en ayunas, posprandial o mixta, al existir
una produccion exagerada por parte del higado y un consumo periférico y hepatico
disminuido simultdneamente. Las alteraciones a nivel muscular podrian explicar las
hiperglucemias posprandiales (Aragon FJ 2001).

La insulinorresistencia se encuentra genéticamente determinada y favorecida de forma muy
especial por la obesidad. Ademas se suma el efecto ya mencionado de la glucotoxicidad,
como situacion cronica de hiperglucemia que interfiere tanto el funcionamiento de las
células en el sitio secretor, como la captacion periférica de la glucosa. En definitiva, un
estado de insulinorresistencia responde a una inadecuada relacion entre la hormona y el
receptor. Si esta unidad no funciona adecuadamente, se produce una disfuncion en el
sistema que hace que se pierda la sensibilidad a la insulina y su capacidad de respuesta
(Flier J y cols., 1979).

La insulinorresistencia es una enfermedad precoz que precede a la alteracion de la glucosa
en ayunas y a la DM tipo 2. Es la responsable del hiperinsulinismo que aparece
inicialmente como intento de las células de amortiguar la «falsa carencia» de insulina
(valores por encima del 30-40 % de la insulinemia normal cifrada entre 6 y 15 pU/mL) y
que conlleva al agotamiento celular progresivo y a la insulinopenia relativa (valores
inferiores entre el 20-30 % de la insulinemia normal) caracteristica de la DM tipo 2. De
entre los dos mecanismos citados, anomalias de la secrecion y resistencia a la insulina, no
puede establecerse todavia cudl es el factor que inicia el proceso. Parece ser que se crea un
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circulo de retroalimentacion entre ambos, con el denominador comun de la glucotoxicidad

y las anomalias ponderales por exceso (Groop LC 1997).

OTROS TIPOS DE DIABETES

Las otras formas de DM también merecen en este capitulo una pequefia resefia.

Diabetes gestacional

Es una alteracion de la tolerancia a la glucosa que aparece entre la 24 y 28 semana de
gestacion, desapareciendo después del parto y de gravedad variable. No hay que
confundirla con la gestacion que acontece en una mujer ya previamente diagnosticada de
DM. Debido a su frecuencia y a las complicaciones que su desconocimiento pueden
ocasionar tanto en la madre como en el hijo, hay que realizar prueba de deteccion en todas

las mujeres gestantes (Catalano y cols., 1993).

Diabetes ligadas a una disfuncién de las células 3

Son la anteriormente denominada maturity-onset diabetes of the young (MODY) y la
diabetes mitocondrial. La diabetes MODY (clasificada anteriormente como una variante de
DM tipo 2) presenta una expresion clinica similar a la DM tipo 2 pero que acontece en la
adolescencia. Es debida a un defecto genético primario de la insulinosecrecion por
insensibilidad de las células [ al estimulo glucidico (Yamagata K 1996). La diabetes
mitocondrial (maternaly inherited diabetes and deafness [MIDD]) es una forma de DM
transmitida exclusivamente por la madre y se debe a una mutacion puntual del DNA

mitocondrial en posicion 3243.

COMPLICACIONES DE LA DIABETES MELLITUS

Las complicaciones cronicas de la DM se dan en el cuadro 2:
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Cuadro 2. Complicaciones cronicas de la diabetes mellitus

Ojo Retinopatia diabética (vasoproliferativa y maculopatica)
Hemorragia vitrea
Rubeosis iridis
Glaucoma
Catarata

Rifion Glomeruloesclerosis intercapilar
Insuficiencia renal progresiva
Necrosis papilar (medular)

Nervios
periféricos Neuropatia somatica
Neuropatia autonomica
Sistema Enfermedad isquémica del corazén, miembros inferiores
cardiovascular y cerebro
Cardiopatia diabética
Piel y tejidos Necrobiosis lipoidica diabeticorum
conectivos Xantoma diabeticorum
Granuloma anular
Furunculosis
Micosis
Sindrome de la mano rigida
Embarazo Incidencia aumentada de nifio con peso mayor al nacer

Mortinatos, abortos, muertes neonatales y defectos congénitos

Keen H. Diabetes Mellitus. (1988). Chapter 16:278-305.

El interés de un tratamiento eficaz de la DM consiste en retrasar la aparicion de sus
complicaciones. Estas son muy variadas y de diversa indole. Unas, pueden aparecer a corto
plazo, son las complicaciones agudas que requieren una terapéutica mas o menos urgente.
Otras, aparecen a largo plazo, son las complicaciones cronicas que se relacionan, entre
otros factores, con el control metaboélico de la enfermedad. Los 6rganos blanco de la DM en
relacion con sus complicaciones cronicas son los 0jos, rifiones, nervios y arterias; ponen en
juego la vida del diabético y aumentan considerablemente la morbimortalidad de la
afeccion. Al ser la DM una enfermedad a veces «silenciosa», resulta frecuente que su

diagnostico se realice como consecuencia de una de sus complicaciones.
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Entre las complicaciones cronicas destacan la neuropatia diabética, la macroangiopatia y la
microangiopatia, responsable ésta de los problemas de retina y rifion. En esta tesis se centra
la atencion en las complicaciones cronicas que intervienen en la patologia del pie, donde se
encuentran implicados elementos particulares y peculiares de los componentes patologicos
neuropatico, angiopatico e infeccioso.
Esta situacion de macro y microangiopatia es mas frecuente y severa que en las personas
no diabéticas. A continuacion se enumeran algunos datos interesantes relacionados con las
complicaciones de la DM.

1. En los paises occidentales mas del 50 % de los ciegos son diabéticos.

2. E150 % de los diabéticos que comenzaron su enfermedad antes de los 20 afios
fallecen de insuficiencia renal.

3. El 20-30 % de los diabéticos presentan una neuropatia moderada del tipo de dolores
con o sin parestesias y en el 2 % llega a ser invalidante.

4. El 75 % de los diabéticos fallece por accidente cardiovascular. De éstos, mas de la
mitad presentan cardiopatia isquémica.

5. E1 50 % de los pacientes con amputaciones por enfermedad vascular periférica son
diabéticos.

6. E130-50 % de los diabéticos presentan hipertension arterial (Aragoén FJ 2001).
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FISIOPATOLOGIA DE LAS COMPLICACIONES VASCULARES DE LA
DIABETES MELLITUS

Los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos implicados en el desarrollo de las
complicaciones de la DM incluyen anormalidades hematoldgicas que podrian conducir a
una deficiente oxigenacion tisular. Entre éstas estan: agregacion eritrocitaria incrementada
con aumento de la microviscosidad y deformabilidad disminuida; niveles incrementados de
hemoglobinas glicadas cuya afinidad por el oxigeno se ve alterada y niveles de 2,3
difosfoglicerato (2,3-DPG) disminuidos; anormalidades en la funcién de las plaquetas,
incluyendo adhesividad aumentada y produccion acelerada de derivados trombogénicos de
prostaglandinas; anormalidades en las proteinas plasmaticas y de los factores de la
coagulacion (Brownlee My Cerami A 1981; Colwell JA 2000; Matsuda T y col., 1996).

El incremento de la agregacion eritrocitaria en la sangre de pacientes diabéticos ha llevado
a postular que este fendmeno puede contribuir a los cambios microvasculares obliterativos
en la retina. La deformabilidad de los eritrocitos medida por su capacidad para pasar a
través de poros de 5 micras estd notablemente disminuida en la diabetes. Puesto que los
eritrocitos deben atravesar capilares mucho mas pequefios que su propio diametro, esta
deformabilidad disminuida puede perjudicar la perfusion rapida y homogénea dentro de la
microcirculacion (Brownlee M y Cerami A 1981).

Se ha observado en hemolisados normales que éstos contienen varios componentes de
hemoglobina ademas de la HbAo. Las hemoglobinas menores juntas constituyen un 5-10 %
del total en eritrocitos de adultos normales. En pacientes diabéticos se han observado
elevaciones del doble al triple de estos componentes menores: HbAla, HbAlb y HbAlc. Se
ha postulado que estas hemoglobinas cargadas negativamente estan glicadas con un
carbohidrato presente en la cadena beta (Brownlee M y Cerami A 1981).

La HbAI1b tiene una afinidad elevada mientras que la HbAlc tiene una afinidad
moderadamente alta por el oxigeno. Se piensa que el 2,3-DPG (derivado del metabolismo
de la glucosa en los globulos rojos) juega un papel regulador importante en el intercambio
de oxigeno por la hemoglobina. Los niveles elevados de 2,3-DPG disminuyen la afinidad
de la hemoglobina por el oxigeno, incrementando asi la liberacion de oxigeno hacia los
tejidos. En diabéticos, donde puede coexistir una deficiencia relativa de 2,3-DPG con

niveles elevados de glicohemoglobina durante periodos de concentracion cambiante de
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glucosa sanguinea, puede resultar una liberacion disminuida de oxigeno hacia tejidos
criticos (Brownlee M y Cerami A 1981). Se ha calculado que por cada 1% de reduccion en
la concentracion de la HbAlc hay un 35% de reduccion en la enfermedad microvascular
(Donnelly R y cols., 2000).

Respecto a las proteinas plasmaticas y factores de la coagulacion, se han encontrado en
pacientes diabéticos niveles elevados de glicoproteinas, fibrindgeno, haptoglobina,
lipoproteina(a), lipoproteina beta, ceruloplasmina y macroglobulina alfa 2 . Estos cambios,
particularmente el fibrindgeno y la haptoglobina elevadas, aumentan la viscosidad
plasmatica hasta en 16%, incrementando asi la resistencia al flujo sanguineo. También se
ha informado el incremento de los factores de la coagulacion V, VII, VIIL, IX, X y XI, asi
como un aumento en el complejo trombina-antitrombina (TAT) en el plasma y niveles
disminuidos de activador del plasmindgeno con activacion del sistema fibrinolitico en
pacientes diabéticos, lo cual propicia la especulacion de que un estado de
hipercoagulabilidad podria estar implicado en la evolucion de las complicaciones

vasculares (Brownlee M y Cerami A 1981; Colwell JA 2000; Matsuda T y cols., 1996).

Enfermedad vascular periférica y alteraciones de la pared arterial

La enfermedad vascular de los grandes vasos puede ser debida en parte a anormalidades en
los lipidos plasmaticos y quiza también a cambios en la composicion y metabolismo de la
pared arterial. La deficiencia de insulina puede influenciar el avance de la aterosclerosis a
través de mecanismos patologicos sinérgicos que involucran dislipidemia, productos finales
de glicacion avanzada (AGEs), disfuncion endotelial, funcion plaquetaria alterada y
anormalidades en la funcion arterial (Brownlee M y Cerami A, 1981; Levin ME, 1995;
Colwell JA 2000; Sobening IA y cols., 1996; Bloomgarden ZT 1997; Bloomgarden ZT
1998; Devaraj S 2000).

Observaciones secuenciales de la patologia de la pared arterial en el desarrollo de
aterosclerosis experimental han proporcionado un modelo conceptual para la patogénesis de
la macroangiopatia, la hipdtesis de respuesta al dafio. En este modelo, el evento inicial es el
dafio al endotelio de la intima arterial. El incremento resultante en la permeabilidad de la
barrera endotelial permite a los componentes sanguineos entrar al espacio subendotelial, lo

cual crea un area de descamacion focal. La descamacion focal hace posible a las plaquetas
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circulantes contactar con el subendotelio. Estas plaquetas adherentes liberan factores que
estimulan una proliferacion focal de células musculares lisas. El deposito excesivo de
lipidos y la formaciéon de tejido conectivo da como resultado finalmente una placa
ateromatosa madura. En individuos normales, el proceso probablemente es reversible en
una etapa temprana. En hiperlipidemia y quiza en diabetes, sin embargo, la reversion de las
lesiones tempranas es impedida por el dafio continuo o repetido. Las interacciones de las
plaquetas con las estructuras subendoteliales pueden ser aumentadas por la adhesividad
elevada, la hiperagregabilidad y la produccion acelerada de derivados trombogénicos de las
prostaglandinas. La actividad disminuida de prostaciclina en la pared arterial diabética
puede ser un factor contribuyente posterior (Brownlee M y Cerami A 1981). Ademas,
puede ocurrir acumulaciéon de AGEs en la pared vascular, dandole mayor rigidez y
comprometiendo su capacidad de adaptacion a los cambios en el flujo sanguineo (Colwell
JA 2000). Aunado a lo anterior, los vasos sanguineos de los pacientes diabéticos se
caracterizan por la presencia de cantidades elevadas de tejido conectivo como fibronectina,
colagena y glucoproteinas, asi como cantidades elevadas de calcio en la tinica media de la
pared vascular. Estos cambios conducen a la pérdida de la elasticidad de la pared arterial.
Las grandes arterias responden a los cambios en el flujo sanguineo ajustando su didmetro
interno para el suministro sanguineo a los tejidos. El principal mediador de este mecanismo
dependiente del flujo es el oxido nitrico (NO). El paciente diabético se caracteriza por
alteracion de la vasodilatacion mediada por la insulina y este mecanismo puede contribuir a
la accién disminuida de la insulina en estas condiciones clinicas. La calcificacion de la
tinica media de la pared arterial se ha utilizado como predictor de riesgo para amputacion
de extremidad inferior en pacientes diabéticos (Lehto S y cols., 1996). Lo anterior nos lleva
a las siguientes conclusiones con respecto a la aterosclerosis en el paciente diabético desde
el punto de vista morfolégico: la intima se observa mas engrosada y por lo tanto hay una
mayor reduccion de la luz del vaso, mayor proliferacion de musculo liso, disminucion del
nimero de macrofagos, aumento en la matriz extracelular con predominio de compuestos
glicados, destruccion de la membrana elastica interna y la ya mencionada calcificacion de
la tiinica media, con las consecuencias funcionales que esto implica (Aragén FJ 2001)

Aspectos clinicos de la enfermedad vascular periférica. Existen factores de riesgo para

la presentacion de la enfermedad vascular periférica que a continuacion se mencionan: edad
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avanzada, factores genéticos, tiempo de duracion de la diabetes, tabaquismo, presion
sanguinea sistolica, presion sanguinea diastolica, niveles de colesterol y de triacilgliceroles,
hiperglucemia, hiperinsulinemia y obesidad (Levin ME, 2000). Ademas, existen diferencias
en la forma de presentacion en pacientes diabéticos y no diabéticos, como se muestra en el

Cuadro 3.

Cuadro 3: Diferencias de la enfermedad vascular periférica en diabéticos y en no

diabéticos
Diabético No diabético

Clinica Mas comtn Menos comun

Mas jovenes De mas edad

Mas rapida Menos rapida
Hombre/Mujer H=M H>M
Oclusion Multisegmentaria Segmentaria
Vasos adyacentes Involucrados No involucrados
Vasos colaterales Involucrados Normales
Extremidades inferiores Ambas Unilateral
Vasos afectados Tibiales Aorta

Peroneos Iliaca

Femoral

Dislipidemia. La presencia de elevaciones aun moderadas de lipidos plasmaticos por
muchos afios podria ser un factor contribuyente importante para el desarrollo de
macroangiopatia diabética (Brownlee M y Cerami A 1981). Desde hace tiempo se ha
reconocido que los niveles de colesterol y triacilgliceroles plasmaticos se encuentran
elevados en pacientes diabéticos, particularmente cuando hay un pobre control metabolico.
Recientemente se establecidé que los niveles plasmaticos de C-VLDL y de C-LDL estan
elevados, mientras que los de las C-HDL estan disminuidos (Colwell JA 2000). Se ha
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puesto particular énfasis en el estudio de las C-LDL y el papel que juegan en la
aterogénesis acelerada en el paciente diabético, tanto en la forma de C-LDL glicada como
de C-LDL oxidada (Colwell JA 2000; Sobening IA y cols., 1996; Bloomgarden ZT 1997;
Devaraj S 2000).

AGEs. Se ha propuesto que estos productos de glicacion avanzada (AGEs) contribuyen a la
patogénesis de las complicaciones diabéticas (Méndez JD 2003) y se ha sugerido que
pueden inducir disfuncién endotelial (Bloomgarden ZT 1998; Suzuki LA y cols., 2001);
pueden ser un factor contribuyente en la patogénesis de la aterosclerosis acelerada en los
pacientes diabéticos interactuando con receptores de los macrofagos (Levin ME 1995).
Disfuncion endotelial. Se caracteriza por niveles elevados de factor de Von Willebrand,
disminucion de la sintesis de prostaciclina y de inhibidores del activador de plasminogeno,
asi como disminucion de la liberacion de lipoprotein lipasa por las células endoteliales. Es
muy probable que estos cambios conduzcan al desarrollo de la macroangiopatia diabética
(Colwell JA 2000; Sekiguchi N y cols., 1996).

Funcion plaquetaria alterada. Las plaquetas de los pacientes diabéticos liberan
cantidades elevadas de prostanoides estimulantes de agregabilidad como el tromboxano.
Ademads ocurren interacciones plaqueta-plasma con proteinas plasmaticas, incluyendo
complejos inmunes y fibrindgeno. La sobrevida de las plaquetas estd acortada y la
velocidad de recambio es rapida. Las plaquetas liberan factor de crecimiento derivado de
plaquetas que promueve la proliferacion de células musculares lisas (Colwell JA 2000).
También se ha sugerido que una organizacion alterada de la membrana plasmatica de las
plaquetas, caracterizada por una composicion andémala de los lipidos, podria alterar la
respuesta plaquetaria a los estimulos involucrados en la patogénesis de la macroangiopatia
diabética (Mazzanti L y cols., 1997).

Angiogénesis

La formacion de vasos sanguineos involucra dos procesos: 1. La vasculogénesis, en la que
los precursores de las células endoteliales, llamados angioblastos, forman la red vascular
primitiva durante el desarrollo embrionario. 2. La angiogénesis, en la que los vasos
preformados generan brotes o retofios capaces de formar nuevos vasos (Risau W 1997).
Como la angiogénesis es un proceso importante y esencial para la inflamacién cronica y la

fibrosis, para el crecimiento tumoral y para la formacion de una circulacion colateral, se
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han realizado muchos trabajos dirigidos a descubrir los mecanismos que regulan la
formacion de nuevos vasos sanguineos (Folkman J y D"’Amore PA, 1996). Actualmente se
ensayan tratamientos proangiogénicos y antiangiogénicos.

El desarrollo de nuevos vasos sanguineos durante la angiogénesis requiere las siguientes
etapas (Cotran RS y col., 2000):

1.- La degradacion proteolitica de la membrana basal del vaso progenitor, para que pueda
formarse un retofio capilar y la consecutiva migracion celular.

2.- Migracion de las células endoteliales hacia el estimulo angiogénico.

3.- Proliferacion de las células endoteliales, inmediatamente detras del borde de avance de
las células que migran.

4.- Maduracién de las células endoteliales, que incluye también a la inhibicion del
crecimiento y la remodelacion en forma de tubos capilares.

5.- Reclutamiento de las células periendoteliales (incluidos los pericitos de los pequefios
capilares y las fibras musculares lisas de los vasos mas gruesos) que habran de servir de
sostén a los tubos endoteliales.

Factores de crecimiento y sus receptores. Aunque hay muchos factores de crecimiento que
poseen capacidad angiogénica, la mayoria de las pruebas indican que el factor de
crecimiento vascular derivado de endotelio (VEGF) y las angiopoietinas son las que
desempefian un papel especial en la vasculogénesis y la angiogénesis. Estos factores son
secretados por muchas células mesenquimatosas y del estroma, pero sus receptores estan en
gran parte circunscritos al endotelio, contribuyendo al desarrollo de los vasos durante la
embriogénesis y la angiogénesis durante la vida adulta. Un ejemplo de sus acciones
consecutivas, obtenido en gran parte de los estudios sobre embriones, refiere que al
comienzo del desarrollo vascular, el VEGF se fija a uno de sus receptores (VEGF-R2),
situado en los angioblastos, estimulando la formacién y proliferacion de las células
endoteliales (Risau W 1997; Hanahan D 1997). Después, la union del VEGF a un segundo
receptor (VEGF-R1) provoca la formacion caracteristica de los capilares. Las fases
posteriores de la angiogénesis parecen estar reguladas por las angiopoietinas (Angl y
Ang2). La Angl interactia con un receptor de las células endoteliales llamado Tie2
favoreciendo el reclutamiento de una serie de células periendoteliales, que sirven para

estabilizar o consolidar los vasos recién formados (Davis S 1996). La interaccion
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Angl/Tie2 actua como mediadora del desarrollo vascular, haciendo que los tubos
endoteliales elementales se conviertan en estructuras vasculares mas elaboradas, y ayuda a
mantener el endotelio en estado quiescente. En cambio, la Ang2, actuando igualmente
sobre la Tie2, despliega un efecto opuesto, dejando libres a las células endoteliales y
volviéndolas mas capaces de responder al estimulo de los factores de crecimiento como el
VEGEF o, si falta éste, a los inhibidores de la angiogénesis (Maisonpierre PC 1997).

El factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) es un potente factor angiogénico, pero
el VEGF destaca por ser el factor de crecimiento mas importante de los tejidos del adulto
que experimenta una angiogénesis fisiologica (por ejemplo la del endometrio en
proliferacion), y de la angiogénesis patologica que se observa en la inflamacion cronica, la
curacion de las heridas, los tumores y en procesos como la retinopatia de la prematurez. La
expresion del VEGF es estimulada por algunas citocinas y factores de crecimiento (como
factor de crecimiento transformante-f3, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor
de crecimiento transformante-a) y especialmente por la hipoxia tisular, que desde hace

mucho tiempo se ha asociado a la angiogénesis (Dvorak HF 1995).

Proteinas de la matriz extracelular como reguladoras de la angiogénesis

Un elemento esencial de la angiogénesis es la movilidad y la migracién dirigida de las
células endoteliales. Estos procesos son controlados por varias clases de proteinas, entre las
que destacan las integrinas, especialmente la ayf; que es esencial para la formacion y
mantenimiento de los vasos sanguineos recién formados (Brooks PC 1994); las proteinas de
la matriz celular como la trombospondina 1, y la tenascina C, que desestabiliza las
interacciones célula-matriz y por lo tanto favorece la angiogénesis (Bornstein P 1995) y las
proteasas, como los activadores del plasmindgeno y las metaloproteasas de la matriz que
tienen importancia en los fendémenos de remodelacion que ocurren durante la invasion

endotelial (Sage EH 1997).

Angiogénesis y diabetes mellitus
En los pacientes diabéticos estd severamente alterado el desarrollo de la formacion de
vasos colaterales en respuesta a la isquemia. La reaccion de los monocitos en respuesta al

factor endotelial de crecimiento vascular esta atenuada. Existe evidencia de que la insulina
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juega un papel importante en la funcion del angioblasto o de la célula endotelial derivada
del angioblasto. Debido a esto, se ha sugerido que podrian utilizarse angioblastos exogenos
para aumentar la vascularizacion en pacientes diabéticos (Rivard A y cols., 1997; Shaper W
y Buschmann 1 1999; Waltenberg J y cols., 2000; Schatteman GC y cols., 2000). Sin

embargo, no hay evidencias concluyentes sobre su funcionalidad.

Vascularizacion arterial del pie

La arteria poplitea es la continuacion de la arteria femoral, situada en la cara posterior del
muslo. Sus arterias terminales son la arteria tibial anterior y el tronco tibioperoneo. La
arteria vascular anterior vasculariza las articulaciones tibioperonea superior y rodilla,
ademas de la musculatura anterior de la pierna. En su parte inferior se anastomosa a nivel
maleolar con las arterias maleolar interna y maleolar externa. La arteria pedia es
continuacion de la arteria tibial anterior. Se localiza longitudinalmente en la parte interna
del dorso del pie, es superficial y palpable. Se anastomosa con la pierna plantar externa y
responde de la vascularizacion de los huesos y los musculos de la zona, gracias a sus
colaterales: arteria dorsal de tarso, arteria dorsal del metatarso (de las que se desprenden las
arterias interoseas, con sus ramas perforantes anteriores y posteriores que comunican la
planta con el dorso del pie) y la arteria interosea dorsal del primer espacio. El tronco
tibioperoneo se bifurca en la arteria peronea y la arteria tibial posterior. La arteria peronea
vasculariza el plano profundo y externo de la pierna y, a través de sus ramas terminales, la
articulacion tibiotarsiana, el maléolo externo del tobillo y la cara posterior del calcaneo. La
arteria tibial posterior discurre por el plano profundo posterior de la pierna y sus ramas

terminales vascularizan la planta del pie.

PIE DIABETICO: Conceptos y clasificacién

Dentro de las complicaciones de la diabetes, la prevencion y el cuidado de las
complicaciones diabéticas del pie representan un desafio mayor para el médico. La
neuropatia, la infeccion, la deformidad y la isquemia son graves amenazas para el pie
diabético y para la calidad funcional total del paciente diabético. Los costos asociados con
el cuidado adecuado de estos problemas representan un impacto econdémico significativo

para los sistemas de salud (Metha SS y cols., 1999). El manejo del pie diabético requiere un
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acercamiento multidisciplinario que se dirija a los problemas componentes de los sistemas
nervioso, vascular, esquelético, inmune y tegumentario (Laughlin RT 1995).

En presencia de neuropatia o isquemia, la secuencia de un trauma menor (evento pivote)
que conduce a ulceracion cutanea y falla de la curacion de la herida, es una causa frecuente
de amputaciones de las extremidades inferiores en pacientes diabéticos (Pecoraro RE y
cols., 1990). Tanto la neuropatia como la vasculopatia son importantes factores de riesgo
para el desarrollo de ulceras de pie diabético (McNeely MJ y cols., 1995). La ausencia del
reflejo del tendon de Aquiles, insensibilidad del pie y tension de oxigeno transcutianea de
menos de 30 mm de Hg son predictores independientes de ulceras del pie (McNeely MJ y
cols., 1995).

Se ha definido el pie diabético como una “alteracion clinica de base etiopatogénica
neuropatica e inducida por la hiperglucemia mantenida, en la que con o sin coexistencia de
isquemia, y previo desencadenante traumatico, produce lesién y/o ulceracion del pie”
(Aragon FJ 2001). Es una excelente definicion del pie diabético con lesiones, pero desde un
punto de vista practico y para el manejo clinico diario, resulta util ampliar el concepto. Nos
ha resultado de utilidad incluir dentro del sindrome de pie diabético el pie de riesgo, el pie
diabético ulcerado o con lesion y el pie diabético complicado que amenaza la viabilidad de
la extremidad. Con este enfoque, aunque pueda parecer que se sobrestima el concepto de
pie diabético, se afronta el problema de una forma integral, representando una perspectiva
util para el médico general. El pie que atin no presenta lesiones, pero en el que la diabetes
ha producido alteraciones estructurales o funcionales que lo colocan en riesgo de lesionarse
es también un “pie diabético”. Con este enfoque, que concede la importancia que requiere
la identificacion del pie de riesgo, se pueden reducir las dramaticas consecuencias de la
enfermedad. Armstrong y cols. (1999) compararon en un estudio a 147 pacientes , 77
diabéticos y 69 no diabéticos, que sufrieron heridas punzantes en el pie. Los diabéticos
padecieron una amputacion con una probabilidad 46 veces superior y requirieron multiples

intervenciones quirdrgicas (cinco veces mas que los no diabéticos).

Controversias sobre la clasificacion del pie diabético
Los tres factores patogénicos que hacen del pie diabético susceptible de padecer graves

lesiones que, en ultimo término, pueden llevar al paciente hasta la amputacion de la
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extremidad, son la neuropatia, la enfermedad vascular periférica y la infeccion. Cada una
de ellas puede contribuir en grado variable a la produccion, perpetuacion o evolucion
desfavorable de la lesién. De esta forma, en el sindrome del pie diabético quedan
englobadas distintas condiciones patoldgicas que tienen un comportamiento, tratamiento y
pronoéstico totalmente diferentes. Esto hace imprescindible el intento de lograr una
clasificacion que tenga efectos practicos en el manejo del pie diabético, a fin de realizar una
toma de decisiones que sea la mas efectiva de acuerdo a las condiciones individuales de
cada paciente.

Existe un sistema de clasificacion, ampliamente aceptado y usado desarrollado por Wagner

(1979), para la estadificacion de las tlceras del pie diabético, (Cuadro 4).

Cuadro 4. Estadificacion de las ulceras de la piel

Grado Caracteristicas

0 Las tlceras tienen la piel intacta

1 Las ulceras son superficiales con tejido subcutaneo expuesto
2 Las tlceras tienen una extension mas profunda

3 La ulceracion implica la formacion de absceso u osteomielitis
4 Las tllceras involucran gangrena parcial del antepie

5 Las tlceras involucran gangrena extensa

Otros tipos de clasificaciones que se han desarrollado consideran otros aspectos clinicos y
de gabinete, clasificando a las tlceras de acuerdo a factores etiopatogénicos que hacen mas
complicada su clasificacion y no consideran estadios de tipo numérico. Asi, la clasificacion
de Wagner contintia siendo mas practica y mas manejable para fines estadisticos. La figura
1 resume estos criterios (Aragon FJ 2001), representando un algoritmo util para el
diagnostico etiopatogénico del pie diabético que muestra, en lo general, los criterios

utilizados por las otras clasificaciones.
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Pie diabético |

Pulsos periféricos |

Palpables I No palpables |
Descarta la isquemia Isquemia
como causa primaria
Pruebas de sensibilidad | Pruebas de sensibilidad |
Sensibilidad presente Sensibilidad ausente | Sensibilidad presente Sensibilidad ausente |
Etiologia infecciosa pura | Neuropatia | Isquemia pura | Neuroisquémica |
Infeccion Infeccion Infeccion
Presente Ausente | Presente Ausente | Presente Ausente |

Figura 1. Algoritmo para llegar a un diagnéstico etiopatogénico del pie diabético.

Tomado de Aragon FJ, 2001.

Microangiopatia y otras consideraciones fisiopatologicas en las ulceras del pie
diabético

El concepto de microangiopatia como componente de la enfermedad vascular periférica en
los pacientes diabéticos ha sido refutado por distintos estudios patoldégicos que no han
encontrado evidencia de aterosclerosis en los pequefios vasos. Aunque no existe lesion
oclusiva en la microcirculacion, si existen cambios patologicos que son tipicos de la
enfermedad. Existe un engrosamiento de la membrana basal capilar que contiene sustancia

PAS positiva. El engrosamiento de la membrana basal capilar puede, tedricamente,
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dificultar la migracion leucocitaria necesaria como primer freno a la infeccion. También la
maxima vasodilatacion frente a la lesion se encuentra reducida en la diabetes y esto puede
incrementar la susceptibilidad del pie a la infeccion.

Los estudios histologicos de los nervios distales revelan alteraciones estructurales de la
microcirculacion (engrosamiento de la membrana basal, hiperplasia de las células
endoteliales, agregados plaquetarios y oclusion de los vasos) que conduce a una hipoxia
tisular y a cambios celulares. Mas recientemente se ha evocado ademas una disminucion
del NO endotelial como elemento de complicidad en la teoria hipoxica (Aragon FJ 2001).
La isquemia puede ser la causa de tulceras y gangrena en el paciente diabético, y la
incidencia de enfermedad vascular periférica aterosclerdsica esta incrementada en pacientes
con diabetes. La enfermedad vascular en pacientes diabéticos ocurre a una edad mas joven
y tiene patrones mas difusos a través de la extremidad inferior (Laughlin RT y cols., 1995,
Brodsky JW, 1993).

Aunque mucho se ha hablado acerca del concepto de enfermedad de los vasos pequefios
(Irwin ST y cols., 1988; LoGerfo FW y Coffman JD 1984), no se ha identificado de manera
concluyente una lesion patologica en el nivel subarteriolar que correlacione con niveles
disminuidos de flujo y ulceracion (Laughlin RT y cols., 1995).

El pie debe resistir de manera cotidiana una tremenda cantidad de fuerzas repetitivas,
compresivas y de roce. La ulceracion resulta de la presion repetitiva que excede el umbral
de tolerancia de los tejidos blandos, conduciendo a la destruccion mecanica de los tejidos
(Brodsky J 1993) Las ulceraciones plantares son secundarias a la presion de soporte del
peso, al permanecer en pie o caminar, mientras que las ulceraciones laterales, mediales o
dorsales casi siempre son el resultado de presion del zapato. Las ulceraciones no ocurren
con un patréon aleatorio sobre o bajo el pie, sino mas bien se encuentran en areas de
distribucion de alta presion. El pie diabético responde a la presion excesiva con la
formacion de callos, los cuales pueden incrementar la presion tanto como un 30% (Young
MJ y cols., 1992). La mayoria de las tlceras plantares del pie diabético se localizan bajo las
cabezas metatarsales (Young MJ y cols., 1992; Veves A y cols., 1992). Las ulceraciones
del antepie ocurren frecuentemente sobre la parte plantar media del dedo grueso, bajo las
cabezas metatarsales y sobre el dorso de los dedos de garra. Otras localizaciones comunes

incluyen las prominencias del dedo medio (Brodsky JW 1993).
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Manejo y tratamiento del pie diabético

Para efectuar un tratamiento adecuado de las tlceras de los pacientes con pie diabético, es
importante establecer con claridad las caracteristicas de las ulceras, tomando en cuenta
factores como: tamafio, etiologia (neuropatica, vascular, neuroisquémica), valoracion
clinica integral que incluya valoracion de llenado capilar, coloracion de tejidos adyacentes,
rayos X, angiografia, estudios Doppler, valoracion de atrofia o no de masas musculares
relacionadas, localizacion, profundidad, presencia o ausencia de infeccion y control
metabolico adecuado. Con estos datos es posible estadificar convenientemente la lesion
(Aragdn FJ 1998; ADA 1998; Levine ME 2000). El manejo adecuado del paciente con pie
diabético incluye la educacion del paciente acerca de su enfermedad, dieta, ejercicio fisico,
ademas de medicamentos hipoglucemiantes: orales e insulina, ademas de medicamentos
hemorreoldgicos que mejoren el estado circulatorio integral del paciente.

El uso de la pentoxifilina que es un medicamento hemorreoldgico en el pie diabético es
controversial. Algunos estudios sugieren un posible beneficio por este efecto, pero los
estudios publicados muestran deficiencias y sesgos y so6lo dos considerados como ensayos
clinicos controlados no son concluyentes (De Backer TL y cols., 2000). Las variaciones
metodologicas se presentan por la diversidad de propiedades y beneficios farmacoldgicos
del medicamento. Estudios posteriores deberan precisar con claridad si se desea medir el
beneficio por: sus propiedades antiinflamatorias (Nagy Z y cols., 1999); sus efecto
hemorreoldgicos sobre la cicatrizacion (Ramani A y cols., 1993); su mejoria clinica en la
claudicacion y distancia caminada (Campbell RK 1993); o su efecto positivo sobre la
glucosilacion y posible control de la neuropatia (Rahbar S y cols., 2000). Por esto, aqui se
comenta la utilidad de esta modalidad terapéutica en la infeccion, la cicatrizacion y la
neuropatia.

La pentoxifilina es un derivado de la metilxantina, considerada recientemente como un
potente inhibidor de la respuesta del factor alfa de necrosis tumoral durante el choque
séptico (Marcinkiewiwicz J y cols., 2000). Tiene numerosos efectos inmunoldgicos y dosis
de 100 pg/ml suprimen la citotoxicidad natural de los linfocitos citoliticos cuando se usa de
forma prolongada, por lo que debe tomarse en cuenta este efecto supresor (Nagy Z y cols.,
1999). Asimismo, la pentoxifilina parece tener un efecto antioxidante y disminuye los
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niveles de produccion de 6xido nitrico (Wanchu A y cols., 2000 y Simics E y cols., 2000).
En el futuro, los estudios multicénticos bien disefiados permitiran conocer la importancia
clinica del efecto inmunolégico de este medicamento en la infeccion del pie diabético, ya
que algunos estudios muestran evidencia de que mejora la cicatrizacion de las ulceras y
disminuyen las amputaciones; ademas de inhibir la glucosilacion al evitar la formacion de
productos terminados avanzados. Esto puede tener un papel importante en la prevencion y
control de la hiperglucemia (Rahbar S y cols., 2000). Algunos estudios recientes apoyan un
beneficio moderado de la pentoxifilina para el tratamiento de la enfermedad vascular
periférica para mejorar las interacciones del flujo sanguineo con los componentes celulares
y el funcionamiento de los mismos (Gey DC y cols; 2004; Federman DG y cols; 2004).
Ademas de las propiedades eficaces de la pentoxifilina de uso actual para el tratamiento de
las tlceras de pacientes diabéticos, existen en la actualidad otros tratamientos en uso cuya
eficacia solida no ha sido completamente confirmada. Estos son los mas usados: factor
recombinante humano de crecimiento derivado de plaquetas (thPDGF-BB) (LeGrand EK,
1998), terapia de oxigeno hiperbarico (Faglia E y cols., 1996; Cianci P, 2000), tratamiento
con larvas (Muncuoglu KY y cols., 1998), radiacion laser de baja intensidad (Schindl A y
cols., 1998), equivalente de piel humana (Brem H y cols., 2000), cirugia vascular
reconstructiva de tipo bypass (Salam AA 2000) y campos electromagnéticos sistémicos de
baja frecuencia (Castafiedo-Dorantes y cols, 2002).

En la década de los 90s el thPDGF-BB surgié como una promesa de tratamiento exitoso
para las heridas cronicas, especialmente en las tlceras de los pacientes con pie diabético. Se
efectuaron varios estudios para demostrar su eficacia en modelos animales (LeGrand EK
1998), considerando los aspectos toxicoldgicos (Knight EV y cols., 1998), su seguridad
clinica en humanos (Smiell JM 1988) y su eficacia clinica (Wieman TJ 1988). La obtencion
del factor de crecimiento plaquetario tiene varias desventajas: 1) un costo elevado, 2) la
imposibilidad de prepararse en centros nosocomiales pequefios y 3) el mayor riesgo de
transmision de enfermedades como SIDA, hepatitis y otras. Ademas, existen algunas
evidencias de que la rapida actividad proteolitica que se observa en algunas ulceras
condiciona una rapida destruccion de los factores de crecimiento. La reunion de consenso

de la ADA en 1999, considera modesto el beneficio de este farmaco (ADA 1999).
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La terapia de oxigeno hiperbarico (TOH) incrementa significativamente los niveles de
oxigeno en los tejidos. Se considera que produce una actividad bactericida directa sobre los
mecanismos anaerobios y mejora la angiogénesis. A pesar de informes favorables a la
TOH, atn hay muchos problemas antes de considerarla como una modalidad de tratamiento
recomendable. Su acceso limitado hace dificil crear una experiencia en la practica
suficientemente solida y generalizada. Los costos de la tecnologia y del saber médico que
requiere la TOH han sido un impedimento para su difusion (Faglia y cols., 1996; Cianci
2000).

El uso de larvas en las ulceras de pacientes diabéticos se ha recomendado sobre todo para
infecciones resistentes al tratamiento, mas que como tratamiento curativo propiamente de la
ulcera diabética. Se ha sugerido que actiian secretando enzimas proteoliticas que producen
licuefaccion del tejido necrotico, por digestion del tejido necrotico como alimento para las
larvas, como lavado mecanico por el exudado seroso que propician y por cambio en el pH
acido a un pH alcalino mas benéfico, entre otros factores. Sus principales desventajas son
su aspecto estético y los efectos psicosociales, asi como la necesidad de personal
especialmente capacitado, lo que elevaria los costos que inicialmente parecerian bajos
(Mumecuologu K y cols., 1998).

La irradiacion laser de baja intensidad ha sido experimentada en seres por humanos
(Schindl y cols., 1998). Consiste en la aplicacion de irradiacion laser transcutanea de baja
intensidad en la region afectada por un periodo de tiempo corto (50 minutos) lo cual se
espera mejore la microcirculacion. De los cambios positivos observados en el flujo
sanguineo de la microcirculacion, los autores extrapolan sus resultados y postulan la
proliferacion de células endoteliales a largo plazo durante la angiogénesis. Para apoyar su
hipdtesis, se refieren a experiencia previa de ellos y otros grupos de investigadores. Sin
embargo, reconocen que por el momento su uso debe ser profilactico y que su efecto para
prevenir amputaciones y hospitalizaciones de larga duracion, se requieren estudios
posteriores que le den mayor solidez a sus planteamientos (Schindl A y cols., 1998).

El equivalente de piel humana es otro de los tratamientos en uso para la terapia de la ilcera
diabética. Existen dos presentaciones: apligraf y dermagraft. El apligraf es una estructura
con dos capas de piel viva: una capa epidérmica de queratinocitos vivos y una capa dérmica

de fibroblastos vivos en una capa de matriz. Ambas capas se desarrollan a partir de tejido
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extraido de prepucio de infantes. El dermagraft consiste de fibroblastos cultivado in vitro en
una malla para producir un tejido metabdlicamente activo con caracteristicas histologicas
similares a la dermis papilar del recién nacido. Aunque los resultados preliminares son
buenos, la literatura no menciona curaciones del 100%, se ha observado que la osteomielitis
reduce su eficacia y su costo elevado reduce con mucho su aplicacion en grandes
poblaciones. Se ha calculado que el costo de una sola aplicacion de apligraf es de
aproximadamente 1000 dolares ( Brem H y cols., 2000).

Respecto a la revascularizacion la controversia continia sin ser resuelta. La identificacion
mediante estudios angiograficos de un proceso obstructivo que puede ser reparado
mediante un puente vascular, no resulta de beneficio para el paciente en muchos casos
(Jorneskog G y cols., 1995). En contraposicion, existen informes de grupos quirrgicos que
sefialan los beneficios de la revascularizacion (Rosemblum Bl y cols., 1994). Los diferentes
resultados son producto de un sinnimero de factores, siendo los mas sobresalientes, la
seleccion del paciente y las habilidades y experiencia del cirujano. Desafortunadamente, la
mayoria de los pacientes con tilcera diabética presentan otros tipos de problemas de salud y
condiciones socioecondémicas y psicosociales que los hacen candidatos a cirugia. Esto
constituye un sesgo que promoverda en el futuro técnicas cada vez mas novedosas y
sofisticadas, que den la impresion de una mejoria de los resultados quirtirgicos y de su
aparente superioridad sobre otros métodos. Por esta razon el cirujano no debe enfrentar s6lo
el problema del pie diabético que, como no nos cansamos de decirlo, es un problema
multidisciplinario.

Los campos electromagnéticos de baja frecuencia (ELF) se usan en el tratamiento de las
ulceras de pacientes diabéticos bajo los siguientes principios: las células autdlogas
mononucleares de la sangre periférica, activadas por mitdogenos y aplicadas localmente
sobre las ulceras, promueven la curacion de la herida. Los ELF interactiian con estas células
a través de canales de calcio activando cascadas de transduccion de sefiales, promoviendo
la sintesis de citocinas y modificando los patrones de proliferacion celular. Los resultados
obtenidos son interesantes, pero no concluyentes. Los propios autores mencionan las
siguientes debilidades metodologicas: 1) la dificultad para reproducir los mismos resultados

clinicos bajo las mismas condiciones experimentales, 2) el temor de efectos colaterales
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subestimados y 3) el amplio espectro de mecanismos de interaccion entre los campos
magnéticos y los tejidos vivos.

Investigaciones recientes han mostrado la existencia de sustancias que son eficaces
antiagregantes plaquetarios (Méndez JD y cols, 2000; Corona de la Pefia N y cols, 1997),
que funcionan como secretagogos (Méndez JD y cols, 2000), y que tienen potentes efectos
vasodilatadores, ademas de normalizar la dislipidemia y disminuir la glucemia en modelos
experimentales de diabetes (Méndez JD y cols, 2000; Méndez JD y Balderas F 2001). Estas
sustancias son la L-arginina y las poliaminas, de las cuales describiremos algunos
antecedentes.

Cabe sefialar tambien que estas sustancias tienen n modelos experimentales propiedades

antiaterogénicas (Cook JP 1991).

L-ARGININA

La L -arginina o acido alfa amino-delta guardin-valerianico, es un aminodacido alifatico que
ha sido considerado como semiesencial para los mamiferos y las aves, ya que aun cuando lo
sintetizan, también lo requieren en la dieta para mantener niveles adecuados en el
organismo, sobretodo en las etapas tempranas del desarrollo para sostener una sintesis
activa de proteinas y para la realizacion de multiples procesos bioquimicos y fisiologicos.
(Rodriguez AC y Nuiiez JC 1971).

Este aminoacido sigue varios destinos metabdlicos (Figura 1), por lo que sus niveles
plasmaticos pueden detectarse bajos en un momento dado. Algunos 6rganos y tejidos
pueden requerir de un mayor aporte de L-arginina por las funciones que desempefian, tal es

el caso del higado y del pancreas.

Metabolismo de la L-arginina

El metabolismo (Figura 2) de este aminoacido ocurre por dos mecanismos que son
complementarios.

1) Hidrolisis enzimatica, que ocurre por accion de la enzima arginasa, no sélo en el ciclo de
la urea sino también en tejidos extrahepaticos, que lleva a la formacion de ornitina y urea.
2) Desaminacion oxidativa, proceso por el cual se conserva el radical guanidinico y se hace

posible su utilizacion en la sintesis de creatina y de otros productos con gran actividad
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biologica, como son la prolina y la hidroxiprolina.

La importancia de la L-arginina se debe a que participa en varios procesos metabolicos. Es
también un aminoacido glucogénico ya que se oxida a glutamato y éste, por oxidacion,
produce alfa cetoglutarato, un intermediario de la sintesis de glucosa (Rodriguez AC y
Nufiez JC 1971).

La L-arginina interviene en la formacion de poliaminas, ya que por medio de la arginasa se
forman urea y ornitina. Este ultimo aminoacido es precursor de la sintesis de poliaminas

(Caaldi AA y Algranati ID 1989; Cunninghan R y Werner KM 1975).

Arginasa

La arginasa, enzima que cataliza la hidrolisis de L-arginina a ornitina y urea, fue detectada
inicialmente en el higado de mamiferos; en la actualidad diversos estudios han demostrado
su presencia, aunque en cantidades menores, en otros tejidos como rifidn, testiculos y bazo.
En los animales la arginasa existe en la fraccion soluble del citoplasma y en diversas
estructuras celulares, tales como mitocondrias, lisosomas y aparato de Golgi. (Rodriguez
AC y Nuiez JC 1971).

La actividad de la arginasa esta presente en el tejido epidérmico normal y se encuentra
elevada en muchas enfermedades asociadas con hiperplasia e hiperqueratinizacion
epidérmica.

Se piensa que la arginasa de la epidermis sirve para proveer ornitina, la cual se ha asociado
con la proliferacion celular mediante la ruta de poliaminas. La actividad de la arginasa se ha
determinado en el musculo de animales con y sin herida, encontrandose una marcada
elevacion de la actividad de ésta en el tejido herido. En la epidermis la arginasa regula el
aporte de L-arginina o sus productos metabdlicos en el metabolismo celular; esta enzima
también regula el metabolismo de la prolina, la cual es necesaria en la biosintesis de
proteinas epidérmicas.

Algunos investigadores, al estudiar la actividad de arginasa en epidermis de raton,
propusieron que la elevada actividad de esta enzima en dicho tejido puede desempenar una
funcién importante en la biosintesis de poliaminas, en la produccion de glutamato y prolina,
asi como también en la produccion de proteinas queratinosas (Redmond AF y Rothberg S

1978; Verma AK y Boutwell RK 1981).
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Cook JP y cols. (1991) describieron que la L-arginina puede reducir el tamafio de las
lesiones aterosclerosicas en conejos Nueva Zelanda alimentados con 1% del colesterol. Los
beneficios de la L-arginina se han explicado con base en la produccion de NO en el tejido
vascular (Cooke y cols., 1991; Boger y cols., 1998), ya que la formaciéon de 6xido nitrico
por el endotelio puede prevenir la agregacion plaquetaria, la adhesion de leucocitos y

promover la vasodilatacion (Furchgott LF 1983; Luscher TF 1990).

BIOSINTESIS DE LAS POLIAMINAS

Las poliaminas, putrescina, espermidina y espermina son bases alifaticas de bajo peso
molecular (Heby 1981). Se encuentran en forma libre o conjugada con fosfolipidos,
carbohidratos, esteroides, péptidos y unidades subestructurales de alcaloides. Las funciones
de las poliaminas deben estar determinadas entonces por su naturaleza cationica.

Las poliaminas cumplen funciones importantes en la regulacion de diversos procesos, tales
como crecimiento, proliferacion, multiplicacion y diferenciacion celulares. Estas moléculas,
a semejanza de los acidos nucleicos, aminodcidos y proteinas, se encuentran distribuidas
ampliamente en los sistemas vivientes, lo que quiza sea un indicativo de que su presencia es
esencial para la realizacion de los procesos basicos de la funcion celular. Las poliaminas
también estan presentes en tejidos de mamiferos y en fluidos corporales asociadas
covalentemente, por ejemplo, con proteinas (Méndez JD 1989; Persson L y Heby O 1990).
En los mamiferos, incluyendo al hombre, la espermidina y la espermina estan presentes en
la mayor parte de los tejidos en una concentracion aproximada de ImM (Méndez JD 1989;
Persson 1990). La putrescina se encuentra en concentraciones mas bajas, excepto en tejidos
que estan estimulados para el crecimiento, como la medula 6sea (Tabor y Tabor, 1984). Es
interesante mencionar que los niveles de poliaminas se incrementan por la accion de
hormonas, drogas, procesos de regeneracion de tejidos y factores de crecimiento (Bethell y
cols., 1982).

Los niveles intracelulares de poliaminas, particularmente espermina y putrescina, aumentan
espectacularmente con el crecimiento, tanto en células normales como neoplasicas.

La putrescina es el precursor de la sintesis de la espermidina y la espermina; en las células

animales esta diamina se obtiene de la ornitina (Méndez JD 1989).
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La arginasa, que cataliza la hidrdlisis de la L-arginina para producir ornitina y urea, es
considerada una de las enzimas clave de la via biosintética de poliaminas en tejidos
extrahepaticos (Méndez y Arreola 1992). Produce ornitina para la subsiguiente formacion
de putrescina, el precursor de las otras poliaminas (espermidina y espermina).

En los mamiferos, la ornitina descarboxilasa (ODC) (Figura 2) cataliza la formacion de
putrescina a partir de ornitina (Bachrach 1973; Tabor y Tabor 1984); esta enzima aumenta
rapidamente después de un estimulo de crecimiento.

La mayoria de las enzimas que participan en la biosintesis de poliaminas se localizan en el
citosol. En los mamiferos la ODC cataliza el paso inicial en la biosintesis de poliaminas.
Esta enzima transforma la ornitina en putrescina. La espermidina y la espermina se forman
a través de la putrescina y espermidina, respectivamente, por la transferencia de un residuo
de propilamina aportado por la S-adenosilhomocisteamina, el producto descarboxilado de
la S-adenosilmetionina. Estas reacciones estan catalizadas por las enzimas S-
adenosilmetionina descarboxilasa, y espermina y espermidina sintasas (Pegg A 1986; Pegg
A y McCann PP 1982) (Figura 3).

Funciones de las poliaminas

Se sabe que las poliaminas intervienen en procesos de proliferacion celular y sintesis
proteinica. Estd bien demostrado que la disminucién en la concentracion de putrescina y
espermidina disminuye la velocidad de proliferacion celular (Mamont y cols., 1978) y que
las concentraciones de poliaminas se incrementan en condiciones en la que aumenta la
division celular. Las poliaminas producen inhibicion reversible de la respuesta de sintesis
de DNA estimulada por fibroaglutinina, concanavalina A o lipopolisacaridos bacterianos, e
inducen la respuesta citolitica de linfocitos.

Las poliaminas pueden afectar significativamente a las membranas biologicas (Sehuber
1989) y de esta manera modular la transduccion y la transmision de sefiales mediadas por
receptores (Koening y cols., 1983). Debido a sus propiedades quimicas, estas moléculas
pueden cambiar la fluidez de las membranas por entrecruzamiento electrostatico con
diversos componentes membranales, modificando indirectamente diversas actividades
membranales de manera simultanea. Hay evidencia de que las poliaminas pueden
estabilizar enzimas asociadas con las membranas del reticulo endoplasmico y que

interactiian con los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso (Raina y Teleranta 1967).
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De manera similar, las poliaminas interactian con estructuras en la superficie celular
(Cuatrecasas P 1969) involucradas en diversas funciones de la insulina, modulando de esta
manera el transporte y el metabolismo intracelular de varias sustancias.

Se conocen efectos citoprotectores de las poliaminas que han sido evidenciados en un
modelo de diabetes inducida por aloxana (Méndez y Arreola 1992). En presencia de
poliaminas, el dafio pancreatico causado por aloxana, un agente utilizado para inducir
diabetes en animales, es menor (Méndez y Arreola 1992). En el estadio diabético, las
concentraciones de putrescina disminuyen y se restablecen cuando se administra L-arginina
(Méndez y Arreola 1992), lo que indica que la L-arginina aumenta la sintesis endogena de
poliaminas. La reduccion en la concentracion de poliaminas en ratas diabéticas esta
acompaiada de una disminucion en la actividad de arginasa. La actividad de esta enzima
también se normaliza con la administracion de L-arginina (Méndez y Arreola 1992).

Las poliaminas putrescina, espermidina y espermima previenen la embriotoxicidad y el
desarrollo retardado causado por aloxana en ratas (Palomar y cols,1998), resultados que han
sido explicados con base en las propiedades antioxidantes de las poliaminas (Lovaas E,
1997).

Las poliaminas han sido detectadas y medidas en dermis y epidermis humana. Se ha
encontrado que los niveles de poliaminas entre estas dos porciones de piel varia
notablemente, tanto cuantitativa como cualitativamente. Se han detectado niveles mas altos
de espermidina y espermina en la epidermis que en la dermis.

Estos valores reflejan las diferencias en la actividad proliferativa y diferenciacion entre las
dos regiones. Las concentraciones tan elevadas de espermidina y espermina en la epidermis
se deben probablemente a que éstas cumplen una funcidén importante en este tejido (El Baze
P y cols., 1983). Bethell y cols. estudiaron la actividad de las enzimas que participan en la
biosintesis de poliaminas y midieron la concentracion intracelular de putrescina,
espermidina y espermina en fibroblastos de raton. Sus resultados sugieren que los niveles
de poliaminas estan controlados por un complejo en el que participan estas enzimas.
(Bethell D y cols., 1982).

Las poliaminas putrescina, espermidina y espermina previenen la embriotoxicidad y el
desarrollo retardado causado por aloxana en ratas (Palomar y cols.,1998), resultados que

han sido explicados con base en las propiedades antioxidantes de las poliaminas (Lobas,
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1997). La L-arginina y la espermidina pueden también disminuir la acumulacién de
colagena en riflones de ratones diabéticos, efecto que puede deberse a la proteccion de
compuestos carbonilo, abundantes en el estado diabético (Marx y cols., 1995).

Se ha propuesto que las poliaminas pueden ayudar a regular la interaccion entre la
fosfohidrolasa y las membranas celulares, lo que facilitaria la accion de los acidos grasos y
permitiria a las células aumentar su capacidad de sintesis de triacilgliceroles (TAG) cuando
aumenta el aporte de acidos grasos (Martin-Sanz y cols., 1985). Las poliaminas también
son capaces de modular el grado de dafio a la mucosa causado por ciertos estimulos
(Thirumalai y cols., 1987).

En el tejido vascular, altas concentraciones de putrescina (10 mg/kg) pueden producir
hipotension y taquicardia (Rossi y cols., 1984). Concentraciones micromolares de
poliaminas estimulan la entrada intracelular de calcio a las células endoteliales de la vena
umbilical (Morgan y cols., 1990), lo que podria resultar en la liberacién de sustancias
vasoactivas como el factor relajante derivado de endotelio (Moncada y cols., 1991). La
sensibilidad del transporte de putrescina a la falta de L-arginina pero no a la falta de L-
ornitina (Bogle y cols., 1994) sugiere que la L-arginina regula el metabolismo de
poliaminas y su transporte a las células endoteliales. De esta manera los factores que
afectan la utilizacion de L-arginina también afectan el metabolismo de las poliaminas.

Los macrofagos, al liberar poliamina oxidasa cerca de otras células inflamatorias, regulan
sus funciones. Se sabe que los linfocitos contienen cantidades nanomolares de espermina vy,
al morir estas células, liberan suficientes poliaminas para interactuar con el suero. Las
células del sistema inmune son muy sensibles a poliaminas en comparacion con los
fibroblastos. Se ha encontrado que concentraciones de 40 uM de espermidina inhiben el
movimiento de los macrofagos en presencia de suero bovino (Ferrante 1985). Todo esto
indica que las poliaminas son reguladoras de la respuesta inmune.

Joseph y cols. (1987) estudiaron el efecto de las poliaminas sobre plaquetas aisladas. Estos
autores utilizaron un sistema en el que se induce la agregacion plaquetaria por diversos
agentes inductores. En estos estudios una concentracion de 10 pM de espermina fue
suficiente para producir una inhibicion total de la agregacion plaquetaria. Por el contrario,
utilizando colagena la inhibicion solamente alcanzé el 50%. Méndez y cols. han descrito la

inhibicion de la agregacion plaquetaria por L-arginina y poliaminas en ratas normales y
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ratas diabéticas (Bethell y cols., 1982). La agregacion plaquetaria se inhibe en mayor
proporcién en presencia de espermidina y también se describe una menor actividad de
arginasa en la rata diabética (Bethell y cols., 1982).

La espermidina y la espermina estimulan la oxidacion de glucosa a CO; e inhiben la
lipolisis. Estos efectos de las poliaminas se observan entre 1 y 50 uM, en condiciones en las
que la concentracion de glucosa es menor a 30 uM en adipositos (Lockwood y cols., 1971).
La espermidina inhibe la lipdlisis inducida por epinefrina o teofilina pero no por dibutiril
AMPc. Es decir, en las células adiposas, las poliaminas, asi como la insulina, inhiben la
lipolisis suprimiendo los niveles de AMPc y facilitando el transporte de glucosa. El
mecanismo de accion de las poliaminas no se conoce, pero se cree que no es un efecto
debido a la carga de las moléculas, ya que a la misma fuerza idnica la putrescina no tiene
efecto. Como el efecto de las poliaminas es inhibido por andlogos de la glucosa se cree que
las poliaminas facilitan el transporte de glucosa. Concentraciones nM de poliaminas en
células beta del pancreas disminuyen la cantidad de mRNA al interactuar con estas
moléculas o con enzimas que lo degradan. La inhibicion de la sintesis de poliaminas en las
células beta disminuye la cantidad de mRNA para insulina, mientras que la glucosa puede
aumentar los niveles de sintesis de poliaminas. La L-arginina también estimula la secrecion
de insulina (Nogowski y Norwak 1986).

La L-arginina y la espermidina tienen efecto antihiperglucémico y son capaces de
normalizar los niveles de lipidos, lipoproteinas y apolipoproteinas en ratas diabéticas
(Méndez y Balderas 1999). Estos efectos se han explicado por la accion antilipolitica de las
poliaminas formadas a partir de L-arginina. La espermidina y la espermina aumentan la
oxidacion de glucosa e inhiben la lipdlisis, suprimiendo la produccion endoégena de AMPc
de manera similar a la insulina en adipocitos aislados de rata (Furie y Furie 1988).

Por la importancia de la funcion del 6xido nitrico (NO) que es un derivado del metabolismo
de la L-arginina y el papel que tiene en la interaccion de mecanismos para la curacion de la

herida, se mencionan brevemente los aspectos mas importantes del mismo.

Oxido nitrico
El 6xido nitrico (NO) es un mediador de la inflamacion, que fue descrito inicialmente como

un factor liberado por las células endoteliales, cuya accion principal es la vasodilatacion a
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través de la relajacion del musculo liso de la pared vascular, denominado factor de
relajacion derivado del endotelio (Furchgott RF y Zawadski JV 1980). El 6xido nitrico es
un gas soluble producido ademas por otro tipo de células (macréfagos y neuronas). Su
periodo de semieliminacion in vivo es solo cuestion de segundos, por lo que actia sobre las
células muy proximas al punto donde es producido. Se sintetiza a partir de L-arginina por
accion de la enzima o6xido nitrico sintasa (Nathan C 1997). Existen tres tipos diferentes de
sintasa del NO (la endotelial, la neuronal y la inducida por citocinas). E1 NO es un potente
vasodilatador y ademds desempefia funciones importantes en la inflamacion: reduce la
agregacion y adhesion plaquetarias y actia como regulador del reclutamiento de
leucocitos. Ademas actia en la respuesta del huésped frente a la inflamacion. Existen
alteraciones en la producciéon de NO por parte del endotelio en la arteriosclerosis, la
diabetes y la hipertension (Fang FC 1997).

Se ha postulado la hipotesis de que la enzima endotelial del NO modula la angiogénesis en
modelos animales caracterizandola como una respuesta compensatoria a la isquemia. Esto
se ha realizado administrando L-arginina a conejos normales con isquemia inducida,
habiendo demostrado previamente que la L-arginina aumenta la produccion endégena de
NO. La vascularidad se ha estudiado mediante angiografia e indices hemodinamicos de
perfusion tisular, a través de mediacion del flujo sanguineo mediante Doppler (Muroharra T

y cols., 1998).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Justificacion

Un gran niimero de personas en todo el mundo son afectadas por DM. Se considera que en
nuestro pais existen aproximadamente 4 654 000 pacientes diabéticos y en el afio 2025
habra alrededor de 17 684 000 (Méndez JD y cols., 2000). Una causa frecuente por la que
los pacientes diabéticos solicitan consulta médica se relaciona con problemas del pie
diabético, particularmente con la presencia de ulceras, las cuales si no son tratadas
adecuadamente llevaran a la amputacion del miembro afectado (Levin ME 1995;
Bloomgarden ZT 2001, American Diabetes Association 1998; Potter PJ 1998; Hill SL y
cols., 1999; Pittet D y cols., 1999; Van Gils CC y cols., 1999; Dargis y cols., 1999; Pinzur
MS 1999; Colwell JA 2000; Coleman WC 2000; Levine ME 2000).

Existen diversos estudios estadisticos acerca de aspectos epidemioldgicos sobre la DM en
relacion con la frecuencia de ulceras del pie diabético, amputaciones y morbimortalidad,
con ciertas diferencias entre ellos. Sin embargo, en todos ellos resalta su importancia por
las consecuencias en la calidad de vida del paciente, dias de hospitalizacion,
morbimortalidad y el impacto economico para la sociedad (Metha SS y cols., 1999). Los
datos epidemiologicos indican que la mayoria de los pacientes desarrollan problemas del
pie después de los 40 afios y que estos problemas se incrementan con la edad (Levin ME
1995). Se ha calculado que alrededor de 15% de los individuos con DM desarrollara tlceras
del pie, de las cuales 15-20% requeriran amputacion de la extremidad inferior. De 9-20%
de estos pacientes se ha estimado que hasta dos tercios experimentardn una segunda
amputacion ipsilateral o contralateral dentro de los 12 meses posteriores a la primera
amputacion. De todas las amputaciones relacionadas con diabetes, 70-80% son precedidas
por tlceras cronicas (Ollendorf DA y cols., 1995).

En un estudio de registro de autopsias, se encontr6é que la gangrena como causa de muerte
correspondi6 al 21% de pacientes diabéticos y que esta causa de muerte fue de 53 a 71
veces mas frecuente en personas diabéticas que en no diabéticas. (Colwell JA 2000). En
estudios hospitalarios la enfermedad vascular periférica puede alcanzar hasta el 25% de las
admisiones y las estancias de hospitalizacion generalmente son muy largas (Colwell JA

2000). Cinco afios después de una amputacion inicial, 28-51% de diabéticos amputados han

55



sufrido una segunda amputacion y hasta dos tercios de estos pacientes muere en los
siguientes 5 afios (Reiber GE y cols., 1995).

No obstante los esfuerzos educativos y preventivos realizados por diversos grupos de
clinicos para reducir la frecuencia de presentacion de tulceras del pie diabético y las
amputaciones de extremidades inferiores, la meta de disminuir en un 40% la frecuencia de
amputaciones en los Estados Unidos para el afio 2 000 no fue alcanzada y la tendencia
observada actualmente es hacia la mayor prevalencia de DM, asi como hacia un aumento
en las proporciones y costos de las amputaciones como consecuencia de las ulceras del pie
diabético (Levin ME 1995; Ollendorf DA y cols., 1998; Mayfield JA y cols., 1998;
Armstrong DG y cols., 1999; Van Gils y cols., 1999; Bloomgarden ZT 1999; Dargis V y
cols., 1999; Bloomgarden ZT 2001).

Aunque ha habido avances en el tratamiento de la DM, el estado actual de las
investigaciones parece indicar que, debido a la heterogeneidad de las enfermedades que
estan asociadas a ella, tendremos que enfrentarnos todavia durante mucho tiempo con el
pie diabético como una de sus complicaciones. Aunque se han intentado diversos tipos de

tratamientos y estrategias para su prevencion, los resultados no han sido concluyentes.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. (En los pacientes con ulceras del pie diabético, es mas eficaz la reparacion de la tlcera
cuando son tratados con L-arginina subcutdnea comparados con los pacientes tratados
con pentoxifilina via oral?

2. (Los pacientes diabéticos con cambios no ulcerativos en la piel del pie muestran el
mismo tipo de vascularizacion expresada por numero y distribucion de vasos sanguineos

que los pacientes diabéticos con lesiones ulcerativas?
HIPOTESIS

Los pacientes con tulceras del pie diabético sanan mas eficazmente de éstas cuando son

tratados con L-arginina subcutanea, que cuando son tratados con pentoxifilina via oral.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Demostrar que en los pacientes con ulceras del pie diabético es mas eficaz, para la curacion
de la piel ulcerada de éstos, el tratamiento con L-arginina subcutidnea que el tratamiento

con pentoxifilina via oral empleado actualmente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar el estado metabolico de los pacientes tratados con L-arginina y
pentoxifilina, determinando la glucemia, hemoglobina glicada y perfil de lipidos.
2. Evaluar las caracteristicas y calidad de los vasos sanguineos del tejido de la zona
ulcerada de una de la extremidades inferiores y de la piel adyacente de los pacientes
diabéticos tratados con los fairmacos mencionados, mediante técnicas histologicas e

inmunohistoquimicas.
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MATERIAL Y METODOS
Universo de trabajo
Pacientes diabéticos con lesiones ulcerativas de la piel de alguno de los miembros

inferiores del HGZ # 47 del IMSS, Delegacion 4 Sureste.

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES
Independientes

DM.

Tipo de tratamiento de las lesiones dérmicas.
Dependientes

Curacion de las lesiones ulcerativas.

Angiogénesis.

DEFINICION OPERATIVA DE LAS VARIABLES

Diabetes mellitus: Grupo de enfermedades metabolicas caracterizado por hiperglucemia
provocada por defectos de la insulina en la secrecion, acciéon o ambas.

Tipo de tratamiento: Los tratamientos fueron de dos tipos: control y experimental. El
primero consistio en el uso de pentoxifilina via oral méas curacion diaria con isodine y
solucion fisioldgica. El experimental consistio en L-arginina 10 mM preparada en una
solucion salina estéril aplicada por via subcutdnea una vez al dia en una cantidad variable
segun el tamafio de la lesion.

Reparacion de la lesion ulcerativa: Es el proceso mediante el cual la lesion ulcerativa de la
piel se regenera hasta llegar a la re-epitelizacion total. Es una variable cualitativa que
puede estar presente o ausente. En cuanto se mida el niimero de dias necesarios para la
reparacion completa es una variable cuantitativa discreta.

Angiogénesis: Proceso en el que los vasos preformados generan brotes o retofios capaces
de formar nuevos vasos. Variable cuantitativa discreta: presencia o ausencia.

Criterios de inclusion

Pacientes con diagnostico de DM y con lesiones ulcerativas de la piel.

Lesiones ulcerativas de miembros inferiores: pierna, region maleolar y pie.

Edad de 25 a 80 afos.
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Criterios de exclusion

Pacientes que por el estadio de las lesiones ulcerativas de la piel requieran de amputacion
quirurgica.

Criterios de eliminacion

Abandono del tratamiento por parte del paciente (no adherencia al tratamiento).

Tamaiio de la muestra

Pacientes diabéticos con lesion ulcerativa del grupo experimental (n = 7)

Pacientes diabéticos con lesion ulcerativa tratados con pentoxifilina: (n = 7)

Aspectos éticos

El presente estudio tomo en cuenta los Acuerdo de la Conferencia Internacional de Helsinki
sobre estudios de investigacion en seres humanos, asi como las consideraciones éticas al
respecto de la Ley General de Salud de los Estados Unidos Mexicanos y las del propio

Instituto Mexicano del Seguro Social.

PROGRAMA DE TRABAJO

1.- Se integraron dos grupos de pacientes:

a) Pacientes diabéticos con lesiones ulcerativas del tercio distal de uno de los miembros
inferiores tratados con L-arginina (tratamiento experimental). Estos pacientes fueron
tratados con L-arginina 10 mM preparada en solucion salina estéril por via subcutanea con
jeringa de insulina a una dosis de 50 ul/cm’.

b) Pacientes diabéticos con lesiones ulcerativas del mismo sitio tratados con pentoxifilina,
400 mg cada 8 horas via oral.

2.- Los pacientes fueron seleccionados en la UMF No. 31 Delegacion 4 Sureste del D.F. del
IMSS.

3.- Cuando los pacientes con las caracteristicas requeridas para el estudio fueron
identificados, se les invitd a participar en el estudio; se les explico las caracteristicas de la
investigacion y las ventajas que podrian obtener si decidian participar.

4.- El método de seleccion fue no aleatorizado, consecutivo.

5.- Los pacientes fueron evaluados por los Servicios de Medicina Interna y Cirugia General
del HGZ No. 47 del IMSS para asegurar que no fueran candidatos a tratamiento quirtirgico,
se llend hoja de recoleccion de datos, historia clinica, que incluyd domicilio y numero

59



telefonico. Se les proporciono el nimero telefonico de los responsables del estudio y donde
localizarlos las 24 horas del dia.

6.- Al inicio del estudio se incluyd en la evaluacion del paciente un estudio del control
metabolico del padecimiento que constdé de: glucemia en ayuno, hemoglobina glicada,
triacilgliceroles, colesterol total, lipoproteinas de baja y alta densidad (C-LDL y C-HDL).
Estos estudios se realizaron también al ser dados de alta los pacientes.

7.- Posteriormente, los pacientes fueron evaluados por el Servicio de Cirugia General del
HGZ No. 47 del IMSS, que confirmé que los pacientes seleccionados reunieron los
criterios de inclusion, asi como la viabilidad del o los tejidos afectados. Después de esto se
procedio a la toma de biopsia.

8.- Las biopsias reunieron las siguientes caracteristicas: se obtuvieron por sacabocados de
0.5 cm de diametro y 0.5 cm de longitud y estuvieron constituidas longitudinalmente por
zona ulcerada y zona no ulcerada adyacente, y en profundidad de arriba hacia abajo por
zona desepitelizada o epidermis seglin sea el caso, dermis y tejido adiposo subcutaneo.

9.- Las biopsias fueron enviadas al Servicio de Anatomia Patologica del HGZ No. 47 del
IMSS donde se procesaron.

10.- Las biopsias fueron procesados mediante dos métodos: el tradicional para técnicas de
histoquimica y de inmunohistoquimica para deteccion de actina.

11.- Previo al inicio del tratamiento y durante el desarrollo del mismo, se realizo evaluacion
periddica de la evolucion de las lesiones mediante control fotografico y mediciones del
tamaio de las mismas.

12.- Se vigilo la adherencia al tratamiento mediante visitas al area de curaciones de la UMF

y citas programadas cada 8 dias.

ANALISIS ESTADISTICO

Las pruebas estadisticas realizadas fueron t de Student para medias independientes en el
caso de grupos independientes y t de Student pareada para la comparacion de cifras antes y
después del tratamiento dentro de un mismo grupo. El programa estadistico de software
utilizado fue el SPSS. Para la comparacion de tres variables independientes se utilizoé de la

prueba de Pearson.
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DETERMINACION DE GLUCOSA

Se utilizé el método de Trinder (1969), que se basa en la oxidacion de glucosa por la
glucosa-oxidasa, con la subsiguiente cuantificacion de peroxido de hidrogeno liberado,
usando el reactivo de color 4-aminofenazona y fenol, el cual por medio de la peroxidasa
forma un complejo colorido cuya absorbencia se mide a 540 nm. La concentracion de este
complejo es directamente proporcional a la concentracion de glucosa. Las reacciones

involucradas son las siguientes:

Glucosa oxidasa

Glucosa + O, » 4cido gluconico + H,O;
Peroxidasa
H,0; + 4 — aminofenazona + fenol———————4-(p-benzoquinona-

monoimino)fenazona

DETERMINACION DE TRIACILGLICEROLES (TAG)

Se determinaron con el método de Wahlefeld (1979) basado en la hidrélisis enzimatica del
glicerol formado, por medio de las enzimas glicerol-cinasa, fosfoglicerol-oxidasa y
peroxidasa; produciéndose peroxido de hidrogeno que forma un complejo colorido con el
reactivo de color 4-aminofenazona y 4-clorofenol cuya absorbencia se mide a 620 nm, la
cual es directamente proporcional a la concentracion de TAG en la muestra. Las reacciones

involucradas son las siguientes:

Lipasa -
TAG + 3H,O0 “glicerol + 3 RCOOH
Glucocinasa
Glicerol + ATP »glicerol 3-fosfato + ADP
Glicerol fosfato oxidasa
Glicerol 3-fosfato + O, » dihidroxiacetona-fosfato + H,O

61



Peroxidasa
H,0 + 4-aminofenazona + 4- clorofenol-————» 4-(p-benzoquinona-monoimino)-
fenazona + H,O + HCl1

DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA GLICADA

Se determind con el estuche de electroforesis para HbA ¢ Diatrac, que se utiliza para su
determinacion cuantitativa en hemolizados de sangre entera, utilizando geles de agarosa
con regulador de pH 4cido con el sistema de electroforesis Paragon Beckman. Este estuche
permite la separacion electroforética de la HbA ¢ en un gel de agarosa con un regulador de
pH acido. El principio de la electroforesis estd basado en el hecho de que cuando las
proteinas son colocadas en un campo eléctrico se desplazan hacia uno de los polos
eléctricos. El procedimiento electroforético Paragon permite la separacion de la HbAc,
segun la carga de la molécula y el pH. Este sistema consta de geles de agarosa, reactivo

hemolizador y un regulador de pH 4cido.

DETERMINACION DE COLESTEROL TOTAL

Se cuantificd por el método de Siedel y cols. (1983) y Katterman y cols. (1984) que se
fundamenta en la hidrolisis enzimatica de los ésteres del colesterol por la colesterol esterasa
y la oxidacion del colesterol libre por la colesterol oxidasa. La concentracion de colesterol
es directamente proporcional a la absorbencia a 540nm, que dan el complejo formado con
el reactivo de color-4-aminofenazona y fenol con el H,O;, que se produce al oxidarse el

colesterol libre. Las reacciones involucradas son las siguientes:

Colesterol esterasa
Esteres de colesterol +H,O »colesterol +RCOO

Colesterol oxidasa
Colesterol +O, »C* colestenona +H,O

Peroxidasa
2H,0, + 4-aminofenazona + fenol ———  4-(p-benzoquinona-monoimino) —
fenazona + 4H,0
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DETERMINACION DE COLESTEROL-HDL

Se determind por el método modificado por Lopez-Virella y cols. (1977). Este
método se basa en la adicion de los iones magnesio y acido fosfotingstico a la muestra, lo
que provoca la precipitacion de los quilomicrones, las C-VLDL y las C-LDL. El
sobrenadante de la centrifugacion a 1500 x g durante 10 min contiene las C-HDL cuya
concentracion de colesterol es determinada enzimaticamente, como se describio

anteriormente.

DETERMINACION DE COLESTEROL-LDL

Se calculd el contenido de colesterol de las C-LDL por medio de la formula de
Friedewald y cols. (1972) y Warnic y cols. (1990), que involucra la medicion de colesterol
total, TAG y C-HDL.

LDL =CT —%—HDL

Donde C-LDL es la concentraciéon de colesterol-LDL, CT es la concentracion de
colesterol total. TAG es la concentracion de triacilgliceroles y C-HDL es la concentracion
de colesterol C-HDL. El calculo de colesterol-LDL se considera valido solamente cuando

los valores de triacilgliceroles se encuentran por debajo de 300 mg/dL.
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ANALISIS MORFOLOGICO

PROCESAMIENTO DE LOS TEJIDOS PARA MICROSCOPIA OPTICA

Las muestras fijadas en formol se procesaron tratandolas durante 2 horas con cada uno de
los siguientes reactivos: formol 10%, alcohol 96°, alcohol absoluto y xilol. Las muestras
procesadas se incluyeron en parafina formando bloques que se dejaron solidificar. Los
bloques se mantuvieron a 4°C y se hicieron cortes de aproximadamente 4 pPm, en un
microtomo. Los listones obtenidos se desparafinaron poniéndolos sobre un bafio de agua
con gelatina a 56-60°C y se recolectaron en portaobjetos. Posteriormente se desparafinaron
en una estufa a 60°C durante 2 horas y se hidrataron para tefiirlos. Los tejidos en las
laminillas se hidrataron tratando con los siguientes reactivos: xilol, alcohol absoluto y
alcohol 96°. Después de tefiir los tejidos se deshidrataron con alcohol 96°, alcohol absoluto

y xilol.

TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA

Esta técnica tifie de azul los nucleos y el citoplasma de color rosa. Los tejidos se
desparafinaron e hidrataron, posteriormente se colocaron en solucion de hematoxilina
durante 1 min. Se lavaron a chorro en agua de la llave, sin desprender el tejido. Se
diferencio en alcohol acido lavandose a chorro en agua de la llave, se vird con agua
amoniacal, después se lavdo en agua destilada para enseguida tefiir con eosina durante 30
seg. Se trataron con alcohol de 96 grados durante 1 min. Se deshidrataron y en seguida se

montaron en laminillas con resina sintética.

TINCION TRICROMICA DE MASSON

Esta técnica tifie de azul la colagena (que se tifie con colorantes acidos de anilina). Da color
rojo para musculo, rosa claro para citoplasma y tifie de azul obscuro los nticleos. Los
tejidos se desparafinaron e hidrataron, posteriormente se colocaron en la solucion de Bouin
(acido picrico 75 ml/100ml, formaldehido 25ml/100ml y acido acético glacial 5 ml/100ml)
1 hora a 60°C. Se lavaron bajo el chorro de agua sin desprender el tejido hasta quitar el
color amarillo. Se tifieron en hematoxilina férrica o de Weigerts (preparada en el momento
mezclando partes iguales de una solucion de 2 g hematoxilina/200 ml de etanol y una
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solucion de cloruro férrico 29% y &cido clorhidrico 1 ml/200 ml) durante 10 min. Se
lavaron en agua corriente hasta quitar el color café (y que los ntcleos estuvieran
contrastados), se lavaron con agua destilada, se tifieron en escarlata de Biebrich (escarlata
de Biebrich 1%, 360 ml/400 ml, fucsina acida 1% 40 ml/400 ml, acido acético 1 ml/ 400
ml) durante 15 min., se lavaron con agua destilada, luego se trataron con Aacido
fosfotungstico y fosfomolibdico (4cido fosfotungstico 10 g/200 ml, acido fosfomolibdico
10 g/200 ml) 15 min. Se lavaron con agua destilada, se tifieron en azul de anilina (azul de
anilina 5 g/200 ml, &cido acético 8 ml/200 ml) 15-20 min, se lavaron con agua destilada y

luego en 4cido acético 1% 1 min. Los tejidos se deshidrataron y se montaron las laminillas.

TECNICA DE INMUNHOISTOQUIMICA PARA IDENTIFICACION DE ACTINA
POR INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA CONFOCAL

Se obtuvo la biopsia en sacabocado de 0.5 cm® que incluyé tejido lesionado y tejido
adyacente a la piel ulcerada del paciente diabético. Se prefundié en paraformaldehido al
4%. Se lavo la muestra de tejidocon solucion amortiguadora de fosfato/sacarosa al 30%
mediante tres lavados de 15 min cada uno. Se efectuaron cortes por congelacion de 4 [ de
espesor en el criostato. Se realizé incubacion en solucion metanol/acetona (V/V) durante
30 min a 4°C. Se incubd en suero normal de cabra. Posteriormente, se efectud incubacion
durante toda la noche con el anticuerpo primario, la anti O actina para musculo liso
vascular. Se lavaron los cortes de tejido con amortiguador de fosfatos y se incubaron con
anticuerpo biotinilado durante 60 min. Se efectu6é lavado con amortiguador de fosfatos
durante 30 min y se incubaron con avidina fluoresceinada durante 40 min. Se lavaron con
amortiguador de fosfatos durante 30 min y posteriormente fueron incubados con azul de
Evans durante 15 min. Se montaron las laminillas con vectashield y se observaron con un
microscopio confocal laser de fluorescencia marca BIO-RAD modelo MCR-600. Se
hicieron cortes seriados de 1-2 micras de espesor, el filtro verde para el canal de azul de
Evans y el filtro azul para el canal de fluoresceina. La fluoresceina fluoresce verde y el azul

de Evans, rojo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo primordial de este estudio fue demostrar el efecto de la L-arginina en el
tratamiento de las lesiones ulcerativas del pie diabético, asi como confrontarlo con el efecto
producido por el tratamiento habitual (pentoxifilina y aseo). Una de nuestras hipotesis es
que un mecanismo probable de accion es la promocion de la angiogénesis, mejorando de
esa manera la circulacién sanguinea del miembro pélvico afectado con la consiguiente
mejoria en la oxigenacion del tejido dafiado y la activacion en cascada de los mecanismos
de reparacion de la herida.

Los resultados se analizan y discuten de manera integral con la idea de facilitar su

comprension.

Concentraciones de glucosa y Hemoglobina glicada

Todos los pacientes tratados con L-arginina mostraron hiperglucemia al inicio del estudio.
La media inicial de glucemia para los pacientes tratados con L-arginina fue de 229 *+ 62.91
mg/dL (Tabla 2). La media de los valores finales de los mismos pacientes fue 143 + 59.86
mg/dL (Tabla 3). Al finalizar el estudio, dos de ellos (28.57%) alcanzaron niveles séricos
de glucosa normales. El resto de los pacientes tratados con L-arginina mostré niveles
disminuidos de glucosa, sin llegar a la normalidad. La diferencia fue significativa entre las
concentraciones iniciales y finales (p <0.05). Los pacientes control tratados con
pentoxifilina mostraron valores de glucosa significativamente inferiores (p <0.05) que los
pacientes tratados con L-arginina (Cuadros 5 y 6). Esto puede explicarse en parte a la
cooperacion que los pacientes mostraron en el control de su glucemia. La media inicial de
glucemia para los pacientes tratados con pentoxifilina fue de 167.57 + 102.94 mg/dL y la
final fue de 196.14 + 64.71 mg/dL (Cuadros 5 y 6).

Respecto a la HbAlc, los valores iniciales y finales tanto en el grupo tratado con L-arginina
como con pentoxifilina, no mostraron diferencias significativas, en la concentracién por
grupos de medias independientes ni en la comparacion de cifras antes y después de un

tratamiento (p <0.05) (Cuadros 6-8).
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Cuadro 5. Concentraciones séricas iniciales de glucosa, HbAlc y perfil de lipidos en
pacientes diabéticos tratados con L-arginina

Glucosa HbAlc CT C-HDL C-LDL TAG
Paciente No. mg/dL (%) mg/dL mg/dL mg/dL. mg/dL
1 169 7.60 150 38 87 123
2 274 8.50 296 39 nm 675
3 247 13.20 200 33 77 451
4 342 10.60 168 32 112 122
5 192 11.00 226 38 154 171
6 173 7.30 212 42 142 142
7 206 11.40 166 43 68 189
Suma 1603 69.6 1418 265 640 1873
Media 229 9.94 202.57  37.86 106.67 214.95
DE 62.92 2.19 49.45 4.14 35.44 213.31

Valores de referencia: HbA .= hemoglobina glicada: 4.8 — 6.0%; CT = colesterol total:
0-200 mg/dL; C-HDL = lipoproteinas de alta densidad: 35-85 mg/dL; C-LDL =
lipoproteinas de baja densidad: 50—-130 mg/dL; TAG = triacilgliceroles: 50-200 mg/dL; nm
= no medido; DE = desviacion estandar
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Cuadro 6. Concentraciones séricas finales de glucosa, HbAlc y perfil de lipidos en
pacientes diabéticos tratados con L-arginina

Glucosa HbAlc CT C-HDL C-LDL TAG
Paciente No. mg/dL (%) mg/dL mg/dL mg/dL.mg/dL
1 88 8.00 141 41 77 117
2 177 11.40 323 nm nm 825
3 240 15.70 192 42 100 249
4 188 13.90 161 32 101 141
5 110 7.00 243 58 156 144
6 77 6.50 209 46 134 143
7 122 9.20 167 36 94 189
Suma 1002 71.7 1436 255 662 1808
Media 143.14 10.24 205.14  36.42 9457 258.29
DE 59.86 3.54 61.95 18.05 4942 253.68

Valores de referencia: HbA;. = hemoglobina glicada: 4.8 — 6.0%; CT = colesterol total:
0-200 mg/dL; C-HDL = lipoproteinas de alta densidad: 35-85 mg/dL; C-LDL =
lipoproteinas de baja densidad: 50-130 mg/dL; TAG = triacilgliceroles: 50-200 mg/dL; nm
= no medido; DE = desviacion estandar
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Cuadro 7. Concentraciones séricas iniciales de glucosa, HbAlc y perfil de lipidos en
pacientes diabéticos tratados con pentoxifilina

Glucosa HbAlc CT C-HDL C-LDL TAG
Paciente No. mg/dL (%) mg/dL. mg/dL.  mg/dL. mg/dL
1 67 6.30 72 72 115 92
2 272 11.40 321 39 228 272
3 342 10.60 168 32 112 122
4 140 8.10 211 40 149 166
5 126 7.80 195 29 100 189
6 156 13.20 218 48 128 331
7 70 5.80 137 38 66 167
Suma 1002 63.20 1322 298 898 1339
Media 143.14 9.02 188.86 42.57 128.28 191.29
DE 56.84 2.76 77.05 1433 50.81 83.59

Valores de referencia: HbA;. = hemoglobina glicada: 4.8 — 6.0%; CT = colesterol total:
0-200 mg/dL; C-HDL = lipoproteinas de alta densidad: 35-85 mg/dL; C-LDL =
lipoproteinas de baja densidad: 50-130 mg/dL; TAG = triacilgliceroles: 50-200 mg/dL; nm
= no medido; DE = desviacion estandar
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Cuadro 8. Concentraciones séricas finales de glucosa, HbAlc y perfil de lipidos en
pacientes diabéticos tratados con pentoxifilina

Paciente  Glucosa HbAlc CT  C-HDL C-LDL TAG

No. mg/dL (%) mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL

1 164 6.20 161 32 101 141

2 282 11.40 146 32 102 62

3 164 6.20 166 43 109 68

4 208 7.90 142 30 83 144

5 201 7.40 269 33 182 289

6 263 9.10 181 39 122 101

7 91 6.70 214 28 122 321

Suma 1373 54.90 1264 237 822 1047
Media 196.14 7.84 180.57  33.85 117.42 149.57
DE 64.91 1.88 46.59 5.27 31.47 110.46

Valores de referencia: HbA; = hemoglobina glicada: 4.8 — 6.0%; CT = colesterol total:
0-200 mg/dL; C-HDL = lipoproteinas de alta densidad: 35-85 mg/dL; C-LDL =
lipoproteinas de baja densidad: 50—-130 mg/dL; TAG = triacilgliceroles: 50-200 mg/dL; nm
= no medido; DE = desviacion estandar
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Triacilgliceroles (TAG)

No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes diabéticos
estudiados (Cuadros 5 y 7). Tampoco se observaron diferencias significativas en los
examenes antes y después del tratamiento dentro de un mismo grupo (p <0.05). Para los
pacientes diabéticos tratados con L-arginina la media fue de 214.95 = 213.31 mg/dL para
los valores inciales y de 258.29 * 253.68 mg/dL para los valores al finalizar el estudio. En
el grupo de pacientes diabéticos tratados con pentoxifilina (Cuadros 7 y 8), la media inicial
fue de 191.29 + 83.59 mg/dL y la media final de 149.57 £ 110.46 mg/dL. En todos los
grupos se observaron dos pacientes (28.57%) con valores mas elevados a las cifras
normales. Este porcentaje observado es muy similar a lo que refiere la literatura. Keisberg
menciona que solo 30 a 40% de los pacientes diabéticos tienen hipertigliceridemia con
valores mayores a 200 mg/dL y s6lo 10% muestran valores de triacilgliceroles mayores a
400 mg/dL. También menciona que cuando la hipertrigliceridemia es notoriamente elevada,
casi siempre esta indicando la presencia de otros factores predisponentes como: deficiencia
cronica de insulina, edad, obesidad, estilo de vida sedentario, medicamentos utilizados para
padecimientos concomitantes y la expresion tardia de otros trastornos genéticos. La
multiplicidad de factores influenciando los niveles de triacilgliceroles indican que es poco
probable que el control de la hipertigliceridemia por si solo corrija la dislipidemia cuando
ésta se encuentra en el paciente diabético. Otros aspectos de los triacilgliceroles seran
discutidos en conjunto con la discusion de los resultados del colesterol total y de las

lipoproteinas debido a la estrecha relacion de su metabolismo.

Colesterol total y Lipoproteinas

De los pacientes diabéticos tratados con L-arginina tres pacientes mostraron cifras de
colesterol total superiores a 200 mg/dL (42.85%) al inicio del estudio. La media fue de
202.57 £49.45 mg/dL. Los valores finales para el mismo grupo de pacientes mostraron el
mismo porcentaje de resultados arriba de los valores normales, siendo la media de 205.4 +
61.95 mg/dL. En el grupo de pacientes tratados con pentoxifilina los valores iniciales de
colesterol total estuvieron por arriba de los niveles normales en un 42.85%, la media fue de

188.86 + 77.05 mg/dL. En las mediciones finales de este mismo grupo, dos pacientes
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mostraron valores elevados (28.58%). La media para este grupo fue de 180.57 * 46.59
mg/dL.

No se observaron diferencias significativas entre los pacientes tratados con L-arginina y los
tratados con pentoxifilina (Cuadros 5 y 7), ni entre los valores dentro de un mismo grupo
con una p <0.05 (Cuadros 5-8).

Para las lipoproteinas las medias fueron como sigue: valores iniciales de C-HDL para
pacientes tratados con L-arginina, 38.76 * 4.14 mg/dL; valores finales para el mismo
grupo, 36.42 + 18.05mg/dL. Para el grupo tratado con pentoxifilina las medias fueron las
siguientes: para los valores inciales 42.47 + 14.33 mg/dL; valores finales, 33.85 + 5.27
mg/dL. En el grupo tratado con L-arginina el 28.58% mostro valores por debajo de lo
normal al inicio del estudio y también 28.58% al final del estudio. En el grupo tratado con
pentoxifilina al inicio del estudio 28.58% mostr6 valores por debajo de lo normal y 71.42%
al final del estudio. No se observaron diferencias significativas (p <0.05) ni entre diferentes
grupos de pacientes ni antes y después del estudio intragrupos. En el caso de las C-LDL la
distribucion de medias se menciona enseguida: para el grupo tratado con L-arginina,
valores iniciales de 106.67 + 35.44 mg/dL; valores finales, 94.57 + 49.42 mg/dL. Grupo
tratado con pentoxifilina: valor inicial de 128.28 + 50.81 mg/dL; valores finales, 117.42 *
31.47 mg/dL. En el grupo tratado con L-arginina tanto al inicio como al final del estudio,
28.58% de los pacientes diabéticos mostraron cifras por arriba de lo normal, siendo los
mismos pacientes (5 y 6). En el grupo de los pacientes tratados con pentoxifilina, al inicio
28.58% tuvieron valores por arriba de lo normal y al final del estudio s6lo un paciente
(14.28%) tuvo C-LDL por arriba de lo normal.

La DM es una enfermedad metabolica que trastorna no solo el metabolismo de los
carbohidratos, sino también el de las proteinas y los lipidos. El efecto mas importante del
metabolismo anormal de los lipidos es la aterosclerosis acelerada (Brown WV, 1982). En
general los hallazgos mas consistentes en pacientes con diabetes son: aumento en las
concentraciones de los triacilgliceroles, valores séricos normales o ligeramente elevados del
colesterol total y de las C-LDL y concentraciones disminuidas, normales o elevadas de C-
HDL (Brunzell JD y Bieman CA, 1985). Esta informacion indica que al igual que en caso

de la glucemia y su relacion con la HbAlc se requieren de estudios longitudinales, de
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cohortes con un seguimiento prolongado para llegar a criterios mas concluyentes. En este
estudio, los resultados obtenidos para colesterol total y lipoproteinas no difirid respecto a lo
mencionado en la literatura. Lo relativamente inesperado fue la elevada proporcion de
amputaciones a diferente nivel en alguno de los miembros (segun el lado afectado y en un
caso el lado contralateral) en los pacientes tratados con pentoxifilina. Ademas de que
permanece como tema a ser estudiado con mas profundidad, el de la relacion del control
lipidico y su relacion con el nimero de amputaciones, es importante considerar aqui el
factor jugado por el tratamiento con L-arginina en los pacientes diabéticos que recibieron el
tratamiento experimental. Valenzuela concluye que los trastornos lipidicos asociados con la
diabetes (aumento de las liporproteinas de baja densidad y triacilgliceroles, asi como
disminucion de las lipoproteinas de alta densidad) se han asociado claramente con el
desarrollo de enfermedad vascular periférica. Sin embargo, igual que con la hipertension,
aun no hay suficientes evidencias que demuestren que el buen control de la dislipidemia

diabética disminuya el nimero de amputaciones (Valenzuela Roldan A 2003).
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Andlisis morfologico
Microscopia optica

A continuacion se muestran las imagenes de microscopia optica y confocal representativas
de los pacientes estudiados. Simultaneamente se discuten las micrografias presentadas para

intentar hacer un analisis plausible de los resultados obtenidos.

En los cortes histologicos efectuados y analizados, tanto en los pacientes diabéticos tratados
con L-arginina como en los tratados con pentoxifilina, se observaron las siguientes
alteraciones morfologicas desde la superficie hasta el tejido adiposo subcutidneo (técnicas
de hematoxilina y eosina y tricrdmica de Masson):

1. Hiperqueratosis. El epitelio de la piel esta cubierto por una capa de queratina que actda
como barrera entre la piel y el medio interno y conserva la humedad normal de la piel entre
otras funciones. Esta capa llamada estrato corneo tiene un espesor variable de acuerdo al
sitio del cuerpo. El aumento de su espesor se conoce como hiperqueratosis. En la figura SA
corresponde a la capa amorfa, acelular de color rosado, que se observa por arriba de la
epidermis (E), localizada en el lado izquierdo.

2. Aumento en el espesor de la capa mas superficial de la piel conocida como epidermis,
cuyo epitelio consta de cuatro capas. Este fendmeno se conoce como acantosis y ocurre por
proliferacion celular del epitelio. Esta proliferacion estd relativamente desorganizada, ya
que no permite delimitar con claridad una capa de la otra.

3. Ausencia de epitelio en la porcion ulcerada (U) como se observa en las figuras SA y 5B.
4. Destruccion total de la arquitectura de la dermis y del tejido subcutaneo. Esta, se
caracteriza por la sustitucion de los elementos normales propios de la dermis, tanto
celulares, vasculares y de matriz extracelular, por la presencia de un proceso inflamatorio
agudo (polimorfonucleares) (Figura 5D) y cronico (células mononucleares monocitos,
linfocitos y macrofagos) (Figuras 5A a 5D) y fibroblastos (FB). Las células mononucleares
corresponden a las células de nucleo redondo rodeado de una cantidad variable de
citoplasma, desde muy escaso (linfocitos) hasta un citoplasma de tipo espumoso mas
evidente (macrofagos). Aunque pueden observar en las figuras mencionadas no estan
sefialadas, ya que su identificacion precisa requiere de métodos inmunohistoquimicos

especificos. Ademas de lo anterior, se observaron depdsitos de fibrina (F) y adyacentes a
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ellos, detritus celulares procedentes de la lisis del tejido normal, asi como, tejido de
granulacion inmerso dentro del proceso inflamatorio, caracterizado por la presencia de
vasos sanguineos cuya arquitectura sera descrita cuando se discutan los hallazgos de la
microscopia confocal.

5. Proliferacion mayor a lo normal de tejido colageno (C) de una manera desordenada
(Figuras 6A y 6B) caracterizada por su distribucién anarquica en diversas direcciones. Con
tincion tricromica de Masson las fibras coldgenas se observan de color azul. Esta
produccion de fibras coldgenas es tan abundante que invade al tejido adiposo subcutaneo
(AST) y produce destruccion de anexos de la piel, los cuales estuvieron ausentes en los
cortes observados (glandulas sebaceas y sudoriparas).

6. Areas de tejido conectivo laxo alternando con las areas de tejido coligeno excesivo.
Estas areas son indicativas de edema.

7. Ruptura de la pared de los vasos sanguineos sobre todo de arteriolas con extravasacion
de elementos sanguineos (Figuras 5C y 5D).

8. Neovascularizacion a partir de la pared obturada (Figura 5C).

Los resultados de este estudio muestran ciertas semejanzas basicas y diferencias con otros
estudios (Piagessi A y cols., 2003). Las estructuras analizadas son las mismas. La
diferencia estriba en que Piagessi estudia Unicamente ulceras neuropaticas plantares en
pacientes diabéticos donde su grupo experimental es el de los pacientes sometidos a presion
y el grupo control corresponde a pacientes con las mismas caracteristicas, pero libres de
presion plantar durante 20 dias. A ambos grupos se les tomod biopsia de la lesion por el
método quirurgico tradicional (reseccion relativamente amplia de elipse de piel ulcerada
con bisturi) el cual es mas agresivo que la biopsia por sacabocados relativamente noble.
Ademis, las lesiones ulcerativas (que midieron de 4.6 + 12 a 44 + 1.1 cm®) fueron
resecadas en su totalidad, lo cual es ain mas agresivo, aunque se tomaron medidas
postoperatorias estrictas. Aunque el Comité de Etica aprobo el protocolo, existen reservas
éticas respecto a esto, ya que se considera que un pie diabético debe protegerse al maximo
de cualquier agente lesivo. En el estudio aqui realizado se intentd formar un grupo control
de pacientes diabéticos sin tulcera y tomarles biopsia por sacabocado (de 5 mm). Un
paciente diabético sin ulcera, médico de profesion, solicitd le fuera tomada la biopsia y
mostrd tendencia a desarrollar ulcera, requiriendo del tratamiento con L-arginina para evitar
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su desarrollo, razon por la cual no se continud con esa parte proyectada en el protocolo por
no considerarlo ético. Se le realizé a esa biopsia estudio para microscopia confocal y se

discutiran mas adelante los resultados.

76



Figuras 5 A. Corte histologico de la piel con lesion ulcerativa de un paciente con pie
diabético (hematoxilina y eosina) antes del tratamiento. En este corte se observa el epitelio
(E) engrosado (acantosis) e hiperqueratosis (parte superior del epitelio) de la piel adyacente
a la ulcera (U), el infiltrado inflamatorio agudo y cronico (I) y depositos de fibrina (F).
Entre la fibrina y el proceso inflamatorio se observa tejido de granulacion caracterizado por
algunos vasos sanguineos en las partes superior e inferior y, a la izquierda de la fibrina, la

presencia de detritus celulares (20X).
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Figura 5 B. La tlcera muestra, ademas del epitelio adyacente (E), los depositos de fibrina
(F) y el proceso inflamatorio (1), asi como la presencia de tejido conectivo laxo que indica

la presencia de edema (20X)
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Figura 5 C y 5 D. Corte histologico de la piel con lesion ulcerativa de un paciente con pie
diabético (tincion hematoxilina y eosina) antes del tratamiento. La micrografia esta tomada
a mayor aumento y muestra un vaso sanguineo localizado en la region de la dermis, en el
cual se observa de manera relevante la extravasacion de eritrocitos (E) y las células de
inflamacion aguda y cronica caracterizada por polimorfonucleares (P), fibroblastos (FB) y

la presencia de tejido conectivo laxo (T) (40X).
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Figura 6 A. Corte histologico de la piel de la lesion ulcerativa tefiida de un paciente con pie
diabético (técnica tricromica de Masson), previa al tratamiento. Se observan proliferacion
de fibras colagenas tefiidas de color azul mostrando un patron de distribucion irregular con

direcciones diversas. (40X).
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Figura 6 B. Corte histologico de la lesion ulcerativa de un paciente con pie diabético previa
al tratamiento (tincién tricromica de Masson). Ademas de la distribucion irregular de las
fibras colagenas, se observa la presencia de tejido adiposo subcutaneo (AST), mostrando la

profundidad de la lesion.
81



Merge of : ALl Pixels 2
HF1.PIC S-Jun-182 11:57:18 A Zoom 1.1 Kalman 7

MEN.FIC of: QL1 Pixels
HESRP.PIC Projection of HFZR.PI .
HEQUP [PIG Projection of Mg PIC. Inmame 1 es%1)

Figuras 7A y 7B.. A. Lesion ulcerativa de la piel de un paciente con pie diabético previa al
tratamiento (técnica de microscopia confocal) que muestra escasez de vasos sanguineos
(flecha). B. La luz (L) del vaso esta ocluida casi en su totalidad. La tunica intima esta
engrosada y la tiinica media muestra la positividad de las células musculares lisas a la anti
0 actina especifica para musculo liso vascular. Se observa escasez de células musculares

lisas y ruptura de la pared vascular.
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Figuras 7C y 7D. Lesion ulcerativa de paciente con pie diabético antes de ser tratado con
pentoxifilina. Técnica de tincion para microscopia confocal con anti alfa actina positiva. C.
Hay escasez de vasos sanguineos (flecha). D. La tunica intima (I) esta engrosada y en la
luz (L) del vaso se observa la ausencia de eritrocitos. El vaso observado corresponde a una

arteriola.
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Figura 8. A. Piel ulcerada de paciente con pie diabético sin lesion ulcerativa pero
clinicamente con dafio vascular con técnica de tincion para microscopia confocal. B. Hay

escasez de vasos sanguineos (flecha) y el vaso observado muestra la luz (L) trombosada.
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En el estudio de Piagessi, se utilizd como criterios de eliminacion, la presencia de isquemia
(aunque reconoce que no difieren los hallazgos histopatologicos segun la etiologia),
enfermedades sistémicas, insuficiencia renal, osteomielitis, episodios recientes de
cetoacidosis y padecimientos malignos. Su estudio no menciona qué tipo de tincion se
utilizé (puede suponerse que fue solo hematoxilina-eosina) y practicamente fue realizado
unicamente para evaluacion histopatoldgica por microscopia optica de campo claro. En el
estudio aqui presentado no se utilizaron estos criterios de eliminacion porque lo que se
pretendio fue dar el beneficio a todo tipo de pacientes a fin de mejorar su calidad de vida.
Lo tnico que demostré Piagessi en su estudio fue que las alteraciones mostradas por el
grupo control estaban significativamente disminuidas en el grupo experimental.

Otro estudio que toma en cuenta los aspectos histopatologicos es el realizado por Altavilla
y cols., 2001) en ratones genéticamente diabéticos, encontrando ademds edema, que
también fue observado por nosotros. Su descripcion histologica es mas breve y no agrega
nada nuevo a lo ya mencionado.

Ahora se tratard de dar una breve explicacion de los cambios histoldgicos observados en
nuestro estudio; pero antes debemos considerar que la reparacion de la herida implica
varias etapas que son, en orden cronoldgico, desde que ocurre el dafio tisular: inflamacion,
formacion de tejido y remodelacion, incluyendo la epitelizacion. En todas estas etapas
interactian de una manera compleja factores de crecimiento (factor de crecimiento
derivado de plaquetas, factor de crecimiento vascular derivado de endotelio, factor de
crecimiento epidérmico, factor de crecimiento fibroblastico basico, factor de crecimiento
transformante [3, etc.) con factores quimiotacticos especificos, quimiocinas, citocinas, 6xido
nitrico (NO), migracion celular, factores de la coagulacion, hemostasia y trombosis (Singer
Al y cols., 1999), cuya explicacion completa va mas alla de los objetivos de esta tesis. Aqui
se concretara a explicar lo observado en los cortes histologicos.

1. La hiperqueratosis se observo sobre todo en las ulceras plantares. Esto puede estar
relacionado con la presion frecuente sobre ellas al caminar, no obstante el reposo
recomendado a estos pacientes. Tal vez se trate de un mecanismo de compensacion ante el
estimulo lesivo continuo y crénico.
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2. La acantosis probablemente se deba al estimulo de los factores de crecimiento que
propician proliferacion celular, en este caso de los queratinocitos y que ante el estimulo
lesivo produzcan un mayor indice mitdsico.

3. La ulcera (destruccion del epitelio) es producida por el agente lesivo ya sea externo (en
el caso neuropatico) o interno (la isquemia) o ambos.

4 y 5. La destruccion de la arquitectura normal de la piel es el resultado del proceso
inflamatorio como respuesta a la lesion. Cabe preguntarse por qué tratandose de ulceras
cronicas, existe un componente inflamatorio agudo, ademas del cronico. Estudios
realizados en tlceras cronicas (Loots MAM y Lamme EN 1995), incluyendo tulceras
diabéticas, han encontrado que tulceras hasta con mas de 8 meses de evolucion contenian
células inflamatorias caracteristicas de la fase aguda y matriz extracelular provisional e
interpretaron este dato como una incapacidad de la tlcera de progresar de la fase aguda a la
fase de reparacion. Esto tal vez debido al estimulo lesivo continuado. Sin embargo, en este
estudio si se observaron elementos de inflamaciéon cronica e intentos de fendomenos
reparativos como la presencia de monocitos, linfocitos, macrofagos, fibroblastos y fibras
colagenas. Por lo tanto la explicacion anterior es relativa y se postula que la causa es que
permanecen estimulos recientes que implican una continuada respuesta inflamatoria aguda,
ademas de que todos los mecanismos de reparacion de la herida se llevan a cabo sobre un
terreno ya de por si patologico, producido por la diabetes, y esto implica que haya cierto
descontrol en la coordinacion de la cascada normal de un proceso reparativo caracteristico
de los sujetos sanos. Por lo tanto, todos los elementos morfologicos de la reparacion de la
ulcera diabética seran de caracteristicas especiales o francamente anormales, como: el tipo
de queratinas, el tipo de colagena en la fibrosis, el tipo de vasos sanguineos neoformados, la
desorganizacion de la colagena en diversas direcciones, cuando lo normal es que se
dispongan de manera paralela a la superficie epidérmica. La ausencia de anexos de la piel
se debe a la destruccion de la arquitectura normal que borra practicamente todos los
elementos presentes en el tejido sano.

6. La presencia de edema es también parte de un proceso agudo. Las explicaciones
anteriormente mencionadas son aplicables también a este fendmeno.

7. Es probable que la ruptura de la pared vascular sobre todo de las arteriolas esté

relacionada con neoformacion de vasos sanguineos.
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8. Formacion de nuevos vasos sanguineos. La angiogénesis es necesaria para sostener la
formacion del tejido de granulacion. Es un proceso complejo que se lleva a cabo en la
matriz extracelular del lecho de la tlcera. La serie de eventos que conduce a la angiogénesis
parece ser como sigue: el agente lesivo causa destruccion de tejido e hipoxia. Los factores
de crecimiento tales como factores de crecimiento fibroblastico basico y 4cido son
liberados de los macrofagos destruidos, y la produccion de factor de crecimiento vascular
derivado de endotelio es estimulada por la hipoxia. Las enzimas proteoliticas liberadas en el
tejido conectivo degradan las proteinas de la matiz extracelular. Los fragmentos de estas
proteinas reclutan monocitos de la sangre periférica al sitio del dafio donde son activados y
transformados en macrofagos activados que liberan factores de angiogénesis. Ciertos
factores de angiogénesis de los macrofagos, tales como el factor de crecimiento
fibroblastico basico, estimulan a las células endoteliales a liberar activador del
plasmindgeno y procolagenasa. El activador de plasmindgeno transforma el plasminogeno
a plasmina y la procolagenasa a colagenasa activa. Estas dos proteasas coordinadas digieren
las membranas basales. Los fragmentos de las membranas basales permiten a las células
endoteliales estimuladas por los factores angiogénicos forman nuevos vasos sanguineos en
el sitio dafado. Una vez que la herida es reparada, la angiogénesis cesa y muchos de los
nuevos vasos sanguineos pueden desintegrarse por apoptosis (muerte celular programada).
La apoptosis es regulada por una variedad de moléculas de matriz, tales como
trombospondinas 1 y 2, y factores de angiogénesis como angiostatina, endostatina y

angiopoietina 2 (Singer AJ y Clark RAF 1999).

Microscopia confocal

Los resultados obtenidos en este estudio fueron los siguientes (figuras 7A a 7D y 8A y 8B):

1. Como ya se mencioné anteriormente, se utilizd el método de inmunohistoquimica,
usandose como anticuerpo secundario la anti o actina para musculo liso vascular. Con
este anticuerpo se detectan especificamente las células musculares lisas de la tunica
media de los vasos sanguineos por contener actina en su citoesqueleto. El citoplasma

fluoresce de color verde y el nucleo se observa como un centro obscuro de forma
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esférica rodeado por el citoplasma verde. La tinica intima, el contenido de la luz del
vaso (cuando existe flujo sanguineo), la tunica adventicia y todas las estructuras que son
negativas a la O actina fluorescen de color rojo. Cuando no hay estucturas tisulares el
fondo es de color negro.

Tanto en los pacientes tratados con L-arginina como en los pacientes tratados con
pentoxifilina se observd escasez de vasos sanguineos, especialmente arteriolas,
observandose inicamente una por campo de bajo poder.

Se observaron escasos vasos capilares con luz muy estrecha, que estuvo practicamente
ausente.

La epidermis mostré acantosis.

Las arteriolas de la piel de la zona ulcerada de los pacientes tratados con L-arginina
mostraron los siguientes aspectos morfoldgicos (Figuras 7A 'y 7B):

e La luz del vaso (arteriola) mostré6 un fondo negro lo que indica ausencia de
elementos sanguineos que probablemente se deba a la oclusion por trombosis o
por aterosclerosis de las arterias que les dan origen.

e La tnica intima se observa desorganizada con areas en las que su espesor esta
aumentado.

e La lamina elastica interna, que deberia observarse entre la tunica intima y la
tinica media como una linea ondulada continua de color rojo, ha desaparecido.

¢ La tunica media se observa completamente desorganizada y no se pueden
delimitar sus capas entre si; presenta un espesor variable en diferentes regiones
cuando lo normal es que sea uniforme. En algunas regiones casi ha desaparecido
y se observa ruptura. En otras regiones podemos ver entre sus capas zonas de
color rojo que probablemente correspondan a depdsitos de matriz extracelular.

Los pacientes tratados con pentoxifilina mostraron la misma escasez de vasos que los
pacientes del grupo anteriormente descrito, tratandose de arteriolas; pero ligeramente
mayor nimero de capilares con un diametro un poco mas amplio (Figuras 7C y 7D):

¢ Laluz de las arteriolas no mostrd elementos sanguineos.

¢ La tunica intima, aunque incompleta y con zonas de ruptura, mostré mayor
tendencia a la continuidad y también se observé aumentada de espesor.

e Lalamina elastica interna no estuvo presente.
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La tinica media, a pesar de mostrar areas de desorganizacion, presentd cierta
tendencia a la organizacion de sus capas musculares de una forma paralela en
aproximadamente un 40% de su extension. En algunas areas se observd
proliferacion desorganizada de células musculares lisas y zonas de material
negativo a la anti actina. Estas ultimas tal vez correspondientes a depositos de

matriz extracelular.

7. En un paciente diabético sin Ulcera se tomo biopsia solicitada por él mismo y, por

motivos éticos, no se tomo biopsia a ningun otro paciente con estas caracteristicas. Esto

se debi6 a que la zona de la biopsia tuvo tendencia al desarrollo de una lesion

ulcerativa. Este riesgo se evitd administrandole tratamiento con L-arginina. A la biopsia

obtenida se le efectuaran estudios inmunohistoquimicos con los siguientes resultados

(Figura 8):

Se observaron dos arteriolas en un campo de bajo poder. La arteriola que se
pudo observar con mayor detalle mostré6 una luz estrecha con elementos
sanguineos en su interior. Sin embargo éstos no pudieron distinguirse unos de
otros y se aglomeraron como una masa amorfa que probablemente correspondio
a aglutinacién y trombosis.

La tunica intima no se pudo distinguir claramente.

La lamina elastica interna estuvo ausente.

La tunica media mostré mayor organizacion en capas de células musculares
lisas distribuidas en forma paralela y mejor delimitadas. Las células musculares
lisas mostraron de una manera mas clara su nucleo y citoplasma mejor
definidos. El espesor de esta tinica fue mdas uniforme. No obstante, se
observaron escasas zonas de desorganizacion con depositos amorfos que tal vez

correspondieron a matriz extracelular.

Paavonen y cols. (2000), en un estudio acerca de linfangiogénesis en la curacion de la

herida, estudiaron al receptor-3 para el factor de crecimiento vascular del endotelio

(VEGF), a través de métodos inmunohistoquimicos, en heridas experimentales de cerdos y

en Ulceras crénicas de seres humanos. Utilizd como marcadores para el estudio de la

angiogénesis de vasos sanguineos la laminina, anticuerpos monoclonales anti-VEGFR-3,

&9



PAL-E monoclonal (antigeno especifico del endotelio para vasos sanguineos, excepto
arteriolas y arterias). Ademas utilizé anti actina para musculo liso, pero esta ultima la uso6
para marcar vasos linfaticos donde obtuvo resultados negativos. La mayoria de los
anticuerpos los trabajé con la finalidad de estudiar la linfagiogénesis. La laminina aunque
no lo menciona probablemente la utilizé porque es la glucoproteina que mas abunda en las
membranas basales (Timp RR y Brown JC 1994) y su ruptura es necesaria para la
neovascularizacion Su hipétesis, que fue confirmada de acuerdo a sus resultados, era que la
linfagiogénesis ocurre en forma paralela con la angiogénesis en la curacion de las heridas,
incluidas las ulceras diabéticas. No obstante que esta hipdtesis es interesante y novedosa los
resultados de positividad para los anticuerpos utilizados fueron muy irregulares ya que la
positividad no fue del 100%. Un problema metodolégico consiste en que los vasos
linfaticos en la piel son muy dificiles de identificar, de hecho con las técnicas histoquimicas
habituales no son observables. Por lo tanto, es necesario el desarrollo y la busqueda muy

cuidadosa de los anticuerpos idoneos para su localizacion de una manera inequivoca.

90



Respuesta a la L-arginina

Las tulceras midieron de 0.5-38 ¢cm? (un promedio de 7.59 + 13.79 c¢m?) (Tabla 1). La
cronicidad de las ulceras fue de 25-180 dias (un promedio de 80.71 + 52 dias) (Tabla 5). El
tiempo del tratamiento vario de 9-202 dias (un promedio de 94.57 + 63.87 dias) (Tabla 1).
Todos los pacientes tratados con L-arginina mostraron curacion de la tlcera diabética
(Figuras 9 y 10). Tres pacientes tuvieron mejorias de 95, 90 y 85%, respectivamente. Estos
tres pacientes, abandonaron el estudio debido a cambio de residencia. Por ser este un
criterio de eliminacion no fueron considerados para el analisis estadistico. Sin embargo, se

considera digno de mencion por el grado de mejoria alcanzado.

Cuadro 9. Cronicidad de la ilcera y curacién después del tratamiento con L-arginina

Paciente Tamaifio inicial Cronicidad Tratamiento Curacion
No. (cm®) (dias) (dias) (dias)

1 4.0 90 59.00 100
2 0.5 90 125.00 100
3 2.8 30 115.00 100
4 0.8 60 42.00 100
5 0.5 180 9.00 100
6 6.0 25 110.00 100
7 38.5 90 202.00 100

Suma 53.1 565 662

Media 7.59 80.71 94.57

DE 13.79 52.00 63.87

DE = Desviacion estandar
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Se efectud correlacion de Pearson para comparar simultaneamente la correlacion entre el
tamafio de las ulceras, el tiempo de evolucion y el tiempo de tratamiento. No se observo
una correlacion significativa de las variables mencionadas.

La suplementacion de L-arginina mejora la curacion de la herida tanto en modelos animales
como humanos. El aminoacido L-arginina, el cual puede ser sintetizado a partir de la L-
citrulina y L-aspartato, fue clasificado como “semi-esencial” hace mas de 65 afios. La base
para esta clasificacion fue la observacion de que la L-arginina de la dieta es necesaria para
el crecimiento Optimo en animales. La L-arginina también es critica en situaciones de
ayuno, dafio o estrés.

Estudios realizados en animales, en pacientes y en voluntarios sanos han confirmado que la
suplementacion de L-arginina conduce a mayor resistencia de la herida y a aumento de
contenido de hidroxiprolina y de coldgena. Se ha informado que las respuestas linfocitarias
y la mitogénesis fueron mejoradas con la suplementacion de L-arginina. Es posible que los
efectos benéficos de la suplementacion de L-arginina en la curacion de la herida estén
asociados con la expresion alterada de citocinas.

La L-arginina ha sido investigada en modelos experimentales de curacion de la herida. Las
concentraciones del aminoacido y las actividades de las enzimas que metabolizan la L-
arginina han sido medidas en el liquido de la herida. Los resultados han mostrado
activacion temprana de la via generadora de NO y L-citrulina después de la herida, seguida
por activacion de la arginasa que se asocia con un descenso significativo en la
concentracion de L-arginina local y un aumento en la concentracion de L-ornitina en el
fluido de la herida. Se piensa que la actividad aumentada de arginasa en la curacion de la
herida proporciona L-ornitina, el sustrato de la sintesis de poliaminas y de L-prolina y
depleta la L-arginina del microambiente, suprimiendo de esa manera la via L-arginina-NO
potencialmente dafiina. Asi, es probable que los efectos benéficos de la suplementacion de
L-arginina en la reparacion de la herida resulte de la disponibilidad aumentada de sustrato
para la sintesis de poliaminas y coladgena (Ketteler M 1994).

Otro mecanismo por el cual la L-arginina podria favorecer la curacion de la herida seria,
que este aminoacido estimulando la liberacion de hormona del crecimiento. Estudios

recientes sugieren que la via de la L-arginina-NO, esta involucrada en la regulacion de la
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liberacion de la hormona hipofisiaria. La liberacion aumentada de hormona del crecimiento
puede conducir a la activacion de la ODC. La suplementacion de L-arginina en la dieta falla
para mejorar la curacion de la herida en ratas hipofisectomizadas. Sin embargo, la infusion
de una mezcla control de aminoacidos da como resultado niveles mas altos de hormona del
crecimiento pero menos mejoria en la curacion de la herida que la infusion de L-arginina.
Asi, la liberacion aumentada de la hormona del crecimiento puede contribuir a los efectos
benéficos de la suplementacion de L-arginina en la reparacion de la herida (Ketteler M
1994).

La isquemia y la neuropatia, dos complicaciones comunes de la DM son factores de riesgo
primarios para el desarrollo de tulceras del pie y sus complicaciones. La mayoria de las
ulceras del pie tienen etiologia mixta isquémica y neuropatica (Laing P 1998). Sin
embargo, una etiologia vascular ha sido postulada, incluso cuando la neuropatia se ha
identificado como el factor determinante productor de la ulcera. Este punto de vista ha sido
controvertido (Irwin ST y cols., 1988).

En general, la isquemia ha sido considerada un enemigo global para la curacion de la herida
(Bulat y cols., 1995). La curacién de la herida es un proceso complejo que involucra
intrincadas interacciones entre una gran variedad de tipos celulares, proteinas estructurales,
factores de crecimiento y proteinasas que juegan un importante papel en la inflamacion
aguda y cronica y en la reparacion del tejido. Las heridas agudas y cronicas sanan en una
progresion ordenada a través de fases artificialmente definidas de: dilatacion vascular,
coagulacion, inflamacién, sintesis y deposito de matriz, angiogénesis, fibroplasia,
epitelizacion, contraccion y remodelacion (Stadelman KS y cols., 1998). Estos procesos
implican la participacion de células polimorfonucleares y mononucleares, monocitos,
linfocitos, fibroblastos, macréfagos y una miriada de factores de crecimiento, de
coagulacion y angiogénicos, asi como de las citocinas por ellas producidas.

Los efectos adversos de la malnutricion y la DM sobre la curacion de la herida han
justificado el tratamiento nutricional. La evidencia para involucrar a la L-arginina como un
componente clave en los efectos benéficos de una dieta baja en proteinas (Narita [ y cols.,
1995), puede ser ampliamente explicada, debido a que este aminoacido participa en varias
vias metabolicas, actuando como precursor para la sintesis no solo de proteinas sino

también de NO, urea, glutamato, creatina, poliaminas, prolina y otras moléculas
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involucradas en la regulacion de la homeostasis celular (Wu G y cols., 1998). El papel del
NO sobre la funcion plaquetaria, evitando tanto su agregacion (Radomski y cols., 1990) y
su adhesion a las células endoteliales, es bien conocido (Radomski y cols., 1987). Ademas,
la L-arginina es un poderoso secretagogo de insulina en los humanos (Menchini M y cols.,
1980).

Por otro lado, las propiedades antiaterogénicas de la L-arginina han sido demostradas
(Cook JP y cols., 1991). Adicionalmente la normalizacion de la glucosa, lipidos,
lipoproteinas y apoproteinas se ha observado en ratas con diabetes experimental (Méndez
JD y cols., 2001). Experimentos previos han demostrado que las poliaminas putrescina,
espermidina y espermina derivadas de la L-arginina tienen un efecto antiagregante sobre
las plaquetas en conejos hipercolesterolémicos (Méndez JD y cols., 1997; Corona de la
Pefia y cols., 2000). Las poliaminas son mediadores importantes del crecimiento celular y la
L-prolina formada también a partir de la L-arginina es un substrato para la sintesis de
colagena. Ambas vias, la sintesis de poliamina y la formacién de prolina, una vez activadas
pueden ser importantes en los procesos reparativos.

En este estudio no observamos diferencias significativas entre el tamafio de la ulcera, el
tiempo de evolucion de las lesiones y el tiempo del tratamiento requerido para lograr la
curacion de la herida. Este resultado se puede deber a varios factores tales como
localizacion de la tilcera, calidad del control metabdlico, funcion renal, neuropatia, aspectos

psicosociales y psicologicos.
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Figura 9. Lesion ulcerativa en paciente con pie diabético antes (A) y después (B) de ser

tratada y reparada. Ver explicacion en el texto.
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Figura 10. Lesion ulcerativa en paciente con pie diabético antes del tratamiento (A) y

cuando ha sido curada (B). Ver explicacion en el texto.
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Figura 11. Paciente diabético con lesion ulcerativa plantar antes del inicio del tratamiento

con pentoxifilina (fotografia superior) y cuatro meses después (fotografia inferior
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Como parte culminante de este estudio presentamos las imagenes de dos de los pacientes
que recibieron los beneficios del tratamiento con L-arginina. Se colocan en ese sitio porque
la finalidad principal de los estudios biomédicos es una mejor calidad de vida para el ser
humano. La figura nueve corresponde a un paciente masculino de treinta y seis afios de
edad, diez afios de evolucion de diabetes, dos meses después de la amputacion del segundo
ortejo del pie derecho con presencia de lesion ulcerativa rebelde al tratamiento cuya
extension iba en aumento al momento de ingresar al estudio. En la parte superior se muestra
la lesion al inicio del tratamiento y en la parte inferior la zona de la cicatrizacion de la
ulcera al final del tratamiento. En la figura diez, las fotografias presentan a un paciente del
sexo masculino de cincuenta y cuatro afios de edad, quince afios de evolucion de la diabetes
y tres meses de tratamiento de sus lesiones en el dorso del pie derecho con exposicion de
tejidos blandos, tendones y profundidad hasta el quinto metatarsiano el cual mostraba
osteolisis y osteomielitis a los rayos X. En la parte superior se muestra la lesion al momento
de su ingreso al estudio y en la parte inferior la zona de piel re-epitelizada que incluy6
curacion de la osteomielitis y reparacion del hueso afectado. En la figura 11 se muestra la
fotografia de un paciente de 28 afios de edad, con lesion plantar en el pie derecho, pie en
garra y dos meses de cronicidad de la tlcera antes de ingresar al protocolo. Fue ingresado
en el grupo de tratamiento con pentoxifilina. Cuatro meses después la lesion ulcerativa
mostré aumento de tamafio y la region plantar de los cuatro primeros ortejos mostraron el
inicio de nuevas lesiones ulcerativas ademas de afectacion por hongos.

El mecanismo preciso por el cual la L-arginina ejerce sus efectos sobre el proceso
reparativo de la lesion ulcerativa no es bien conocido, sin embargo puede ser parcialmente
explicado por su conversion a ornitina—semialdehido glutamico—via la prolina, como se
ha establecido previamente (Zinker S y cols, 1992), aunque la contribucion de las
poliaminas sintetizadas a partir de la L-arginina no puede ser descartada.

En este estudio nosotros observamos efectos benéficos de la administracion de L-arginina
sobre las lesiones ulcerativas en las extremidades inferiores en pacientes diabéticos, aunque
estos pacientes mostraron niveles alterados pero disminuidos en la medicion de valores
finales de glucemia y de HbAlc. Las concentraciones de glucosa disminuyeron

significativamente.
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En este estudio de efecto de la L-arginina sobre la angiogénesis, por razones éticas, no fue
posible tomar otra biopsia para estudiar la angiogénesis una vez que las lesiones ulcerativas
fueron sanadas. Este aspecto permanece pendiente de ser estudiado. Finalmente, este
estudio mostré efectos benéficos de la L-arginina en la curacion de las heridas, evitando la
amputacion del miembro inferior y mejorando el tiempo de curacion de la tlcera cronica en
pacientes diabéticos. Estos resultados apoyan las observaciones sobre la suplementacion de
arginina en la dieta de la poblacion de edad avanzada que han resultado en sobre-regulacion
de la actividad de las células T e incremento de proteinas y deposito de coldgena en heridas
experimentales (Barbul A y cols., 1990). La L-arginina administrada diariamente no tuvo
efectos toxicos y fue bien tolerada a la dosis farmacoldgica utilizada por lo que se considera
que puede ser usada como un tratamiento auxiliar par tlceras del pie diabético, ademas de

otros tratamientos convencionales.

En este estudio se logro demostrar la eficacia mayor de la L-arginina (tratamiento
experimental) en comparacion con la pentoxifilina (tratamiento estandar) administrada al
grupo control, en la reparacion de las lceras del pie diabético, complicacion que cuando no
es tratada adecuadamente, con frecuencia lleva a la pérdida de una o ambas extremidades
inferiores de los pacientes diabéticos, incapacitandolos laboralmente en forma irreversible
con la disminucion de la calidad de vida personal y familiar, asi como el alto costo social y
economico.

Las determinaciones bioquimicas efectuadas para evaluar el control metabdlico de los
carbohidratos en los pacientes con pie diabético permitieron convalidar, desde el punto de
vista clinico, la disminucion estadisticamente significativa de la hiperglucemia
caracteristica de la DM en el grupo tratado con L-arginina administrada por via subcutanea.
Existen fuertes evidencias en estudios previos (Zinker S y cols, 1992; Barbul A y cols,
1980) que la L-arginina acttia tanto localmente como desde un punto de vista sistémico en
diversos aspectos de la fisiopatologia de la diabetes.

En el tema que se esta tratando hay estudios consistentes que apoyan la participacion de la
L-arginina en la reparacion de la piel dafiada por la ulcera del pie diabético y, uno de los

mecanismos probables, es la promocion de la angiogénesis, ademas de las diversas vias

99



metabolicas incluyendo la de las poliaminas, que promueven proliferacion celular y otras
vias que llevan a la formacion de coladgeno y fibrosis, entre otras consecuencias.

La heterogeneidad de las ulceras del pie diabético, asi como la influencia sobre ellas de la
edad de los pacientes, la mayor o menor participacion de un entorno psicosocial adecuado,
la diferencia entre el componente neuropatico o isquémico o ambos; hace dificil establecer
el papel exacto de la L-arginina, pero si se puede afirmar, con un alto grado de certeza, su
papel positivo en la curacion de la herida. Estos criterios funcionan también para los otros
tratamientos que estdn compitiendo por ocupar el lugar del estandar de oro y para la
evaluacion histologica, sin embargo, la mayoria de la bibliografia consultada no toma en
cuenta estos aspectos, y so6lo se encontro un articulo (Piaggesi A y cols., 2003) que
reconoce, con toda honestidad, esta debilidad metodoldgica.

El estudio metodologico ideal requiere los siguientes aspectos: estratificacion de los
pacientes de acuerdo a edad, sexo, tamafio, estadificacion, localizacion, cronicidad, tejidos
afectados, tipo de diabetes, tiempo de evolucion de la diabetes, caracteristicas del control
metabolico, factores psicosociales; esto para evitar al maximo las variables de confusion y
aislar en la medida de lo posible la variable experimental cuya eficacia se quiere demostrar.
La mayoria de los estudios publicados proponiendo nuevos medicamentos o métodos de
tratamiento para las ulceras de pacientes diabéticos tratan de acercarse a esta metodologia
ideal, acercandose so6lo de una manera parcial y muchas veces sin reconocer,
explicitamente, esas debilidades metodologicas que son comprensibles debido a la
complejidad del tema tratado. Lo mas probable es que ninglin tratamiento por si solo logre
la curacion de la herida y, como ya se ha mencionado, lo que se debe de hacer es un
tratamiento integral del paciente, dirigido al control metabodlico del paciente diabético con
medidas asociadas para el control de las complicaciones caracteristicas de la enfermedad.
Otros métodos mencionados previamente requieren de personal con mayor capacitacion y
de mayores periodos de hospitalizacion de los pacientes. Todo esto hace urgente la
realizacion de estudios de costo-beneficio. En cambio, el tratamiento con L-arginina,
ademas de ser altamente efectivo, es un tratamiento ambulatorio y requiere un minimo de
adiestramiento del personal médico y paramédico, lo que repercute en un menor costo,

haciéndolo accesible para su aplicacion masiva.
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CONCLUSIONES

1. La L-arginina fue mas eficaz que la pentoxifilina en la curacién de la piel con
ulceras del pie diabético.

2. Se observd una asociacion entre el control glucémico y el proceso de curacion de
los pacientes tratados con L-arginina.

3. Se comprobo que hay diferencias en el estado de la vasculatura entre los pacientes
tratados con L-arginina y los pacientes tratados con pentoxifilina.

4. Asi mismo, es muy probable que la angiogénesis juegue un papel importante en la

mejoria y curacion de las lesiones ulcerativas del pie diabético.
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ANEXO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE INVESTIGACION TITULADO “ANGIOGENESIS EN PIEL EN
DIABETES MELLITUS: EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LESIONES
ULCERATIVAS CON L-ARGININA”.

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion cuyo titulo se
menciona arriba y cuyo objetivo es comprobar la efectividad del tratamiento de las lesiones
ulcerosas en la piel que se presentan como complicaciones de la diabetes mellitus. El
tratamiento consiste en la infiltracion local de L-arginina, ademas de la administracién por
via oral de pentoxifilina. Se espera que mediante este tratamiento la lesion ulcerosa que
presento en alguna de las extremidades inferiores se obtenga la curacidén en un plazo menor
al que se observa en pacientes que no han recibido este tratamiento. Al ser aplicado el
medicamento local mediante jeringa de insulina, puedo sentir una leve molestia que
consiste en sensacion de ardor que sera transitoria. En caso de no tener lesion ulcerosa de la
piel y participar en el estudio sera unicamente para toma de biopsia por punch de la piel del
tercio distal de una de las extremidades inferiores.

Si acepto participar en el estudio, se me realizaran los estudios necesarios para evaluar el
estado de control metabdlico de mi padecimiento y se me efectuard biopsia de piel para
evaluar el estadio de dichas lesiones antes del inicio del tratamiento. Ademas se realizara
un control fotografico de la evolucion de las lesiones para verificar la mejoria. Los
investigadores involucrados en el estudio tendran acceso a mi expediente clinico y podran
responder a todas las dudas que yo tenga en cualquier momento del estudio.

También estoy informado de que no existen riesgos adicionales a los inherentes a la toma
de una biopsia de piel y de que ésta sera efectuada por personal médico especialmente
capacitado para la toma de la misma.

Los beneficios que se obtendran del presente estudio consistirdn en un mayor conocimiento
de los mecanismos de produccion de las complicaciones cronicas de la diabetes mellitus del
tipo de pie diabético y seran de mayor utilidad para el tratamiento, control y prevencion de
las mismas en mi propia persona asi como en otros pacientes diabéticos que muestren este
tipo de complicaciones.

Si yo decidiera no participar en el estudio, esto no afectara la calidad de tratamiento que yo
reciba en el IMSS cuando asi lo requiera.

Toda la informacion obtenida en este estudio sera considerada confidencial incluida mi
identidad personal.

Consentimiento
Consiento participar en este estudio, he recibido copia de este impreso, se me ha explicado
el contenido del mismo y he tenido oportunidad de leerlo con detenimiento.

PACIENTE TESTIGO
NOMBRE: NOMBRE:

FIRMA: FIRMA:

México, D.F. Fecha
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