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Resumen

Los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos que regulan el funcicnamiento coordinado de
la circulacion sanguinea y de fa pared vascular se encuentran alterados en los vasos
sanguineos grandes y pequefios 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
predisposicién 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
satis{actorios.

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 solucién salina
estéril por via subcutanea con jeringa de insulina a una dosis de 50 pl/cm’. Los pacientes
del grupo 2 {ueron tratados con pentoxifilina via oral.

A todos los pacientes se les tom¢ una biopsia utilizando sacabocado numero 5 abarcando
la regién afectada y tejido contiguo. Las biopsias fueron examinadas por microscopia
dptica y microscopia confocal, utilizando métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos.
A los dos grupos de pacientes se les tomé una muestra de sangre venosa al inicio del
estudio v al final del mismo, a fin de determinar glucemia, triacilgliceroles, colesterol total,
hemoglobina glicada, fraccién de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) y
fracci6n 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 observd distinto tipo de dafio
vascular, de acuerdo al grado de lesidn macroscépica mostrada por los pacientes. En los 7
pacientes tratados con L-arginina se observé 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 eliminacién y por no
contar con los resultados finales de su tratamiento. En los pacientes con pentoxifilina se
observd deterioro progresivo hasta llegar a la amputacién de la zona lesionada o
supracondilea. Nuestras observaciones apoyan fuertemente la eficacia de la L-arginina para

la curacién de las lesiones ulcerativas del pie diabético.



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 charactenistics that lead to a major predisposition to foot
ulcerative tesions 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 imb
treated with L-arginine in comparnison 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. OQur

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 metabdlicas caracterizado por
hiperglucemia provocada por defectos de la insulina en su secrecidon, accién o ambas
(Commuttee Report, 1997). La hiperglucemia cronica de la DM se acompafia de dafio,
disfuncion e insuficiencia a largo plazo de diversos drganos, en especial vasos sanguineos,
corazon, piel, rifiones, 0jos 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 Crénicas no Transmisibles, 1991). Su impacto
psicosocial y econdmico en la poblacion es muy importante. Desde el punto de vista
psicologico, los padecimientos mas frecuentes a que da lugar son la depresidon 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 0 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
¢s la base subyacente de la fisiopatologia de estas complicaciones del pie diabético. Incluso
cuando la patogénesis de la Glcera es la neuropatia, se ha postulado una etiologia vascular
para la neuropatia (Bloomgarden ZT 2000).

La reparacion de las 0lceras del pie diabético implica una secuencia de acontecimientos que
van desde la inflamacién inicial, la llegada de las plaquetas ai sitio de la herida y la
consiguiente liberacion de factores plaquetarios, el reclutamiento de los macréfagos 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 formacidn de
fibroblastos y sintesis de coldgena (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 érgano blanco es el pie diabético. Entre estos procesos se
incluyen: lesiéon y muerte celulares e inflamacidn 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,
perpetian la lesion ulcerativa. La L-arginina y las poliaminas inciden préacticamente 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 diseflado para estudiar el efecto de la L-arginina en los procesos de
reparacidn 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
mecamismos de produccion de las complicaciones vasculares en los pactentes con pie
diabético que presentan lesiones ulcerativas. Asi mismo, se estudia el modo de accidn de Ta

L-arginina en el proceso de reparacion de las heridas.
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DIABETES MELLITUS: ASPECTOS GENERALES Y CLASIFICACION

En las personas normales, no diabéticas, la glucemia en ayunas fluctia 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 ¢l aumento crénico de la concentracion de glucosa en la sangre o hiperglucemia, que va
a ser el denominador comtin de los distintos tipos de DM. Esta se acomparia 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 aminoacidos.

Este estado de hiperglucemia cronica estd condicionado por factores genéticos vy
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,
etioldgica, patogénica y clinica. Por ello, a medida que se consiguen nuevos
descubrimientos y aportaciones en estos aspectos, se actualizan las clasificaciones como
elemento de definicidén de las peculiaridades de la DM. De este modo, la clasificacién
inicial establecida por el National Diabetes Data Group en 1979 se modificd seis afios mas
tarde por la clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1985,
quedando como diabetes tipo I o insulinodependiente y diabetes tipo 1l o no
insulinodependiente. Esta clasificacién 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 diagnéstico (aparece el
termino 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.



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 plasmética 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/dlL y se acompafie 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
realizacién de una nueva prueba de glucemia en ayunas, al azar o tras sobrecarga de
glucosa, siempre que el paciente no presente descompensacidén glucémica y metabolica
agudas junto con un cuadro clinico caracteristico (Aragén FJ 2001).

Con estos nuevos criterios glucémicos puede observarse el caso de un paciente con cifras
entre 110 y 126 mg/dL. Esta situacién se define como una alteracién de la glucemia en
ayunas (impaired fasting glicemia, IFG), término nuevo en esta clasificacién que, si bien no
se considera como una entidad patolégica propia (salvo en los casos de diabetes
gestacional), los estudios epidemiolégicos confirman que es un paciente con alto riesgo de
desarrollar DM y/o 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
altcracién 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 €l 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 mds precozmente la enfermedad y a
prevenicr o retardar sus complicaciones. Se ha comprobado mediante estudios
epidemioldgicos 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 ardbiga 1 y 2, en lugar de la romana [ y II,
diferenciando mas claramente los aspectos patogénicos y formas de presentacion clinica de
la DM, como veremos a continuacién. Ademas, permite a fos pacientes diabéticos tipo 2 el
tratamiento con insulina cuando es necesario. Los nuevos criterios de la ADA prestan mas
atencidn a la determinacién de la glucemia en ayunas que a la prueba de sobrecarga oral de
glucosa. Por ello se ha establecido Ja categoria de alteracién 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.

St bien la nueva clasificacidén de la ADA deja en segundo plano la realizacion de esta
prueba como parece insinuarse, esta prueba mantiene sus indicaciones principales en el
estudio e identificacién de las hipoglucemias por rebote, en las glucosurias con glucemia
nommal y en la detecciéon y diagnéstico de diabetes gestacional, con sus aspectos
particulares en relacion con la dosis de glucosa a administrar, nimero de determinaciones
de glucemia y criterios diagnosticos.

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

L.

DIABETES MELLITUS TIPO 1

La DM tipo | se debe a la destruccidn selectiva de las células productoras de insulina
(células B del pancreas) en un proceso de cardcter 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 B, 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 lieva al coma diabético (Teyton L y cols., 1990).

El grupo de edad en donde la incidencia de la diabetes tipo 1 es maxima se encuentra entre
fos 8 y 16 afios (Nystrém 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 djagnostica antes
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de los 20 afios. La diabetes tipo | 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
epidemioldgicos y de investigacion basica y clinica que intentan responder a la interrogante
patogénica en la diabetes tipo 1. En relaciéon con la predisposicion genética, no se ha
jdentificado 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 més importantes hay que destacar las infecciones virales,
ciertos elementos relacionados con la nutricidn y las sustancias que son toxicas
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 péncreas, de manera que cuando la infeccion estd presente, los
anticuerpos desarrollados por el organismo frente a ella pueden actuar tanto sobre el virus
como sobre las células 3, ortginando su destruccion. Ademas, los estudios epidemiolégicos
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 inmunégeno 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 nifios que tomaron leche de vaca, en lugar de los que se alimentaron
con leche materna, puede hacer sospechar esta relaciéon. Otros elementos relacionados con
la nutnicion, como las nitrosaminas presentes en los pescados ahumados, se implican en la
mayor tasa de incidencia de diabetes tipo | observada en los paises nérdicos, donde esta

alimentacion es habitual.
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Cuadre 1. Clasificacién de la diabetes mellitus

Diabetes tipo 1
Diabetes tipo 2
Deonde 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
Alteracidn de la tolerancia a la glucosa
Diabetes gestacional
Oiras diabetes o enfermedades secundarias
A enfermedades de cardcter endoerino: Acromegalia
Hipercorticismo
Hiperaldosteronismo
Feocromocitoma
Tumor endocrino de pancreas
Hipertiroidismo
A enfermedades del pincreas:
Pancreatitis. cronica
Pancreatectomia
Céncer
Mucoviscidosis
Hemocromatosis
Pancreatitis fibrocalculosa
Por disfuncién de caricter genético de las células (3 del pancreas:
Diabetes mitocondrial
*MODY |: anomalia del cromosoma 20
MODY 2: anomalia del cromosoma 7
MODY 3: anomalia del cromosoma 12
Medicamentos con accién diabetdégena en sujetos predispuestos:
Corticoides
Anticonceptivos orales con alto contenido
en estrégenos
Diuréticos del tipo hazidas
B-blogueantes no selectivos
Cielosporina
Hormoena de crecimiento
Acido nicotinico
Pentamidina
Diazéxido
Estimulantes [3,
Otros también posibles: interferdn, antagonistas
del Ca++, somatostatina
Anomalia genética de la accidn de la insulina.
Otras enfermedades genéticas que se asocian a la DM

*MODY, maturity-onset diabetes of the young.



La referencia clasica en relacién con ciertas sustancias toxicas confirma la aparicion de
diabetes tipo 1 en experimentacién animal cuando se administra estreptozotocina y/o
aloxana. En e} 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 nias
sobresalientes. El examen histoldgico 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 reduccidn 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 1 y, de forma muy esporadica en la poblacién general no diabética
(Gepts W 1965).

El valor predictivo de estos anticuerpos es importante, ya que la presencia de varios de ellos
implica un nesgo de mas del 90 % de aparicién de la enfermedad en los préximos 5 afios.
Por ultimo, en el 15 % de los diabéticos tipo 1 se observan asociaciones con otras
enfermedades de caracter autoinmmune 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 afios, de forma brusca, con la triada caracteristica de poliuna,
polidipsia y pérdida de peso pese a la polifagia (se asocian a menudo astenia e intolerancia
gastrica). Destaca como antecedente, a veces senalado en la historia clinica, una infeccién
va pasada. El diagnéstico es sumamente facil. Las pruebas complementarias aportan
giucemia elevada, superior a 200 mg/dL, glucosuna, en muchas ocasiones, cetonuna
insulinemia y péptido-C muy bajos o negativos, que indican la no existencia de reserva

msulinica (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

22



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 ningun 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 (Aragén FJ 2001).

En relacién 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 desarroltar este tipo de DM y que uno o varios
factores probablemente ambientales, no genéticos, pueden eventualmente inducir la
expresién 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 estin expuestos a diferentes condiciones
ambientales. También apoyan la teoria genética los estudios étnicos de alto nivel de
consanguimidad (indios americanos, poblaciones de Micronesia, etc.), que muestran una
sensibilidad notable por la DM tipo 2 y que se atenda 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 inmunolégicos representativos (Hattersley A
1997).

La importancia de factores ambientales como el régimen, el estrés, la practica o no de
gjercicio 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
epidemiolégicos.

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 méas estudiados y clarificados hasta hoy se
relacionan con la secrecidn inadecuada de insulina y con la insulinorresistencia.

Con respecto a la primera, secrecién inadecuada de la insulina, se ha observado que los
pacientes con DM tipo 2 con hiperglucemia elevada en ayunas, pueden presentar diferentes
perfiles de insulinosecrecién. 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 pancredticas se encuentran dentro de limites
normales. Glucemias entre 125 y 200 mg/dL pueden expresar una alteracion de la fase
precoz de la insulinosecrecidn. Finalmente, cuando éstas superan los 200 mg/dL, se observa
que el elemento clave reside en una alteracidn, 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 alteracién especifica, una
“ceguera selectiva a la glucosa”, como s1 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 secrecidon de la insulina, consiguiendo un efecto inverso a la
sttuacion fisioldgica de normoglucemia (Aragdn FJ 2001).

Ademas, los estudios realizados sobre necropsias evidencian una destruccidn de hasta el 60
% de la masa de las células secretoras de insulina, asi como depdsitos de sustancia amiloide
extracelular. Estos depésitos estan constituidos por amilina, que es un péptido de 37
aminodcidos cosecretado por las células B de forma paralela a la insulina. Parece ser que
una acumulacién en exceso de esta sustancia interfiere a largo plazo en la exocitosis celular
de la insulina, Estos dos elementos puramente morfoldgicos determinan una secrecidn
insuficiente  de insulina para las necesidades de la misma por el paciente
(insulinorresistencia). Otras posibilidades en vias de investigacion serian las alteraciones
neurégenas de las células B, como elementos patogénicos complementarios (Aragon 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 disminucidn de la sensibilidad a la insulina la presentaron Himsworth y Kerr en 1942 a
través de la prueba de tolerancia a la glucosa. Postenormente, todos los trabajos en esta
linea son concordantes y manifiestan la trascendencia de esta insulinomresistencia a través
de:

1. Elevacion de la produccién hepatica de glucosa en ayunas (gluconeogénesis mal
reprimida) que se ve favorecida por un aumento en la secrecién de glucagdn.

2. Disminucidn del consumo de glucosa por el higado.

3. Disminucidn del consumo de glucosa por los tejidos periféricos, fundamentalmente
del musculo esquelético, debido a una disminucidon de su oxidacion y/o de su
almacenamiento en forma de glucdgeno (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 penférico y hepatico
disminuido simultaneamente. Las alteraciones a nivel muscular podrian explicar las
hiperglucemias posprandiales (Aragdén 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 situacton cronica de hiperglucemia que interfiere tanto el funcionamiento de las
células en el sitio secretor, como la captacién perifénca de la glucosa. En definitiva, un
estado de insulinorresistencia responde a una inadecuada relacién 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 alteracién 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 uU/mL) vy
que conlleva al agotamiento celular progresivo y a ta insulinopenia relativa (valores
inferiores entre €l 20-30 % de la insulinemia normal) caracteristica de la DM tipo 2. De
entre los dos mecanismos citados, anomalias de la secrecidon y resistencia a la insulina, no

pucde establecerse todavia cual 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 alteracién 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 gestacién que acontece en una mujer va 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 deteccién en todas

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

Diabetes ligadas a una disfuncién de las células

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 insulinosecrecidén por
insensibilidad de las células B 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 mutacién puntual del DNA

mitocondrial en posicién 3243,

COMPLICACIONES DE LA DIABETES MELLITUS

Las complicaciones crénicas 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

Rifdén Glomeruloesclerosis intercapilar
Insuficiencia renal progresiva
Necrosis papilar (medular)

Nervios
peniféricos Neuropatia somatica
Neuropatia autonémica
Sistema Enfermedad 1squémica 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 metabdlico de la enfermedad. Los érganos 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

diagndstico se realice como consecuencia de una de sus complicaciones.

27



Entre las complicaciones crénicas 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 méas del 50 % de los ciegos son diabéticos.

2. E1 50 % 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. E1 75 % de los diabéticos fallece por accidente cardiovascular. De éstos, mas de la
mitad presentan cardiopatia isquémica.

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

6. El 30-50 % de los diabéticos presentan hipertensidn arterial (Aragon FJ 2001).
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FISIOPATOLOGIA DE LAS COMPLICACIONES VASCULARES DE LA
DIABETES MELLITUS

Los mecanismos fisiolégicos y bioquimicos implicados en el desarrollo de las
complicaciones de la DM incluyen anormalidades hematologicas que podrian conducir a
una deficiente oxigenacion tisular. Entre éstas estan: agregacidn 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) disminutdos; anormalidades en la funcion 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 M y Cerami A 1981; Colwell JA 2000; Matsuda T y col., 1996).

El incremento de la agregacidn eritrocitaria en la sangre de pacientes diabéticos ha llevado
a postular que este fenémeno puede contribuir a los cambios microvasculares obliterativos
en la retina. La deformabilidad de los eritrocitos medida por su capacidad para pasar a
traveés de poros de 5 micras esta notablemente disminuida en la diabetes. Puesto que los
eritrocitos deben atravesar capilares mucho mds pequefios que su propio didmetro, esta
deformabilidad disminuida puede perjudicar la perfusion rapida y homogénea dentro de la
microctrculacidn (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 HbAlb 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 liberacién 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 concentracién cambiante de
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glucosa sanguinea, puede resultar una liberacién 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 reduccién en la enfermedad microvascular
(Donnelly R y cols., 2000).

Respecto a las proteinas plasméticas 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 fibnindgeno 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, VIII, 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 activacidén del sistema fibrinolitico en
pacientes diabéticos, lo cual propicia la especulacion de que un estado de
hipercoagulabilidad podria estar implicado en la evolucidon 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 composicién y metabolismo de la
pared arterial. La deficiencia de insulina puede influenciar el avance de la aterosclerosis a
través de mecanismos patoldgicos sinérgicos que involucran dislipidemia, productos finales
de glicacion avanzada (AGEs), disfuncidn endotelial, funcidn plaquetaria alterada y
anormalidades en la funcidn artenal (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
dario 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 descamacién focal. La descamacién focal hace posible a las plaquetas
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circulantes contactar con el subendotelio. Estas plaquetas adherentes liberan factores que
estimulan una proliferacién focal de células musculares lisas. El depdsito excesivo de
lipidos y la formacién de tejido conectivo da como resultado finalmente una placa
ateromatosa madura. En individuos normales, el proceso probablemente es reversible ¢n
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). Ademais,
puede ocurrir acumulacion de AGEs en la pared vascular, dandole mayor rigidez y
comprometiendo su capactdad de adaptacién 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 artenal.
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 nitnco (NO). El paciente diabético se caracteriza por
alteracion de la vasodilatacion mediada por la insulina y este mecanismo puede contribuir a
la accion disminuida de la insulina en estas condiciones clinicas. La calcificacién de la
tinica media de la pared arterial se ha utilizado como predictor de riesgo para amputacién
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 morfoldgico: la intima se observa mas engrosada y por lo tanto hay una
mayor reduccién de la luz del vaso, mayor proliferaciéon de musculo liso, disminucién del
numero de macréfagos, aumento en la matriz extracelular con predominio de compuestos
glicados, destruccidén de la membrana elastica interma y la ya mencionada calcificacion de
la tinica media, con las consecuencias funcionales que esto implica (Aragdn FJ 2001)

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

la presentacion de la enfermedad vascular penifénica que a continuacion se mencionan: edad
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avanzada, factores genéticos, tiempo de duracién de la diabetes, tabaquismo, presion
sanguinea sist6lica, presidén sanguinea diastélica, niveles de colesterol y de tniacilgliceroles,
hiperglucemia, hiperinsulinemia y obesidad (Levin ME, 2000). Ademas, existen diferencias
en la forma de presentacion en pacientes diabéticos y no diabéticos, como s¢ muestra en el

Cuadro 3.

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

diabéticos
Diabético No diabético

Clinica Mas comun Menos comun

Maés jovenes De mas edad

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

Peroneos Ihaca

Femoral

Dislipidemia. La presencia de elevaciones aun moderadas de lipidos plasméticos por
muchos afos 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 metabélico.
Recientemente se establecid 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 glicaciéon avanzada (AGEs) contnbuyen a la
patogénesis de las complicaciones diabéticas (Méndez JD 2003) y se ha sugendo que
pueden inducir disfuncién endotelial (Bloomgarden ZT 1998; Suzuki LA y cols., 2001);
pueden ser un factor contnibuyente en la patogénesis de la aterosclerosis acelerada en los
pacientes diabéticos interactuando con receptores de los macréfagos (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 plasmindgeno,
asi como disminucién de la liberacidn 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).

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

Angiogénesis

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

fibrosis, para el crecimiento tumoral y para la formacién 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):

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

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

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

4.- Maduracion de las células endoteliales, que incluye también a la inhibicién del
crecimiento y la remodelacidn en forma de tubos capilares.

5.- Reclutamiento de las células periendoteliales (incluidos los pericitos de los pequefios
capilares y tas 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
desempenan 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 Jos 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 proliferacién de las células
endoteliales (Risau W 1997; Hanahan D 1997). Después, la unién del VEGF a un segundo
receptor (VEGF-R1) provoca la formacién 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 |lamado 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 actia 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
VEGF o, si falta éste, a los inhibidores de 1a 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 angiogeénesis fisioldogica (por ejemplo la del endometrio en
proliferacion), y de la angiogénesis patoldgica que se observa en [a inflamacidn crdnica, 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-[3, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor
de crecimiento transformante-ct) y especialmente por la hipoxia tisular, que desde hace

mucho tiempo se ha asociado a la angiogenesis (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 vanas clases de proteinas, entre las
que destacan las integrinas, especialmente la «.f3 que es esencial para la formacién y
mantenimiento de los vasos sanguineos recién formados (Brooks PC 1994); las proteinas de
la matniz celular como la trombospondina I, y la tenascina C, que desestabiliza las
interacciones célula-matriz y por lo tanto favorece la angiogénesis (Bomstein P 1995) vy las
proteasas, como los activadores del plasmindgeno y las metaloproteasas de la matriz que
tienen importancia en los fendémenos de remodelacién que ocurren durante la invasidn

endotelial (Sage EH 1997).

Angiogénesis y diabetes mellitus
En los pacientes diabéticos esta severamente alterado el desarrolio de la formacion de
vasos colaterales en respuesta a la isquemia. La reaccién 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 funcién del angioblasto o de la célula endotelial derivada
del angioblasto. Debido a esto, se ha sugerido que podrian utilizarse angioblastos ex0genos
para aumentar la vascularizacién en pacientes diabéticos (Rivard A y cols., 1997; Shaper W
y Buschmann I 1999; Waltenberg I y cols., 2000; Schatteman GC vy cols., 2000). Sin

embargo, no hay evidencias concluyentes sobre su funcionalidad.

Vascularizacidn arterial del pie

La arteria poplitea es la continuacidén de la arteria femoral, situada en la cara posterior del
muslo. Sus arterias terminales son la arteria tibial anterior y el tronco tibioperoneo. La
artenia vascular anterior vasculariza las articulaciones tibloperonea superior y rodilla,
ademas de la musculatura anterior de la piema. En su parte inferior se anastomosa 2 nivel
maleolar con las arterias maleolar interma y maleolar externa. La arteria pedia es
continuacién 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 vasculanzacién 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 interdseas, con sus ramas perforantes anteriores y posteriores que comunican la
planta con el dorso del pie) y la arteria interdsea dorsal del primer espacic. El tronco
tibioperoneo se bifurca en la artena peronea y la arteria tibial posterior. La arteria peronea
vasculariza el plano profundo y externo de la pierna vy, 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 clasificacion

Dentro de las complicaciones de la diabetes, la prevencién y el cuidado de las
complicaciones diabéticas del pie representan un desafio mayor para el médico. La
neuropatia, la infeccién, 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 econdmico 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 ulceracién cutanea y falla de la curacién 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 uiceras de pie diabético (McNeely MJ y cols., 1995). La ausencia del
reflejo del tenddn de Aquiles, insensibilidad del pie y tensién de oxigeno transcutanea de
menos de 30 mm de Hg son predictores independientes de tlceras del pie (McNeely MJ y
cols., 1995).

Se ha definido el pie diabético como una “alteracién 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 lesion y/o ulceracion del pie”
(Aragdn FJ 2001). Es una excelente definicion del pie diabético con lesiones, pero desde un
punto de vista practico y para ¢l 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 lesidn 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
atil para el médico general. El pie que ain 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 1dentificacién del pie de riesgo, se pueden reducir las draméticas consecuencias de la

enfermedad. Armstrong y cols. (1999) compararon en un estudic 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 quinirgicas (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 v la infeccién. Cada una
de ellas puede contribuir en grado variable a la produccidén, perpetuacién o evolucién
desfavorable de la lesion. De esta forma, en el sindrome del pie diabético quedan
englobadas distintas condiciones patologicas que tienen un comportamiento, tratamiento y
pronostico totalmente diferentes. Esto hace imprescindible el intento de lograr una
clasificacién 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 estadificacién de las dlceras del pie diabético, (Cuadro 4).

Cuadro 4. Estadificacion de las alceras de la piel

Grado Caracteristicas

Las tlceras tienen la piel intacta

Las ulceras son superficiales con tejido subcutaneo expuesto

Las ulceras tienen una extension mas profunda

Las ulceras involucran gangrena parcial del antepie

0
1
2
3 La ulceracion implica la forrnacion de absceso u osteomielitis
4
b

Las ulceras involucran gangrena extensa
e —

Otros tipos de clasificaciones que se han desarrollado consideran otros aspectos clinicos y
de gabinete, clasificando a las dlceras de acuerdo a factores etiopatogénicos que hacen mas
complicada su clasificacidn y no consideran estadios de tipo numérico. Asi, la clasificacion
de Wagner contintia siendo més practica y mas manejable para fines estadisticos. La figura
1 resume estos criterios (Aragén 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

B

Pulsos periféricos

Palpables

Descarta la isquemia
como causa primaria

Pruebas de sensibilidad

Sensibilidad presente Sensibilidad ausente

No palpables

Isquemia

Pruebas de sensibilidad

Sensibilidad presente

Sensibilidad ausente

B o

Eticlogia infecciosa pura | Neuropalia

Isquemia pura

Neuroisquémica

Infeccion

Presente Ausente l

Infeccion

Presente Ausente ] Presente

Infeccion

Ausente }

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

Tomado de Aragdn FJ, 2001.

Microangiopatia y otras consideraciones fisiopatolégicas en las fdlceras del pie

diahético

El concepto de microangiopatia como componente de la enfermedad vascular periférica en

jos pacientes diabéticos ha sido refutado por distintos estudios patolégicos que no han

encontrado evidencia de aterosclerosis en los pequefios vasos. Aunque no existe lesion

oclusiva en la microcirculacién, si existen cambios patolégicos 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 migracidn leucocitaria necesaria como primer freno a la infeccién. También la
maxima vasodilatacién frente a la lesion se encuentra reducida en la diabetes y esto puede
incrementar la susceptibilidad del pie a la infeccion.

Los estudios histoldgicos de los nervios distales revelan alteraciones estructurales de ia
microcirculacién (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 ademids una disminucidn
del NO endotelial como elemento de complicidad en la teoria hip6éxica (Aragén FJ 2001).
La isquemia puede ser [a causa de ulceras y gangrena en el paciente diabético, y la
incidencia de enfermedad vascular periférica aterosclerdsica estd incrementada en pacientes
con diabetes. La enfermedad vascular en pacientes diabéticos ocurre a una edad mas joven
y tiene patroncs 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 lesidn patoldgica en el nivel subarteriolar que correlacione con niveles
disminuidos de flujo y ulceraciéon (Laughlin RT y cols., 1995).

El pie debe resistir de manera cotidiana una tremenda cantidad de fuerzas repetitivas,
compresivas y de roce. La ulceracidn resulta de la presion repetitiva que excede el umbral
de tolerancia de los tejidos blandos, conduciendo a la destruccién mecénica de los tejidos
{Brodsky J 1993) Las ulceraciones plantares son secundarias a la presidn de soporte del
peso, al permanecer €n pie o caminar, mientras que las ulceraciones laterales, mediales o
dorsales casi siempre son el resultado de presion del zapato. Las ulceraciones no oeurren
con un patrén aleatorio sobre o bajo el pie, sino mas bien se encuentran en areas de
distribucién de alta presion. El pie diabético responde a la presion excesiva con la
formacién de callos, los cuales pueden incrementar la presion tanto como un 30% (Young
MIJ y cols., 1992). La mayoria de las dlceras 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 [a 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 clandad las caracteristicas de las Ulceras, tomando en cuenta
factores como: tamafio, etiologia (neuropatica, vascular, neuroisquémica), valoracién
clinica integral que incluya valoracion de llenado capilar, coloracion de tejidos adyacentes,
rayos X, angiografia, estudios Doppler, valoracién de atrofia o no de masas musculares
relacionadas, localizacion, profundidad, presencia o ausencia de infeccion y control
metabdlico adecuado. Con estos datos es posible estadificar convenientemente la lesion
(Aragon FJ 1998; ADA 1998; Levine ME 2000). El manejo adecuado del paciente con pie
diabético incluye la educacién del paciente acerca de su enfermedad, dieta, ejercicio fisico,
ademas de medicamentos hipoglucemiantes: orales e insulina, ademdas de medicamentos
hemorreolégicos 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 sélo 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 farmacologicos
del medicamento. Estudios posteriores deberdn precisar con claridad si se desea medir el
beneficio por: sus propiedades antiinflamatorias (Nagy Z y cols., 1999); sus efecto
hemorreologicos sobre la cicatrizacidon (Ramani A y cols., 1993); su mejoria clinica en la
claudicacion y distancia caminada (Campbell RK 1993); o su efecto positivo sobre la
glucosilacidon y posible control de la neuropatia (Rahbar S y cols., 2000). Por esto, aqui se
comenta la utilidad de esta modalidad terapéutica en la infeccidon, 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 | 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 v cols,,
1999). Asimismo, la pentoxifilina parece tener un efecto antioxidante y disminuye los
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niveles de produccion de éxido nitrico (Wanchu A y cols., 2000 y Simics E y cols., 2000).
En el futuro, los estudios multicénticos bien disefiados permitirdn conocer la importancia
clinica del efecto inmunoldgico de este medicamento en la infeccidn 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 glucosilacién al evitar la formacién de
productos terminados avanzados. Esto puede tener un papel importante en la prevencién 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 ulceras de pacientes diabéticos, existen en la actualidad otros tratamientos en uso cuya
eficacia sdlida no ha sido completamente confirmada. Estos son los mas usados: factor
recombinante humano de crecimiento derivado de plaquetas (rhPDGF-BB) (LeGrand EK,
1998}, terapia de oxigeno hiperbarico (Faglia E y cols., 1996; Cianci P, 2000), tratamiento
con larvas (Muncuoglu KY y cols., 1998), radiacién 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 segurdad
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
transmisiéon de enfermedades como SIDA, hepatitis y otras. Ademds, existen algunas
evidencias de que la rdpida actividad proteolitica que se observa en algunas ulceras
condiciona una rapida destruccion de los factores de crecimiento. La reunidén 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 anglogénesis. A pesar de informes favorables a la
TOH, aun hay muchos problemas antes de considerarla como una modalidad de tratamiento
recomendable. Su acceso limitado hace dificil crear una experiencia en la prictica
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 Glceras de pacientes diabéticos se ha recomendado sobre todo para
infecciones resistentes al tratamiento, mas que como tratamiento curativo propiamente de la
tlcera diabética. Se ha sugerido que actian secretando enzimas proteoliticas que producen
licuefaccién del tejido necrético, por digestidn del tejido necrdtico como alimento para las
larvas, como lavado mecéanico 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
(Mumcuologu K y cols., 1998).

La irradiacidén laser de baja intensidad ha sido experimentada en seres por humanos
(Schind! y cols., 1998). Consiste en la aplicacion de irradiacion laser transcuténea 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 microcirculacidn, los autores extrapolan sus resultados y postulan !a
proliferacion de células endoteliales a largo plazo durante la angiogénesis. Para apoyar su
hipotesis, se refieren a experiencia previa de ellos y otros grupos de investigadores. Sin
embargo, reconocen que por €l momento su uso debe ser profilactico y que su efecto para
prevenir amputaciones y hospitalizaciones de larga duracidn, 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 tulcera
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 desartollan 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 histolégicas
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 aplicaciéon en grandes
poblaciones. Se ha calculado que el costo de una sola aplicacién de apligraf es de
aproximadamente 1000 délares ( Brem H y cols., 2000).

Respecto a la revascularizacion la controversia contintia sin ser resuelta. La identificacion
mediante estudios angiogrificos de un proceso obstructivo que puede ser reparado
mediante un puente vascular, no resulta de beneficio para €l paciente en muchos casos
{Jorneskog G y cols., 1995). En contraposicion, existen informes de grupos quirurgicos que
scfialan los beneficios de la revascularizacion (Rosemblum BI y cols., 1994). Los diferentes
resultados son producto de un sinnumero de factores, siendo los méas sobresalientes, la
seleccidn del paciente y las habilidades y experiencia del cirujano. Desafortunadamente, la
mayoria de los pacientes con tlcera diabética presentan otros tipos de problemas de salud y
condiciones socioecondémicas y psicosociales que los hacen candidatos a cirugia. Esto
constituye un sesgo que promoverd en el futuro técnicas cada vez més novedosas y
sofisticadas, que den la impresion de una mejoria de los resultados quirirgicos y de su
aparente supenorndad sobre otros métodos. Por esta razén el cirujano no debe enfrentar sélo
el problema del pie diabético que, como no nos cansamos de decirlo, es un problema
multidisciplinario.

lLos campos electromagneticos 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 mitogenos y aplicadas localmente
sobre las ulceras, promueven la curacion de la herida. Los ELF interactian 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 metodolégicas: 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 interaccién 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 aminoacido alifatico que
ha sido considerado como semiesencial para los mamiferos y las aves, ya que atn 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 realizaciéon de multiples procesos bioquimicos y fisiologicos.
(Rodriguez AC y Nurez JC 1971).

Este aminoacido sigue varios destinos metabdlicos (Figura 1), por lo que sus niveles
plasmaticos pueden detectarse bajos en un momento dado. Algunos érganos 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 metapolismo (Figura 2) de este aminoacido ocurre por dos mecanismos que son
complementarios.

1) Hidrélisis 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 formacidén de ornitina y urea.
2) Desaminacion oxidativa, proceso por el cual se conserva el radical guanidinico y se hace

posible su utilizacion en la sintests de creatina y de otros productos con gran actividad
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Figura 2. Destinos metabélicos de la L-arginina.



biolégica, como son la prolina y la hidroxiprolina.

La importancia de la L-arginina se debe a que participa en varios procesos metabdlicos. 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 vy
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 ulttmo aminodcido es precursor de la sintesis de poliaminas

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

Arginasa

La arginasa, enzima que cataliza la hidrdlisis de L-arginina a ornitina y urea, fue detectada
inicialmente en el higado de mamiferos; en la actualidad diversos estudios han demostrado
su presencla, aunque en cantidades menores, en otros tejidos como nfidn, testiculos y bazo.
En los animales la arginasa existe en la fraccion soluble del citoplasma y en diversas
estructuras celulares, tales como mitocondnas, lisosomas y aparato de Golgi. (Rodriguez
AC y Nufiez 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 hiperqueratimizacién
epidémmuica.

Se piensa que la arginasa de la epidermis sirve para proveer omitina, 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 ratén,
propusieron que la elevada actividad de esta enzima en dicho tejido puede desempefiar una
funcién importante en la biosiniesis de poliaminas, en la produccidon de glutamato y prolina,
asi como también en la produccién 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 aterosclerdsicas 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 v cols., 1991; Boger y cols., 1998), va que Ja formacidén de oxido nitrico
por el endotelio puede prevenir la agregacion plaquetaria, la adhesion de leucocitos y

promover la vasodilatacién (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 catidnica.

Las pohaminas cumplen funciones importantes en la regulacién de diversos procesos, tales
como crecimiento, proliferacion, multiplicacion y diferenciacion celulares. Estas moléculas,
a semejanza de los acidos nucleicos, aminoacidos y proteinas, se encuentran distribuidas
ampliamente en los sistemas vivientes, lo que quiza sea un indicativo de que su presencia es
esencial para la realizacién 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 estin presentes en
la mayor parte de los tejidos en una concentracion aproximada de 1mM (Méndez JD 1989;
Persson 1990). La putrescina se encuentra en concentraciones mas bajas, excepto en tejidos
gue estan estimulados para el crecimiento, como la medula ésea (Tabor y Tabor, 1984). Es
interesante mencionar que los niveles de poliaminas se incrementan por la accién de
hormonas, drogas, procesos de regeneracién de tejidos y factores de crecimiento (Bethell y
cols., 1982).

Los niveles intracelulares de poliaminas, particularmente espermina y putrescina, aumentan
espectacularmente con ¢l 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 omnitina (Méndez JD 1989).
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La arginasa, que cataliza la hidrélisis de la L-arginina para producir omitina y urea, €s
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 omitina 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 enzunas que participan en la biosintesis de poliaminas se localizan en el
citosol. En los mamiferos la ODC cataliza el paso inicial en Ja 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 estdn catalizadas por las enzimas S-
adenosiimetionina 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 disminucion en la concentracion de putrescina y
espermidina disminuye la velocidad de proliferacidn 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, €
inducen la respuesta citolitica de linfocitos.

Las poliaminas pueden afectar significativamente a las membranas biolégicas (Sehuber
1989) y de esta manera modular la transduccién y la transmisidn 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

interactian con los ribosomas del reticulo endoptasmico 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 evtdenciados en un
modelo de diabetes inducida por aloxana (Méndez y Arrecola 1992). En presencia de
poliaminas, el dafio pancreatico causado por aloxana, un agente utilizado para inducir
diabetes en animales, es menor (Méndez y Aireola 1992). En el estadio diabético, las
concentraciones de putrescina disminuyen y se restablecen cuando se administra L-arginina
(Méndez y Arrcola 1992), lo que indica que la L-arginina aumenta la sintesis endogena de
poliaminas. La reduccion en la concentracion de poliaminas en ratas diabéticas estd
acompariada de una disminucién en la actividad de arginasa. La actividad de esta enzima
también se normaliza con la administracién de L-arginina (Méndez y Arreola 1992).

Las poliaminas putrescina, espermidina y espermima previenen la embriotoxicidad y el
desarrollo retardade 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 humapa. Se ha
encontrado que los niveles de poliaminas entre estas dos porciones de piel vara
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 diferenciacién entre las
dos regiones. Las concentraciones tan elevadas de espermidina y espermina en la epidermis
se deben probablemente a que ¢éstas cumplen una funcién importante en este tejido (El Baze
P v cols.,, 1983). Bethell y cols. estudiaren la actividad de las enzimas que participan en la
biosintesis de poliaminas y midieron la concentracién intracelular de putrescina,
esperrmidina 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 retardade 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 vy la espermidina pueden también disminuir la acumulacion de
coldgena en rifiones de ratones diabéticos, efecto que puede deberse a la proteccién de
compuestos carbonilo, abundantes en el estado diabético (Marx y cols., 1995).

Se ha propuesto que las poliaminas pueden ayudar a regular la interaccidn entre la
fosfohidrolasa y las membranas celulares, lo que facilitaria la accidn de los dcidos 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 peliaminas también
son capaces de modular el grado de dafo a la mucosa causado por ciertos estimulos
(Thirumalai y cols., 1987).

En el tejido vascular, altas concentraciones de putrescina (10 mg/kg) pueden producir
bipotension 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 vy cols., 1990), lo que podria resultar en la liberacidén de sustancias
vasoactivas como el factor relajante derivado de endotelio (Moncada y cols.,, 1991). La
sensibilidad del transporte de putrescina a ia falta de L-argimina pero no a la falta de L-
omitina (Bogle y cols., 1994) sugiere que la L-argimna 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 de! sistema inmune son muy sensibles a poliaminas en comparacién con los
fibroblastos. Se ha encontrado que concentraciones de 40 uM de espermidina inhiben el
movimiento de Jos macrofagos en presencia de suero bovino (Ferrante 1685). 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 uM de espermina fue
suficiente para produeir una inhibicién total de la agregacién plaquetana. Por el contrario,
utilizando coldgena la inhibieidon solamente alcanzd el 50%. Méndez vy cols. han descrito la

inhibicién de la agregacion plaquetaria por L-arginina y poliaminas en ratas normales y
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ratas diabéticas (Bethell y cols., 1982). La agregaciéon plaquetaria se inhibe en mayor
proporcion 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 oxidacidén de glucosa a CO; e inhiben fa
lipdlisis. Estos efectos de las poliaminas se observan entre 1 y 50 uM, en condiciones en las
que la concentracién 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, mhiben la
lipolisis suprimiendo los niveles de AMPc y facilitando el transporte de glucosa. El
mecanismo de accidn 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 anaiogos 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
mo'éculas o con enzimas que lo degradan. La inhibicion de la sintesis de poliaminas en las
células beta disminuye la cantidad de mRINA para insulina, mientras que la glucosa puede
aumentar los niveles de sintesis de poliaminas. La L-arginina también estimula la secrecion
de insulina (Nogowskl 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 accidn antilipolitica de las
poliaminas formadas a partir de L-arginina. La espermidina y la espermina aumentan la
oxidacién de glucosa e inhiben la lipdlisis, suprimiendo la produccidn endégena de AMPc
de manera similar a la insulina en adipocitos aislados de rata (Furie y Furie 1988).

Por la importancia de la funcidn del 6xido nitrico (NO) que es un derivado del metabolismo
de Ja L-arginina y el papel que tiene en la interaccidén de mecanismos para la curacién de la

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

Oxido nitrico
El 6x1do nitrico (NQO) es un mediador de la inflamacion, que fue descrito inicialmente como

un factor liberado por las células endoteliales, cuya accidn principal es la vasodilatacién 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 semieliminacidn in vivo es solo cuestidn de segundos, por lo que actiia sobre las
células muy proximas al punto donde es producido. Se sintetiza a partir de L-arginina por
accion de la enzima éxido nitrico sintasa (Nathan C 1997). Existen tres tipos diferentes de
sintasa de] NO (la endotelial, la neuronal y la inducida por citocinas). EI NO es un potente
vasodilatador y ademdas desempefia funciones importantes en la inflamacién: reduce la
agregacion y adhesion plaquetarias  y actua como regulador del reclutamiento de
leucocitos. Ademas actia en la respuesta del huésped frente a la inflamacion. Existen
alteraciones en la produccion de NO por parte del endotelio en la arteriosclerosis, la
diabetes v la hipertension (Fang FC 1997).

Se ha postulado la hipdtesis de que la enzima endotelial del NO modula la angiogénesis en
modelos animales caracterizandola como una respuesta compensatoria a la 1squemia. Esto
se ha realizado administrando L-arginina a conejos normales con isquemia inducida,
habiendo demostrado previamente que la L-arginina aumenta la produccion enddgena de
NO. La vascularidad se ha estudiado mediante angiografia e indices hemodinamicos de
perfusion tisular, a través de mediacién del flujo sanguineo mediante Doppler (Muroharra T

y cols., 1998).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Justificacion

Un gran numero 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 sl no son tratadas
adecuadamente llevardn 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
relacién con la frecuencia de dlceras 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 hospitalizacién,
morbimortalidad y el impacto econémico para Ja sociedad (Metha SS y cols., 1999). Los
datos epidemiolégicos indican que la mayoria de los pacientes desarrollan problemas del
pie despues 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 indtviduos 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 experimentaran una segunda
amputacion ipsilateral o contralateral dentro de los [2 meses posteriores a la primera
amputacion. De todas las amputaciones relacionadas con diabetes, 70-80% son precedidas
por ulceras cronicas (Ollendorf DA y cols., 1995).

En un estudio de registro de autopsias, se encontrd que la gangrena como causa de muerte
correspondio 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 hospitalanos la enfermedad vascular periférica puede alcanzar hasta el 25% de las
admisiones y las estancias de hospitalizacién generalmente son muy largas (Colwell JA

2000). Cinco afios después de una amputacion inicial, 28-51% de diabéticos amputados han
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sufrido una segunda amputacién 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 presentacién de ulceras 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 aio 2 000 no fue alcanzada y la tendencia
observada actualmente es hacia la mayor prevalencia de DM, asi eomo 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).

Aungue 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 enfrentamos 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

I. (En los pacientes con ulceras del pie diabético, es mas eficaz [a reparacion de la Ulcera
cuando son tratados con L-arginina subcutanea 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 distribucidén de vasos sanguineos

que los pacientes diabéticos con lesiones ulcerativas?
HIPOTESIS

Los pacientes con ulceras 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

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

con pentoxifilina via oral empleado actualmente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
I. Evaluar el estado metabdlico de los pacientes tratados con L-arginina vy
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 farmacos 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

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

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES
Independientes

DM.

Tipo de tratamiento de las lesiones dérmicas.
Dependientes

Curacién de las lesiones ulcerativas.

Angiogénesis.

DEFINICION OPERATIVA DE LAS VARIABLES

Diabetes mellitus: Grupo de enfermedades metabdlicas caracterizado por hiperglucemia
provocada por defectos de la insulina en la secrecién, accion o ambas.

Tipo de tratamiento: Los tratamientos fueron de dos tipos: control y experimental. El
primero consistié en el uso de pentoxifilina via oral mas curacién diaria con isodine y
solucién fisioldgica. El experimental consistidé en L-arginina 10 mM preparada en una
solucion saltina estéri] aplicada por via subcutdnea una vez al dia en una cantidad vanable
segun el tamaiio de la lesion.

Reparacion de la lesion ulcerativa: Es e] proceso mediante ¢l 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 numero 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 diagndstico de DM y con lesiones ulcerativas de la piel.

Lestones ulcerativas de miembros inferiores: pierna, regidn maleolar y pie.

Edad de 25 a 80 arios.
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Criterios de exclusion

Pacientes que por el estadio de las lesiones ulcerativas de la piel requieran de amputacién
quirargica.

Criterigs de eliminacion

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

Tamano de la muestra

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

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

Aspectos éticos

El presente estudio tomé en cuenta los Acuerdo de la Conferencia Intemacional de Helsink:
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 solucidn salina estéril por via subcutanea con
jeringa de insulina a una dosis de 50 pl/em®.

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, s¢ les invitd a participar en el estudio; se les explicd 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 fucron evaluados por los Servicios de Medicina Interna y Cirugia General
del HGZ No. 47 del IMSS para asegurar que no fueran candidatos a tratamiento quinirgico,
sc llend hoja de recoleccidn de datos, historia clinica, que incluyd domicilio y numero
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telefonico. Se les proporciond el numero telefonico de los responsables del estudio y dénde
localizarlos las 24 horas del dia.

6.- Al inicio del estudio se incluydé en la evaluacion del paciente un estudio del control
metabolico del padecimiento que constd de: glucernia en ayuno, hemoglobina glicada,
triaciigliceroles, colesterol total, lipoproteinas dc baja y alta denstdad (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
procedi6 a la toma de biopsia.

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

9.- Las biopsias fueron enviadas al Servicio de Anatomia Patologica det 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.- Prevto al inicio del tratamiento y durante el desarrollo del mismo, se realizd evaluacién
periddica de la evolucion de las lesiones mediante control fotografico y mediciones del
tamafio 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 indepcndientes en el
caso de grupos independientes y t de Student pareada para la comparacién de cifras antes y
después del tratamiento dentro de un mismo grupo. El programa estadistico de software
utiltzado fue el SPSS. Para la comparacidn de tres variables independientes se utilizé de la

prueba de Pearson.
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DETERMINACION DE GLUCOSA

Se utilizé el método de Trinder (1969), que se basa en la oxidacién de glucosa por la
glucosa-oxidasa, con la subsiguiente cuantificacion de perdxido 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 concentraciéon de glucosa. Las reacciones

involucradas son las sigutentes:

Glucosa oxidasa

Glucosa + O, P acido gluconico + H,0;
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
glicerot formado, por medio de las enzimas glicerol-cinasa, fosfoglicerol-oxidasa y
peroxidasa; produciéndose perdxido 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 concentracton de TAG en la muestra, Las reacciones

involucradas son las siguientes:

Lipasa

TAG + 3H,;0 » olicerol + 3 RCOOH
Glucocinasa >
Glicerol + ATP glicerol 3-fosfato + ADP
Glicerol fosfato oxidasa
Glicerol 3-fosfato + O dihidroxiacetona-fosfato + H;O
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Peroxidasg‘

H,0 + 4-aminofenazona + 4- clorofenol- 4-(p-benzoquinona-monoLmino)-
fenazona + HyO + HCI

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, utihzando geles de agarosa
con regulador de pH acido con el sistema de electroforesis Paragon Beckman. Este estuche
permite la separacidn electroforética de la HbA ¢ en un gel de agarosa con un regulador de
pH 4acido. El principio de la electroforesis esta basado en el hecho de que cuando las
proteinas son colocadas en un campo eléctrico se desplazan hacia uno de los polos
cléctricos. El procedimiento electroforético Paragon permite la separacion de la HbAc,
segin 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 cuantificoé por el método de Siede]l y cols. (1983) y Katterman v cols. (1984) que se
fundamenta en la hidrélisis 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,0 colesterol +RCQOO

Colesterol oxidasa
Colesterol +O, C* colestenona +H,0

Peroxidasa
2H;0; + 4-aminofenazona + fenol ——— » 4-(p-benzoquinona-monoimino) —
fenazona + 4H,0

62



DETERMINACION DE COLESTEROL-HDL

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

antertormente.

DETERMINACION DE COLESTEROL-LDL

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

LDL = CT—%—HDL

Donde C-LDL es la concentracion de colesterol-LDL, CT es la concentracion de
colesterol total. TAG es la concentracion de triacilglicerotes y C-HDL es la concentracidon
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 tratindolas 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. l.os
bloques se mantuvieron a 4°C y se hicieron cortes de aproximadamente 4 pum, 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 aleoho! 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, postenormente se colocaron en solucién de hematoxilina
durante 1 min. Se lavaron a chorro en agua de la llave, sin desprender el tejido. Se
diferencié en alcohol acido lavandose a chorro en agua de la llave, se vird con agua
amoniacal, después se lavé en agua destilada para enseguida teflir con eosina durante 30
seg. Se trataron con alcohol de 96 grados durante 1 min. Se deshidrataron y en seguida se

montaron en larminillas con resina sintética.

TINCION TRICROMICA DE MASSON

Esta técnica tifie de azul la coldgena (que se tifie con colorantes acidos de anilina). Da color
rojo para musculo, rosa claro para citoplasma y tifie de azul obscuro los nucleos. Los
tejidos se desparafinaron e hidrataron, posteriormente se colocaron en la solucién de Bouin
(acido picrico 75 ml/100ml, formaldehido 25ml/100ml y acido acético glacial 5 ml/100ml)
I hora a 60°C. Se lavaron bajo el chorro de agua sin desprender el tejido hasta quitar el
color amarillo. Se tifieron ¢n 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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solucién de cloruro férmico 29% vy acido clorhidrico 1 ml/200 ml) durante 10 mun. Se
lavaron en agua corriente hasta quitar ¢l color café (y que los nicleos estuvieran
contrastados), se lavaron con agua destilada, se tifieron en escarlata de Biebnich (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 frataron 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
antlina 5 g/200 ml, acido acético 8 ml/200 ml) 15-20 min, se lavaron con agua destilada y

luego en &cido acético 1% I 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 incluyd tejido lesionado y tejido
adyacente a la piel ulcerada del paciente diabético. Se prefundié en paraformaldehido al
4%. Se lavd la muestra de tejidocon solucidén amortiguadora de fosfato/sacarosa al 30%
mediante tres lavados de 15 min cada uno. Se efectuaron cortes por congelacidon de 4 p de
espesor en el criostato. Se realizd incubacidn en solucidon metanol/acetona (V/V) durante
30 min a 4°C. Se incubd en suero normal de cabra. Posteriormente, se efectud incubacié_n
durante toda la noche con el anticuerpo primaro, la anti & 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 efectud 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 postenormente 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
bicieron 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 fluoreseeina. 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 Jas 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 accién es la promocion de la angiogénesis, mcjorando de
csa manera la circulacién sanguinea del miembro pélvico afectado con la consiguiente
mejoria en la oxigenacidn del tejido dafiado y la activacion en cascada de los mecanismos
de reparacion de la henda.

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 1nicial de glucemia para los pacicntes 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 mostrd 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 inferniores (p <0.05) que los
pacientes tratados con L-arginina (Cuadros 5 y 6). Esto puede explicarse en parte a la
cooperacidn que los pacientes mostraron en el contro! 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 concentraciéon 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
Pactente No. mg/dL (%) mg/d], mg/dL mg/dL  mp/dL
1 169 7.60 150 38 g7 123
2 274 8.50 296 39 nm 075
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 2006 11.40 L66 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 .45 414 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 = macilgliceroles: 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 4] 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 94.57  258.29
DE 59.86 3.54 61.95 18.05 49.42  253.68

Valores de referencia: HbA,. = hemoglobina glicada: 4.8 — 6.0%; CT = colestero! 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 estindar
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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

| 07 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 12828 191.29
DE 56.84 2.70 77.05 1433  50.81 83.59

Valores de referencla: 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: S0—130 mg/dL; TAG = triacilgliceroles: 50200 mg/dL; nm

= no medido; DE = desviacion estandar

69



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 (%) mp/dL mg/dL mg/dL mg/dL

1 164 6.20 1ol 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 04.91 1.88 46.59 527 3147 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 s¢ observaron diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes drabéticos
estudiados (Cuadros S5 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-argimina ia 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/dLL. En todos los
grupos se obscrvaron 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,
casl siempre esta indicando la presencia de otros factores predisponentes como: deftciencia
cronica de insulina, edad, obesidad, estilo de vida sedentario, medicamentos utilizados para
padecimientos concomitantes y la expresién tardia de otros trastomos genéticos. La
multiplicidad de factores influenciando los miveles de triacilgliceroles indican que es poco
probable que el control de la hipertigliceridemia por si solo corrija la dislipidemia cuando
ésta sc encuentra en el paciente diabético. Otros aspectos de los triacilgliceroles seran
discutidos en conjunto con la discusidon 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 micio del estudio. La media fue de
202.57 + 49.45 mg/dLL. 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 dec
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%). L.a media para este grupo fue de [80.57 £ 46.59
mg/dL.

No se observaron diferencias significativas entre los pacientes tratados con L-arginina y los
tratados con pentoxifilina (Cuadros S y 7), ni entre los valores dentro de un mismo grupo
conuna 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
sigutentes: para los valores inclales 42.47 £ 14.33 mg/dL; valores finales, 33.85 + 5.27
mg/dL.. En el grupo tratado con L-arginina el 28.58% mostrd valores por debajo de lo
normal al inicio del estudio y también 28.58% al final del estudio. En ¢l grupo tratado con
pentoxifilina al inicio del estudio 28.58% mostro 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 injcial 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 armba de lo normal, siendo los
mismios pacientes (S 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 sdlo un paciente
{14.28%) tuvo C-LDL por armba de lo normal.

La DM es una enfermedad metabdlica que trastorna no sélo 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 trnacilgliceroles, valores séricos normales o ligeramente elevados del
colesterol total y de las C-LDL v concentraciones disminuidas, normales o elevadas de C-
HDL (Brunzell ID y Bieman CA, 1985). Esta informacion indica que al igual que en caso

de la glucemia y su relaciéon 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 difirié 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 asoctados con la
diabetes (aumento de las liporproteinas de baja densidad y tnacilgliceroles, 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 dptica

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

mtentar hacer un analisis plausible de los resultados obtenidos.

En los cortes histolégicos 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 subcutaneo (técnicas
de hematoxilina y eosina y tricromica de Masson):

|. Hiperqueratosis. El epitelio de la piel esta cubierto por una capa de queratina que actua
como barrera entre la piel y el medio interno y conserva la humedad normal de la piel entre
otras funciones. Esta capa llamada estrato comeo tiene un espesor variable de acuerdo al
sitio del cuerpo. El aumento de su espesor se conoce como hiperqueratosis. En la figura 5A
corresponde a la capa amorfa, acelular de color rosado, que se observa por armba de la
epidermis (E), localizada en el lado izquierdo.

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

3. Ausencia de epitelio en ]a porcion ulcerada (U) como se observa en las figuras SA y 5B.

4. Destruccion total de la arquitectura de la dermis y del tejido subcutineo. Esta, se
caracteriza por la sustituciéon de los elementos normales propios de la dermis, tanto
celulares, vasculares y de matriz extracelular, por |a presencia de un proceso inflamatorio
agudo (polimorfonuclerares) (Figura 5D) vy cronico (células mononucleares monocitos,
linfocitos y macrofagos) (Figuras 5A a SD) y fibroblastos (FB). Las células mononucleares
corresponden a las celulas de nidcleo redondo rodeado de una cantidad vanable de
citoplasma, desde muy escaso (linfocitos) hasta un citoplasma de tipo espumoso mads
evidente (macrofagos). Aunque pueden observar en las figuras mencionadas no estan
sehaladas, ya que su identificacion precisa requiere de métodos inmunohistoquimicos

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

5. Proliferaciéon mayor a lo normal de tejido colageno (C) de una manera desordenada
(Figuras 6A y 6B) caracterizada por su distribucion anarquica en diversas direcciones. Con
tincidon tricrémica de Masson las [ibras colagenas se observan de color azul. Esta
produccion de [ibras colagenas es tan abundante que invade al tejido adiposo subcutineo
(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 altenando con las arcas de tejido colageno excesivo.
Estas areas son indicativas de edema.

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

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

Los resultados de cste estudio muestran ciertas semejanzas basicas y diferencias con otros
estudios (Plagessi A y cols, 2003). Las estructuras analizadas son las mismas. La
diferencia estriba en que Piagessi estudia unicamente tlceras 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 tomd biopsia de la lesion por el
método quirirgico tradicional (reseccion relativamente amplia de elipse de piel ulcerada
con bisturi) el cual es mas agresivo que la biopsia por sacabocados relativamente noble.
Ademas, las lesiones ulcerativas (que midieron de 4.6 + 1.2 a 44 + 1.1 cm®) fueron
resecadas en su totalidad, lo cual es aln més agresivo, aunque se tomaron medidas
postoperatorias estrictas. Aunque e} Comité de Etica aprobé el protocolo, existen reservas
€ticas 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 ulcera y tomarles biopsia por sacabocado (de 5 mm). Un
paciente diabético sin ulcera, médico de profesidn, solicitd le fuera tomada la biopsia y
mostrd tendencia a desarrollar ulcera, requinendo del tratamiento con L-arginina para evitar
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su desarrollo, razén por la cual no se continud con esa parte proyectada en el protocolo por
no considerarlo €tico. Se le realizé a esa biopsia estudio para microscopia confocal y se

discutiran mas adelante los resultados.
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Figuras 5 A. Corte histoldgico 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 crénico (I) y depdsitos de fibrina (F).
Entre la fibrina y el proceso inflamatorio se observa tejido de granulacidn caracterizado por

algunos vasos sanguineos en las partes superior ¢ inferior y, a la izquierda de la fibrina, la

presencia de detritus celulares (20X).

77



Figura 5 B. La dlcera muestra, ademas del epitelio adyacente (E), los depositos de fibrina
(F) y el proceso inflamatorio (I), asi como la presencia de tejido conectivo faxo que indica

la presencia de edema (20X)
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Figura 5 C y 5 D. Corte histologico de la piel con lesién 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 exiravasacion 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 proliferacién
de fibras colagenas tefiidas de color azul mostrando un patron de distribucidn irregular con

direcciones diversas. (40X).
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Figura 6 B. Corte histologico de la lesidn ulcerativa de un paciente con pie diabético previa
al tratamiento (tincion 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 lesién.
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Figuras 7A v 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 estd ocluida casi en su totalidad. La tinica intima esta
engrosada y la tinica media muestra la positividad de las celulas musculares lisas a la anti
o acuna cspecifica 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 tinica intima (I) estd 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 lesiéon 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 eliminacién, la presencia de 1squemia
(aunque reconoce que no difieren los hallazgos histopatoldgicos segun la ctiologia),
enfermedades sistémicas, insuficicncia renal, osteomiclitis, episodios recientes de
cctoacidosis y padecimientos malignos. Su estudio no menciona qué tipo de tincion se
utilizé (puede suponerse que fue sdlo hematoxilina-cosina) y practicamente fue realizado
inicamente para evaluacidn histopatoldgica por microscopia optica de campo claro. En el
estudio aqui presentado no se utilizaron estos critenios de eliminacidén porque lo que se
pretendid fue dar el beneficio a todo tipo de pacientes a fin de mejorar su calidad de vida.
Lo tinico que demostrd 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 diabeéticos, encontrando ademas edema, que
también fue observado por nosotros. Su descripcion histoldgica 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 reparacién de la henda implica
varias etapas que son, en orden cronolégico, desde que ocurre el dafio tisular: inflamacién,
formacion de tejido y remodelacidn, incluyendo la epitelizacidon. En todas estas etapas
nteractian 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 fibrobiastico basico, factor de crecimiento
transformante {3, etc.) con factores quimiotacticos especificos, quimiocinas, citocinas, 6xido
nitrico (NO), migracidn celular, factores de la coagulacion, hemostasia y trombosis (Singer
Al ycols., 1999), cuya explicacién completa va mas alla de los objetivos de esta tesis. Aqui
se concretara a explicar lo observado en los cortes histologicos.

1. La htperqueratosis 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 cronico.
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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 produzcén un mayor indicc mitosico.

3. La vlcera (destruccidn del epitelio) es producida por ¢l agente lesivo ya sea externo (en
el caso neuropatico) o intemo (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 lesién. Cabe preguntarse por qué tratandose de ulceras
cronicas, existe un componente inflamatorio agudo, ademas del cronico. Estudios
realizados en ulceras cronicas (Loots MAM y Lamme EN 1995), incluvendo ulceras
diabéticas, han encontrado que ulceras hasta con mas de 8 meses de evolucidn contenian
celulas inflamatorias caracteristicas de la fase aguda y matriz extracelular provisional e
interpretaron este dato como una incapacidad de la dlcera 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 inflamacidn crénica e intentos de fendémenos
reparativos como la presencia de monocitos, linfocitos, macréfagos, fibroblastos v fibras
colagenas. Por lo tanto la explicacion antenor 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
terrenc ya de por si patoldgico, 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 reparacién de la
tilcera 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 presentcs 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 fenémeno.

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

relacionada con neoformacidn de vasos sanguineos.
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8. Formacion de nuevos vasos sanguineos. La anglogénesis es necesaria para sostener la
formacién del tcjido de granulacién. Es un proceso complejo que se lleva a cabo en la
matnz extracelular del lecho de la ulcera. La serie de eventos que conduce a la anglogénesis
parece ser como sigue: el agente lesivo causa destruccion de tejido e hipoxia. Los factores
de crecimiento tales como factorcs de crecimiento fibroblastico basico y acido 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 dano donde son activados y
transformados en macréfagos 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 plasmindgeno
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 c¢lulas
endoteliales estimuladas por los factores angiogénicos forman nuevos vasos sanguineos en
el sitio dafiado. Una vez que la herida es reparada, la angiogénesis cesa y muchos de los
nuevos vasos sanguincos 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 Al y Clark RAF 1999).

Microscopia confocal

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

I. Como ya se mencioné anteriormente, se utilizé ¢l método de inmunohistoquimica,
usandose como anticuerpo secundario la anti « actina para musculo liso vascular. Con
este anticuerpo se detectan especificamente las células musculares lisas de la tinica
media de los vasos sanguineos por contener actina en su citoesqueleto. El citoplasma

fluoresce de color verde y el nicleo se observa como un centro obscuro de forma
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6.

esférica rodeado por el citoplasma verde. La tunica intima, ¢l contemido de la luz del
vaso (cuando existe flujo sanguineo), la tinica 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 cscasez de vasos sanguineos, cspecialmente artertolas,
observandose tinicamente 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 morfologicos (Figuras 7A y 7B):

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

¢ La tunica intima se observa desorganizada con areas en las que su espesor esta
aumentado.

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

e La tinica 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, tratindose de arteriolas; pero ligeramente
mayor numero de capilares con un didmetro un poco mas amplio {Figuras 7C y 7D):

e Laluz de las arteriolas no mostré elementos sanguineos.

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

e Lalamina elastica interna no estuvo presente.
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La tunica 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 extensién. En algunas areas se observo
proliferacidn desorganizada de células musculares lisas y zonas de material
negativo a la anti actina. Estas altimas tal vez correspondientcs a depdsitos de

matriz extracelular.

7. En un paciente diabético sin tlcera se tomé biopsia solicitada por él mismo y, por

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

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

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

obtenida se le efectuaran estudios inmunochistoquimicos 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 mostré 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 correspondié
a aglutinacion y trombosis.

La tunica intima no se pudo distinguir claramente.

I.a lamina elastica intema estuvo ausente.

La tinica media mostré mayor organizacién en capas de células musculares
lisas distnbuidas 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 mas uniforme. No obstante, sc
observaron escasas zonas de desorganizacioén con depdsitos amorfos que tal vez

correspondieron a matriz extracelular.

Paavonen y cols. (2000), en un estudio acerca de linfangtogénesis en la curacién de la

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

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

en ulceras cronicas de seres humanos. Utilizd como marcadores para el estudio de la

anglogénesis de vasos sanguineos la laminina, anticuerpos monoclonales anti-VEGFR-3,
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PAL-E monoclonal (antigeno especifico del endotelio para vasos sanguineos, excepto
arteriolas y arterias). Ademas ulilizé anti actina para musculo liso, pero esta dltima la uso
para marcar vasos linfaticos donde obtuvo resultados negativos. La mayoria de los
anticuerpos los trabajo con la finalidad de estudiar la linfagiogénesis. 1.a laminina aunque
no lo menciona probablemente la utilizé porque es la glucoproteina que méas 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 hendas,
incluidas las lceras 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 metodoldgico consiste en que los vasos
linfaticos en la piel son muy dificiles de identificar, de hecho con las técnicas histoquirnicas
habituales no son observables. Por lo tanto, es necesario el desarrollo y la bisqueda muy

cuidadosa de los anticuerpos 1déneos para su localizaciéon de una manera inequivoca.
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Respuesta a la L-arginina

[as dlceras midicron de 0.5-38 cm’ (un promedio de 7.59 £ 13.79 cnt’) (Tabla 1). La
cronicidad de las ulceras fue de 25-180 dias (un promedio de 80.71 + 52 dias) (Tabla 5). El
tiempo del fratamiento varid 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 andlisis estadistico. Sin embargo, se

considera digno de mencidn por el grado de mejoria alcanzado.

Cuadro 9. Cronicidad de la tilcera y curacion después del tratamiento con L-arginina

Paciente Tamafio inicial  Cronicidad Tratamiento Curacién
No. (em®) (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 correlacidon de Pearson para comparar simultdneamente la correlacion entre el
tamafio de las ulceras, el tiempo de evolucion y el tiempo de tratamiento. No se observo
una corrclacion significativa de las variables mencionadas.

La suplementacion de L-arginina mejora la curacion de la henda tanto en modelos animales
como humanos. El aminoacido L-arginina, ¢l cual puede ser sintetizado a partir de la L-
citrulina y L-aspartato, {ue clasificado como “‘semi-esencial” hace mas de 65 afios. La base
para csta 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, dafo o estrés.

Estudios realizados en animales, en pacientes y en voluntarios sanos han confirmado que la
suplementacién de L-arginina conduce a mayor resistencia de la herida y a aumento de
contenido de hidroxiprolina y de colagena. Se ha informado que las respuestas linfocitarnias
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 henida esten
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 activacién de la arginasa que se asocia con un descenso significativo en la
concentracion de L-arginina local y un aumento cn la concentracidén de L-ornitina en el
fluido de la herida. Se piensa que la actividad aumentada de arginasa en la curacidn de la
henida 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 dafina. Asi, es probable que los efectos benéficos de la suplementacidn de
L-arginina en la reparacion de la herida resulte de la disponibilidad aumentada de sustrato
para la sintesis de poliaminas y colagena (Ketteler M 1994),

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

recientes sugieren que la via de la L-arginina-NO, estd involucrada en la regulacion de la
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liberacion de la hormona hipofisiana. La liberacién aumentada de hormona def 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 més altos de hormona del
crecimiento pero menos mejoria en la curacién de la herida que ia infusion de L-arginina.
Asi, la liberaciéon 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 ulceras del pie y sus complicaciones. La mayoria de las
tlceras del pie tienen etiologia mixta isquémica y neuropéatica (Laing P 1998). Sin
embargo, una etiologia vascular ha sido postulada, incluso cuando la neuropatia se ha
1dentificado como el factor determinante productor de la dlcera. Este punto de vista ha sido
controvertide ([rwin ST y cols., 1988).

En general, la 1squemia ha sido considerada un enemigo global para la curacion de 1a herida
(Butat 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 reparacién del tejido. Las heridas agudas y cronicas sanan en una
progresion ordenada a través de fases artificialmente definidas de: dilatacién vascular,
coagulacion, inflamacién, sintesis y depdsito de matriz, angiogénesis, fibroplasia,
epitelizacion, contraccién y remodelacién (Stadelman KS vy cols., 1998). Estos procesos
implican la participacién de células polimorfonucleares y mononucleares, monocitos,
linfocitos, fibroblastos, macréfagos y una miriada de factores de crecimiento, de
coagulactén y angiogénicos, asi como de las citocinas por ellas producidas.

Los efectos adversos de la malnutriciéon y la DM sobre la curacion de la herida han
Justificado el tratamiento nutrictonal. La evidencia para involucrar a la L-arginina como un
componente clave en los efectos benéficos de una dieta baja en proteinas (Narta I 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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imvolucradas en la regulacion de la homeostasis cetular (Wu G y cols., [998). El papel del
NO sobre la funcién plaquetaria, evitando tanto su agregacion (Radomski y cols., 1990) y
su adhesion a las células endoteliales, es bien conocido (Radomski y cols., 1987). Ademas,
Ja 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-argmina tienen un efecto antiagregante sobre
las plaquetas en conejos hipercolesterolémicos (Méndez JD y cols., 1997; Corona de la
Pena 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
coldgena. Ambas vias, la sintesis de poliamina y la formacidn de prolina, una vez activadas
pueden ser importantes en los procesos reparativos.

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

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

tratada y reparada. Ver explicacidn en ¢l 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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Cono 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 principai de los estudios biomédicos es una mejor calidad de vida para ¢l ser
humane. La figura nueve corresponde a un pacientc masculino de treinta y seis anos de
edad, diez afios de cvolucion de diabetes, dos meses después dc la amputacion del scgundo
ortejo del pie derecho con presencia de lesion ulcerativa rebelde al tratamiento cuya
extension iba en aumento al momento dc ingresar al estudio. En la parte superor se muestra
la lesion al inicio del tratamicnto y en la parte inferior la zona de la cicatnzacion de la
llcera 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 evolucidn 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 Jos rayos X. En la parte superior se muestra la lesién al momento
de su ingreso al estudio y en la parte inferior la zona de piel re-epitelizada que incluyé
curacion de la osteomielitis y reparacion del hueso afectado. En la figura 11 se muestra la
fotografia de un paciente de 28 afos de edad, con lesion plantar en el pie derecho, pie en
garra y dos meses de cronicidad de la ulcera antes de ingresar al protocolo. Fue ingresado
en el grupo de tratamiento con pentoxifilina. Cuatro meses despues la lesion ulcerativa
mostro aumento de tamafio y la region plantar de los cuatro primeros ortejos mostraron el
inicio de nuevas lesiones ulcerativas ademas de afectacién 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 embarge 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 fa 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 glucerma y de HbAlc. Las concentraciones de glucosa disminuyeron

significativamente.
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En este estudio de efecto de la L-arginina sobre [a angiogénesis, por razones éticas, no fue
posible tomar otra biopsia para estudiar la angiogénesis una vez que las [csiones ulcerativas
fueron sanadas. Lste aspecto permanece pendiente de ser estudiado. Finalmente, cste
estudio mostro efectos benéficos de la L-arginina en la curacion de las heridas, evitando la
amputacion del miembro infertor y mejorando el tiempo de curacion de la dlcera cronica cn
pacientes diabéticos. Estos resultados apoyan las observaciones sobre la suplementacion de
arginina en la dieta de la poblacion de edad avanzada quc han resultado en sobre-regulacion
de la actividad de las células T e incremento de proteinas y deposito de colagena 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 auxiltar par ulceras del pie diabético, ademas de

otros tratamientos convencionales.

En este estudio se logré demostrar la eficacia mayor de la L-arginina (tratamiento
experimental) en comparacion con la pentoxifilina (tratamiento estindar) administrada al
grupo control, en la reparacién de las uleeras del pie diabético, complicacion que cuando no
es tratada adecuadamente, con frecuencia lleva a la pérdida de una o ambas extremidades
infertores de los pacientes diabéticos, incapacitindolos laboralmente en forma irreversible
con la disminucién de la calidad de vida personal y familiar, asi como el alto costo social y
£CONOMmMICO.

Las determinaciones bioquimicas efectuadas para evaluar el control metabdlico de los
carbohidratos en los pacientes con pie diabético permitieron convalidar, desde el punto dc
vista clinico, la disminucién 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 actia tanto localmente como desde un punto de vista sistémico en
diversos aspectos de la fisiopatologia de [a diabetes.

En el tema que se csta tratando hay estudios consistentes que apoyan la participacidn de la
L-arginina en la reparacién de la piel dafiada por la dlcera del pie diabético y, uno de los

mecanismos probables, es la promocion de la angiogénesis, ademas de las diversas vias
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metabolicas incluyendo la de las poliaminas, que promueven proliferacion celular y otras
vias que llevan a la formacién de colageno 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 posiiivo en la curacidn de la herida. Eslos criterios funcionan también para los otros
trataniientos que estdn compitiendo por ocupar el lugar del estdndar de oro y para la
evaluacién histologica, sin embargo, la mayoria de la bibliografia consultada no toma en
cuenla estos aspectos, y solo se encontrdé un articulo (Piaggesi A y cols., 2003) que
reconoce, con loda honestidad, esta debilidad metodolégica.

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 evolucidn de la diabetes, caracteristicas del control
metabdlico, factores psicosociales; esto para evitar al maximo las variables de confusion y
aislar en la medida de lo posible la variable expenmental cuya eficacia se quiere demostrar.
La mayoria dc los estudios publicados proponiendo nuevos medicamentos o métodos de
tratamiento para las tlceras de pacientes diabéticos tratan de acercarse a esta metodologia
ideal, acercindose sélo de una manera parcial y muchas veces sin reconocer,
explicitamente, esas debilidades metodolégicas que son comprensibles debido a la
complejidad del tema tratado. Lo mas probable es que ningun tratamiento por si solo logre
la curacidn de ta henda y, como ya se¢ ha mencionado, lo que se debe de hacer es un
tratamiento integral del paciente, dirigido al control metabdlico del paciente diabético con
medidas asoctadas 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 IL-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 aplicacién masiva.
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CONCLUSIONES

L.

2

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

Se observo una asociacién entre el control glucémico y el proceso de curacion de
los pacientes tratados con [-arginina.

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

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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Fisiopatologia de las complicaciones vasculares del
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Resumen

Objetivo: Revisar la literatura sobre los avances de la
investigacion cientifica en el drea de las complicaciones
vasculares del pie digbético con especial atencidn en lus
lesiones ulcerativas y los enfoques de su prevencidn y
tratamiento.

Materiales: Se hizo una revision de los articulos mds
relevantes sobre este tema publicados entre 1980y 2001,
que se obtuvieron por una bisqueda en la base de datos
MEDLINE.

Resultados: Los mecanismos fisioldgicos y biogquimicos que
regulan el funcionamiento coordinado de la circulacion
sanguinea y de la pared vascular se encuentran alierados en
los vasos sanguineos grandes y pequefios en la diabetes
mellitus. Las alteraciones vasculares observadas en los
pacientes diabéricos dan lugar a la enfermedad vascular
periférica que en estos pacientes muestra caracleristicas
especiales y que condicionan una mayor predisposicion a
lesiones ulcerativas en el pie con tendencia a la cronicidad
y una menor capacidad de reparacidn que en pacientes no
diabéticos. Estas lesiones con frecuencia terininan en ampu-
tacion de la extremidad inferior. No obstante los esfuerzos
realizados para preveniry tratar estas complicaciones, no se
han obtenido resultados satisfactorios.

Conclusiones: Es necesario investigar nuevos enfoques
de prevencidn y tratamiento de lus complicaciones vascu-
lares del pie diabético que den especial importancia a los
mecanismos fisioldgicos y biogulmicos alterados de la
diabetes mellitus.

Palabras clave: Pie diabético, complicaciones vasculares,
lesiones ulcerativas, reparacidn, prevencidn, tratamiento.

Summary

Objective: To review the literature on vascular complica-
tions of diabetic foot with special interest in ulcerative
lesions and their prevention and treatment.

Materials: Representative papers were selected through a
computer MEDLINE search from 1980 to 2001.

Results: Indiabeies mellitus, physiologic and biochemical
mechanisms that regulate coordinated behavior between
blood circulation and vessel wall are damaged, both in
small and large vessels. Vascular alterations observed.in
patients with diabetes result in peripheral vascular disea-
se with special characteristics in these patients that pro-
duce a greater tendency in diabetic than non-diabetic
patients for chronic ulcerative lesions of foot and lesser
capacity for healing. These lesions frequently result in
amputation of the lower limb. Nevertheless efforts made
Jor preventing and healing ulcerative complications, re-
sults are unsatisfactory.

Conclusions: It is necessary to research new methods for
preventing and healing vascular complications of diabe-
tic foot with special attention to improving damaged
physiologic and biochemical mechanisms in digbetes
mellitus.

Key words: Diabetic foor, vascular complications, ulcerati-
ve lesions, repair, prevention, treatment.
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Complicaciones del pie diabético

Introduccion

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades
metabdlicas caracterizado por hiperglucemia provoca-
da por defectos de la insulina en su secrecion, accion o
ambas.' La hiperglucemia crénica de la diabetes se
acompana de dano, disfuncion e insuficiencia a largo
plazo de diversos érganas, en especial 0jos, nervios,
corazén, piel yvasos sanguineos. Aunque |a deficiencia
de insulina puede mejorarse por medio de dieta, inyec-
ciondeinsulina o hipoglucemiantes orales, eltratamien-
to estdndar no ha evitado el desarrolio de las diversas
complicaciones cronicas.?

Un gran numero de personas en todo el mundo son
afectadas por diabetes mellitus. Se considera que en
nuestro pais actualmente existen aproximadamente 4
654,000 diabelicos, y en el afio 2,025 habraunpromedio
de 17 684,000.° Una causa frecuente por la que los
pacientes diabéticos solicitan consulta médica se rela-
ciona con problemas del pie diabético, particularmente
con lapresenciade Ulceras, las cuales sino sontratadas
adecuadamente llevaran a la amputacién del miembro
afectado.*?'

Existen diversos estudios estadisticos sobre aspec-
tos epidemiolégicos de la diabetes mellitus, en relacion
con la frecuencia de Ulceras del pie diabetico, amputa-
cionesymorbi-mortalidad gue muestran ciertas diferen-
cias enire ellos. Sin embargo, en todos ellos resalta su
importancia porlas consecuencias en la calidad de vida
del paciente, dias de hospitalizacién, morbi-mortalidad
y el impacto econémico para la sociedad.” Los datos
epidemiolégicos indican que la mayoria de los pacien-
tes desarrollan problemas del pie después de los 40
anos y que estos problemas se incrementan con la
edad.* Se ha calculado gue alrededor de 15% de los
individuos con diabetes mellitus desarrollara tlceras del
pie, de las cuales 15-20% requeriran amputacion de la
extremidad inferior. Se ha estimado que de ellos hasta
dos tercios experimentaran una segunda amputacién
ipsilateral ¢ contralateral, dentro de 10s 12 meses pos-
teriores a la primera amputacion. De todas las amputa-
cionesrelacionadas con diabetes, 70-80% son precedi-
das por Ulceras cronicas.>#

En un estudio de registro de autopsias, se encontrd
que la gangrena habia sido la causa de muerte en el
21% de pacientes diabéticos y que esta causa de
muerte fue de 53 a 71 veces mas frecuente en diabéti-
cos que en no diabéticos.'” En estudios hospitalarios, la
enfermedad vascular periférica puede alcanzarhasta el
25% de las admisiones con estancias generalmente
muy largas.'” Cinco afos después de una amputacién
inicial, 28-51% de diabéeticos amputados han sufrido
una segunda amputacion y hasta dos tercios de estos
pacientes muere en ese lapso.?®
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No obstante los esfuerzos educativos y preventivos
realizados por diversos grupos de clinicos para reducir
la frecuencia de presentacién de Ulceras del pie diabé-
tico y las amputaciones de extremidades inferio-
res,*»71112141321 ng se ha alcanzado la meta de dismi-
nuir en un 40% la frecuencia de amputaciones en los
Estados Unidos para el aho 2000y la tendencia obser-
vada actualmente es hacia la mayor prevalencia de
diabetes mellitus y hacia un aumento en las proporcio-
nes y costos de las amputaciones como consecuencia
de las Ulceras del pie diabético.?!

Es poco frecuente que la enfermedad vascular peri-
ferica sea el evento precipitante de las Glceras del pie
diabético; sin embargo, juega un papel primordial en la
curacion dela herida y el desarrollo de la gangrena y es
un factor contribuyente para la mitad de las amputacio-
nes.” No obstante gue el evento fundamental ¢ desen-
cadenante de la Ulcera es frecuentemente el trauma, la
enfermedad vascular periférica es la base subyacente
de la fisiopatologia de esta complicacion del pie diabé-
tico. Incluso cuando la patogénesis de fa Ulcera es ia
neuropatia, se ha postulado una etiologia vascularpara
ta neuropatfa.?

Lareparacion de las Ulceras del pie diabético implica
una secuencia de acontecimientos que van desde la
inflamaciéninicial, la llegada de las plaquetas al sitio de
laheriday la consiguiente liberacidn de factores plaque-
tarios, el reclutamiento de los macréfagos que también
liberan factores de crecimiento que causan migracion
de células endoteliales y su profiferacion en el sitio de |a
herida, estimulando la angiogénesis, hasta la sintesis
de fibroblastos y coldgena.®

Aungue ha habido avances en el tratamiento para la
diabetes mellitus, el estado actual de las investigacio-
nes parece indicar gue debido a la heterogeneidad de
las enfermedades que estan asociadas en la diabetes,
tendremos que enfrentarnos todavia durante mucho
tiempo con las complicaciones del pie diabético. Se han
intentado diversos tipos de tratamientos y estrategias
para la prevencion de las complicaciones con resulia-
dos no concluyentes. En este artfculo describimos los
procesos vasculares alterados en la diabetes mellitus,
los mecanismos fisiologicos y bioguimicos implicados
enestos procesos, y suimportanciapara la patogenesis
de las complicaciones del pie diabético.

Se describe brevemente sobre los tratamientos ac-
tuales y sobre los estudios que a este respecto estamos
realizando en nuestro taboratorio.

Mecanismos fisiolégicos y bioquimicos
Los mecanismos fisiologicos y bioguimicos implicados

en el desarrollo de las complicaciones de la diabetes
mellitus incluyen anormalidades hematoldgicas que
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podrian conducir a una deficiente oxigenacion tisular.
Entre éstas estan: agregacion eritrocitaria incrementa-
da con aumento de la microviscosidad y deformabilidad
disminuida; niveles incremeniades de hemoglobinas
glicadas cuya afinidad por el oxigeno se ve allerada y
niveles de 2,3 difosfoglicerato (2,3-DPG) disminuidos;?
anormalidades enla funcidn de las plaguetas, incluyen-
do adhesividad aumentada y produccion acelerada de
derivados trombogénicos de prostaglandinas ?; y anor-
malidades en las proteinas plasmaticas y en losfactores
de la cocagulacion 2'7.2

Sehaobservado incremento de la agregacion eritro-
citica en la sangre de pacientes diabéticos y se ha
postulado que este fendmeno puede contribuir a los
cambios microvasculares obliterativos en la retina. La
deformabilidad de los eritrocitos medida por su capaci-
dad para pasar a través de poros de 5 micras esta
notablemente disminuida en ladiabetes. Puestoquelos
eritrocitos deben atravesar capilares mucho mas pe-
quenos que su propio diametro, esta deformabilidad
disminuida puede perjudicar laperfusién rapiday homo-
genea dentro de la microcirculacion.?

En hemolisados normales se ha observado que
contienen varios componentes menores de hemoglobi-
na ademas del componente mayor Hb Ao. Las hemog-
lobinas menores juntas constituyen un 5-10 % del total
en eritrocitos de adultos normales. En pacientes diabeé-
ticos se han observado elevaciones deldoble al triple de
estoscomponentes menores: Hb Ala, Hb AlbyHb Ailc
. La Hb A1a se ha separado en dos componentes: Hb
Alal y Hb A1a2. Se ha postulado que estas cuatro
hemoglobinas cargadas negativamente estan glicadas
conun carbohidrato presente enlacadena beta. Adicio-
nalmente al carbohidrato, fa Hb Alatl y la Hb A1a2
contienen fosfato?

Comparadas a la Hb Ao, la Hb Alal y la Hb Afa2
tienen afinidad baja por el oxigeno, la Hb A1b tiene una
afinidad elevada mientras que la Hb Alc tiene una
afinidad moderadamente alta. La remocion del fosfato
incrementa las afinidades de Hb A1b, Hb Alc y Hb Ao,
mientras que las afinidades de Hb Afal y Hb A 1a2
permanecen bajas. Se piensa que el 2,3-DPG {derivado
del metabolismo de la glucosa en los globulos rojos)
juega un papel regutatorio importante en el intercambio
de oxigeno por la hemoglobina. Los niveles elevados de
2,3-DPG disminuyen |a afinidad de lahemoglobina por el
oxigeno, incrementando asi la liberacion de oxigeno
hacia los tejidos. Sin embargo, aun en presencia de altas
concentraciones de fosfato organico todas las glicohe-
moglobinas estan saturadas al 50% con oxigeno a pre-
siones parcialesenlasguelaHb Ao yahacedidelamayor
parte de su oxigeno. En diabéticos, puede coexistir una
deficiencia relativa de 2,3-DPG con niveles elevados de
ghcohemoglehina durante periodos de concentracion
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cambiante de giucosa sanguinea y esto puede resultar
en una liberacién disminuida de oxigeno hacia tejidos
criticos.? Se ha calculado que por cada 1% de reduccion
en la concentracién de la Hb A1c hay un 35% de reduc-
cién en la enfermedad microvascular.®

Respecto alas proteinas plasmaticas y factores de
la coagulacion se han encontrado en pacientes diabe-
ticos niveles elevados de glicoproteinas, tibrindgeno,
haptoglobina, lipoproteina(a}, lipoproteina beta, ceru-
loplasmina y macroglobulina alfa 2. Estos cambigcs,
particularmente ei fibrindgeno y la haploglobina sleva-
das aumentan la viscosidad piasmatica hasta en 16%
incrementando as{ la resistencia al flujo sanguineo .
También se hainformado el incremento de los factores
de la coagulacién V, VII, VIIL, IX, X y X, asi como un
aumento en el complejo trombina-antitrembina (TAT)
en el plasma y niveles disminuidos de activador del
plasmindgeno con activacion del sistema fibrinalitico
en pacientes diabéticos, lo cual propicia la especula-
cion de que un estado de hipercoagulabilidad podria
estar implicado en la evolucion de las complicaciones
vasculares.2'#

Enfermedad vascular periférica

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 composi-
cidny metabolismo de lapared arterial. La deficienciade
insulina puede influenciar el avance de la aterosclerosis
a través de mecanismos patoldgicos sineérgicos que
involucran dislipidemia, productos finales de glicacion
avanzada {(AGEs), disfuncidén endotelial, funcion pla-

quetaria alterada y anormalidades en la funcién arte-
nal .2 4.17,28-32

Dislipidemia

Las anormalidades en el metabolismo de Hpidos y
lipoproteinas se asocian con aterosclerosis en no diabé-
ticos, y la presencia de elevaciones, aun moderadas, de
lipidos plasmaticos por muchos afios podria ser un
factor contribuyente importante para el desarrollo de
macroangiopatia diabetica.? Desde hace tiempo se ha
reconocido que los nivelas de colesterai y trigliceridos
plasmaticos se encuentran elevados en pacienies dia-
béticos, particularmente cuando hay un pobre control
metabdlico. Recientemente se estabiecio gue los nive-
les plasmaticos de ligoproteinas de muy baja densidad
{VLDL)y de lipoproteinas de baja densidad {LDL) estan
elevados, mientras que ios de las lipoproteinas de alta
densidad (HOL) estan disminuidos.'” Se ha puesto
particular énfasis en el estudio de las LDL y el papel que
Juegan en la aterogenesis acelerada en el paciente
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Complicaciones del pie diabélico

diabéticetantoen laformade LDL glicada comoenlade
LDL oxidada,'"2820-0

AGEs. Se ha propuesto que estos productos de
glicacion avanzada contribuyen a la patogénesis de las
complicactones diabéticas.® Se ha sugerido que pue-
deninducirdistuncién endoielial®*y que puedenserun
factor contribuyente en la patogénesis de la ateroscle-
rosis acelerada en los pacientes diabéticos interactuan-
do con receptores de los macrofagos y las células
endoleliales e induciendo cambios que promueven $o-
breproduccion de matriz y trombosis focal.?

Disfuncion endotefial

Se caracteriza por niveles elevados de factor de Von
Willebran, disminucion de la sintesis de prostaciclinay de
inhibidores del activador de plasmindgenc y disminucion
de la liberacion de lipoprotein lipasa peor las células
endoteliales. Es muy probable que estos cambios con-
duzcanaldesarrollo de lamacroangiopatia diabética.'

Funcion plaquelaria alterada

Las plaguetas de los pacientes diabéticos liberan canti-
dades elevadas de prostanoides estimulantes de agre-
gabilidad como el tromboxano. Ademas ocurren interac-
ciones plaguetas-plasma con proteinas plasmaticas, in-
¢luyendo LDL glicada, complejes inmunes y fibrindgeno.
La sobrevida de las plaquetas esta acortada y la veloci-
dad de recambic es rapida. Las plaquetas liberan factor
de crecimiento derivado de plaguetas que promueve la
proliferacion de célutas musculares lisas.)” También se
hasugeridogue una organizacion alterada de lamembra-
na plasmatica de las plaguetas caracterizada por una
composicién andmala de los lipidos podria alterar la
respuesta plaguetaria a los estimulos involucrados en la
palogénesis de la macroangiopatia diabética.®

Anormalidades en fa funcidn arterial

Observaciones secuenciales de fapatologia de la pared
arterial en el desarrollo de aterosclerosis experimental
han proporcionado un modelo conceplual para la pato-
génesis de lamacroangiopatia, fa hipétesis de respues-
ta al dafio. En este modelo, el evento inicial es el dafo
alendoteliode la intima arterial. El incremento resuitan-
le en la permeabilidad de la barrera endotelial permite a
los componentes sanguineos entrar al espacio suben-
dotelial, lo cual crea un area de descamacion focal. La
descamacion focal permite a las plaguetas circulantes
contactar con el subendotelio. Estas plaquetas adhe-
rentes liberan factores que estimulan la proliferacion
focal de celulas musculares lisas. El depdsito excesivo
de lipidos y la formacién de tejido conectivo da como
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resultado final una placa ateromatosa madura. Sin em-
bargo, en individucs normales, el proceso probable-
mente es reversible en una etapa temprana. En hiperli-
pidemia y quiza en diabetes, sin embargo, la reversion
de las lesiones tempranas es impedida per el dafo
continue o repetido. Las interacciones de las plaguetas
conlas estructuras subendoteliales pueden ser aumen-
tadas por la adhesividad elevada, la hiperagregabilidad
y la produccion acelerada de derivades trombogénicos
delas prostaglandinas. La actividad disminuida de pros-
taciclina en la pared arterial diabética puede ser un
factor contribuyente posterior.2 Ademads, puede ocurrir
acumulacién de AGEs en la pared vascular dandole
mayorrigidez y comprometiendo su capacidad de adap-
tacion a los cambios en el flujo sanguineo.'”” Aunado a
lo anterior, l0s vasos sanguineos de los pacientes
diabéticos se caracterizan por la presencia de cantida-
des elevadas de tejido conectivo como fibronectina,
colagena y glucoproteinas asi come cantidades eleva-
das de calcio en la tunica media de la pared vascular,
Estos cambios conducen a la pérdida de la elasticidad
de la pared arerial. Las grandes arterias responden a
tos cambios en el flujo sanguineo ajustando su diametro
interno para el suministro sanguineo a los tejidos. El
principal mediador de este mecanismo dependiente del
flujo es el &xido nitrico. El paciente diabético se carac-
teriza por aiteracion de la vasodilatacién mediada por la
insulina y este mecanismo puede contribuir a la accion
disminuida de la insulina en estas condicicnes clinicas.
Lacalcificacion de latinica media de la pared arterial se
ha wtilizado como predictor de riesge para amputacion
de extremidad inferior en pacientes diabéticos.*

Aspectos clinicos de la enfermedad vascular periférica

Los factores de riesgo para fa presentacién de la enfer-
medad vascular periférica se mencionan & continua-
cidn: edad, factores genéticos, tiempo de duracién dela
diabetes, tabaquismo, presién sanguinea sistélica, pre-
sion sanguinea diastélica, niveles de colesterol y de
triglicéridos, contrel de la hiperglucemia, hiperinsuline-
mia y obesidad.’”® Ademas, existen diferancias en la
forma de presentacion enltre los pacientes diabéticos y
no diabéticos como se muestra en el cuadro |

Pie diabético

Dentro de las complicaciones de la diabetes, la preven-
¢ion y el cuidado de las complicaciones diabéticas del
pie representan un desafio mayor para el médico. La
neuropatia, lainfeccién, la deformidady laisquemia son
graves amenazas para el pie diabético y para la calidad
tuncional total del paciente diabético. Los costos asocia-
dos con elcuidado adecuado de estos problemas repre-
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sentan un impacto economico significativo para los
sistemas de salud.® El manejo del pie diabético requiere
un acercamiento multidisciplinario que se dirija a los
problemas componentes de los sistemas nervioso, vas-
cular, esquelético, inmune y tegumentario.™

Enpresencia de neuropatia cisquemia, la secuencia
de un trauma mengr (evenio desencadenante) 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.%
Tanto laneuropatiacomo la vasculopatla sonimportan-
tes factores de riesgo para el desarrollo de Glceras de
pie diabético.® La ausencia del reflejo del tendén de
Aquiles, insensibilidad del pie y tension de oxigeno
transcutanea de menos de 30 mm de Hg son predictores
independientes de ulceras del pie.*®

Cuadro |. Diterencias de la enfermedad vascular
periférica en diabéticos y en no diabéticos

Diabético No diabético
Clinica Mas comun Menos comun

Mas jovenes De més edad

Més rapida Menos rapida
Hombre/Mujer H=M H>M

Oclusion
Vasos adyacenles

Multisegmentaria Segmentaria
Involucrados Noinvolucrados

Vasos colaterales Involucrados Normales
Extremidades infericres Ambas Unilateral
Vasos afectados Tibiales Aorta
Perinecs lliaca
Femoral
AN J/

Ulceras

La isquemia puede ser la causa de Ulceras y gangrena
en el paciente diabético, y la incidencia de enfermedad
vascular periferica aterosclerésica 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.*”%¢ Aunque mucho se ha avanzado acerca del
conceptode enfermedad de los vasos pequenos,*'*2no
se ha identificado de manera concluyente una lesién
que en el nivel subarteriolar correlacione con niveles
disminuidos de flujo y ulceracion.?”

El pie debe resistir de manera cotidiana una tremen-
da cantidad de fuerzas repetitivas, compresivas y de
roce. La ulceracién resulta de la presion repetitiva que
excede el umbral de tolerancia de los tejidos btandos y
conduce a la destruccidn mecénica de los tejidos.* Las
uiceraciones plantares son secundarias a la presion de

Arana-Conejo V, y col.

soporte del peso al permanecer en pie o caminar,
mientras que las ulceraciones lalerales, mediales o
dorsales casi siempre son resultado de presion del
zapato. Las ulceraciones no ocurren con un patron
aleatorio sobre o bajo el pie, mas biense encuentran en
dreas de distribucién de alta presién. El pie diabético
responde a la presidn excesiva con la formacién de
callos, los cuales pueden incrementar la presion hasta
enun 30%.* La mayorla delas Ulceras plantares deipie
diabéticose localizan bajo las cabezas metatarsales.*
Las ulceraciones del antepié ocurren frecuentemente
sobre |a pane plantar media del dedo grueso, bajo las
cabezas metatarsales y sobre el dorso de los dedos de
garra. Otras localizaciones comunes incluyen las promi-
nencias del dedo medic.*

Exisle un sistema de clasificacion desarrollado por
Wagner* para la estadificacion de las dlceras del pie
diabético, que ha sido ampliamente aceptado (Cuadro ).

" ™N
Cuadro |l. Estadificacién de dlceras de plel
Grado O las ulceras tienen la piel intacta.
Grado 1: las ulceras son superficiales con tejido
subcutdnec expuesto.
Grado 2: las Ulceras tienen una extensidon mas profunda.
Grado 3: la ulceracidn implica la foermacién de absceso
u osteomielitis.
Grado 4: las tlceras involucran gangrena parcial
del antepié.
\G rago 5: las dlceras involucran gangrena exiensa.

Angiogénesis

La formacién de vasos sanguineos involucra dos proce-
sos: 1. La vasculogenesis, en la que los precursores de
las ceélulas endoteliales, lamados angioblastos, forman
la red vascular primitiva durante el desarrollo embriona-
rio,y 2. Laangiogénesis, enla que los vasos preformados
generan brotes o retofios capaces de formar nusvos
vasos.* Comolaangiogénesis es un procescimportante
y esencial para lainflamacion crénica y (a fibrosis, para el
crecimiento tumoral y para la formacién de una circula-
cién colateral, se hanrealizado muchos trabajos dirigidos
a descubrir los mecanismos que regulan la formacién de
nuevos vasos sanguineos.*® Actualmente se ensayan
tratamientos proangiogénicos y antiangiogénicos.
Eldesarrollode nuevos vasos sanguineosdurante la
angiogénesis requiere de varias etapas:*®
1. Ladegradacién proteclitica de la membrana basal
del vaso progenitor, para que pueda formarse un
retono capilar y la consecutiva migracién celular.
2. Migracidn de las células endoteliales hacia el esti-
mulo angiogenico.
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3. Proliferaciéon de las células endoteliales, inmediata-
mente detras del borde de avance de las células
gue migran.

4. Maduracion de las células endoteliales, queincluye
también a la inhibicion del crecimiento y la remode-
lacion en forma de tubos capilares.

5. Reclutamiento de las células periendoteliales (in-
cluidos los pericitos de los pequenos 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

Aungue hay muchos factores de crecimiento que po-
seen capacidad angiogénica, ia mayoria de las pruebas
indican que el factor de crecimiento vascular derivado
de endotelio (VEGF) y las angiopoyetinas son las que
desempefnan un papel especial en la vasculogénesis y
la angiogénesis. Estos factores son secretados por
muchas células mesenguimatosas y del estroma, sus
receptores estan en gran parte circunscritos al endotelio
y contribuyen al desarrolio de los vasos durante la
embriogenesis y la angiogénesis durante la vida adulta.
Los estudics con embriones sugieren que al comienzo
del desarrollo vascular, el VEGF se fija a uno de sus
receptores (VEGF-R2) situado en los angioblastos y
estimula la formacion y proliferacion de las células
endoteliales.”’*® Después, la unién 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 angio-
poyetinas {Ang1 y Ang2). La Ang1 interactia con un
receptor de las células endoteliales llamado Tie2 favo-
reciendo el reclutamiento de una serie de celulas perien-
doteliales que sirven para estabilizar o consolidar los
vasosreciénformados.® Lainteraccion Ang1/Tie2 sirve
como mediadora del desarroilo vascular, haciendo que
los tubos endoteliales elementales se conviertan en
estructuras vasculares mas elaboradas, y ayuda a
mantener el endotelio en estado quiescente. Encambio,
la Ang2 actlia tambien sobre la Tie2 y despliega un
efecto opuesto dejando libres a las células endoteliales
y volviéndolas mas capaces de responder al estimulo
de ios tactores de crecimiento como el VEGF o, si falta
éste, los inhibidores de la angiogénesis.®

El factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF)
es un potente factor angiogenico, pero el VEGF destaca
por ser el factor de crecimiento mas importante de los
tejidos del adulto que experimenta una angiogénesis
fisiolégica {por ejemplo la del endometrio en prolifera-
cion), y de laangiogenesis patolégicaque se observaen
la inflamacion crénica, la curacion de las heridas, los
tumores y en procesos como la retinopatia de la prema-
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durez. La expresion del VEGF es estimulada por algu-
nas citocinas vy factores de crecimiento (como TGF-3,
PDGF, TGF-u) vy especialmente por la hipoxia tisular
que, desde hace mucho tiempo se ha asociado a la
angiogénesis.*®

Proteinas de la matriz extracelufar como reguladoras
de la angiogénesis

Un elemento esencial de la angiogénesis es la movili-
dad y la migracién dirigida de las células endoteliales.
Estos procesos son controlados por varias clases de
proteinas, entre las que destacan: las integrinas, espe-
cialmente la evB, que es esencial para la formacion y
mantenimiento de los vasos sanguineos recien forma-
dos;* las proteinas de lamatriz celular como la trombos-
pondina 1, laSPARC ylatenascina C que desestabiliza
las interacciones célula-matriz y por lo tanto favorece la
angiogénesis™® y las proteasas, como los activadores
del plasminogeno y las metaloproteasas de la matriz
gue tienen importancia en los fendmenos de remodela-
cion que ocurren durante la invasién endotelial %

Angiogénesis y diabetes mellitus

Enlos pacientes diabéticos esta severamente alterado
el desarrollo de la formacion de vasos colaterales en
respuesta a laisquemia. La respuesta de los monocitos
enrespuesta al factor encdotelial de crecimiento vascular
esta atenuada. Existe evidencia de que lainsulinajuega
un papel importante en la funcion del angioblastoo dela
célula endotelial derivada del angioblasto. Podrian utili-
zarse angioblastos exogenos para aumentar la vascu-
tarizacion en pacientes diabéticos 5%

Manejo y tratamiento del pie diabético

Las manifestaciones clinicas del pie diabético guardan
relacién con |as alteraciones neuropaticas y vasculares.
Lasmanifestaciones deinsuficiencia arterialenlas extre-
midades inferiores se clasifican en cuatro grados: 1.
asintomatico, 2. claudicacién intermitente, 3. claudica-
cion intermitente grave, ademas de dolor isquémico de
reposo y 4. ademas de lo anterior, gangrena. Ctros
hallazgos son: hipotermia distal, lenado capilar retarda-
do, atrofia de masas musculares en pierna, pérdida del
vello, ufas gruesas e hiperemia reactiva. Es basico
corroborar a la exploracién fisica la ausencia de pulsos
distales para establecer el probable sitio anatomico de
obstruccién arterial. Esto puede ser determinado por
métodos no invasivos tales como oscilometria y toma de
presiones segmentarias con Doppler. De manera secun-
daria, puede agregarse una infeccion en el pie afectado,
por o que antes de iniciar el tratamiento conviene consi-

Gac Med Mex Vol.139 No. 3, 2003




derar algunos factores que favorecen la infeccion en las
extremidades inferiores del paciente diabéticotales como:
cambios en el pH cutaneo, alleracion en la concentracion
de acidos grasos, disminucién o aumento en [a humedad
de la piel y lesiones mictticas en ufias, orlejos y espacios
interorlejos que son via de entrada de las infecciones
bacterianas, asi como la isquemia (macrocirculacion y
microcirculacion) que es el principal factor predisponente
de infeccién.®

Parael manejoy tratamiento del pie diabético deben
tomarse en consideracion las siguientes medidas que
seran individualizadas segun el paciente:'

1. Evaluacién del paciente: apariencia clinica, estadi-
ficacién de las lesiones.

2. Laboratorio y gabinete: cultivo, biopsia, rayos X,

presencia de gas subcutaneo, descartar osteomie-

litis, evaluar el ftujo sanguineo.

Desbridacién radical.

Control metahbdiico.

Antibioticoterapia temprana.

No mojar los pies.

Disminuir el edema.

No ejercer peso sobre la extremidad: inmoviliza-

cién y reposo.

9. Mejorar la circulacion; medicamentos hemorreo-
logicos.

XN R W

El efecto {undamenta! de los medicamentos hemo-
rreologicos es favorecer la deformabilidad eritrocitaria
en el capilar, disminuir la viscosidad sanguinea y lener
un efecto antiagregante plaquetario. Suaccion es siste-
micay tienen como desventajasucostoelevado. Losde
mayor uso son la pentoxifilina y el blufomedilo.®' Otros
tratamientos que se han usado de forma experimental
son:lerapia de oxigeno hiperbarico, % tratamiento con
gusanos,®* radiacion laser de baja intensidad,®** sustituto
equivalente de piel humana,®*liquido de silican inyecta-
do® y cirugia vascular reconstructiva de tipo bypass.®”

Investigaciones recientes han mostrado la existen-
cia de suslancias que son eficaces antiagregantes
plaguetarios,*®* % funcionan como secretagogos®y tie-
nen potentes efectos vasodilatadores, ademas de nor-
malizar la dislipidemia y disminuir la glucemia en mode-
los experimentales de diabetes.?™® Estas sustancias
son la L-arginina y las poliaminas, de las cuaies descri-
biremos algunos antecedentes.

L-arginina
La L-arginina es un aminodcido basico que esta implica-
do en varias vias metabdlicas: La L-arginina es el

precursor en la sintesis de poliaminas, molécuias que
se sintetizan a partir de la ornitina, la cual a su vez se
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produce por higrélisis de la arginina catalizada por
arginasa tanto en el higado como en tejidos extrahepa-
ticos.” La L-arginina es también el precursor Ge la
sintesis de Oxido nitrico, el cual participa entre otros
multiples procesos fisiolégicos en la regulacion funcio-
nal de los vasos sanguineos y tiene efectos sobre la
funcién plaguetaria.? Las poliaminas son un grupo de
pequenas moléculas alifaticas {nociclicas) que poseen
dos o mas grupos amino en su esiructura y juegan un
papel muy imporlante en la regulacion del crecimiento,
proliferacién y diferenciacién celulares.® La biosintesis
de las poliaminas se lleva a cabo a partir de la ornitina
através de fa enzima ornitina descarboxilasa (ODC}).™
Es posible que el factor 1 de crecimiento parecido a la
insulina juegue un papel en la activacién de la QDC.™
Las citocinas como el factor de crecimiento transfor-
mante b1 (TGF-B1) y el factor de crecimiento derivado
de plaguetas (PDGF), el factor de crecimiento epidérmi-
co{EGF) ylainterleucina-4 (IL-4) soninhibidores poten-
tes de la sintesis de oxido nitrico (NO), sin embargo,
poco se sabe de sus efectos sobre la expresidn o
actividad de arginasa.”™ Se ha observado en ratas
Sprague-Dawley, a las que se les ha inducido diabetes
con aloxana, que el tratamiento diario con L-arginina
causa una normalizacién de la hiperglucemia y la disli-
pidemia del cuadro diabético inducido.™

Se ha demostrado que las poliaminas putrescina,
espermidina y espermina inhiben la agregacion plague-
taria en sueros de conejos hipercolesterolémicos®® y
restablecen también el nivel de glucosa y de lipidos
Sericos en ratas diabéticas.® También se ha discutido el
papel fisiclégico de las poliaminas en el sistema repro-
ductor’™ y se ha observado que la administracion de
poliaminas aratas diabéticas gestantes previene parcial-
menie los efectos embriotéxicos de la diabetes mellitus.™

Metaholismo de la L-arginina y cilocinas en la repara-
cion de heridas

Mucho del conocimiento actual sobre la regulacion de
cilocinas, asi como del metabolismo de la L-arginina se
ha derivado de estudios sobre curacion de heridas.”

EITGF-fyel PDGF son promotores importantes de
la curacion normal de heridas. Ambas citoecinas son
liberadas inicialmente por desgranulacion de plaguetas
en sitios de dafotisular. Ya liberado el TGF-B es capaz
de inducir su propia expresion y la de PDGF en las
celulas residentes en el sitio del dafio. Tanto el TGF- 3
como el PDGF son quimiotacticos potentes que posibi-
litan el flujo de macréfagos, neutrofilos y fibroblastos.
Mientras que el PDGF promueve predominantementela
mitogénesis, el TGF-p es fibrogénica. EI TGF-p induce
la expresidén de fibronectina, colagena y proteoglicanos
in vivo e in vitro.
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La aplicacién exdgena de TGF-f mejora significati-
vamente la curacién de la herida. Esto puede observar-
se usando aplicacién tanto topica como sistémica. La
mejoria se refleja por aumento de la fuerza tensil,
aumento en el contenido de colagena y formacion de
nuevos vasos sanguinecs en el tejido afectado. La
aplicacion de TGF-[3 también mejora la curacidn de la
herida en una variedad de modelos animales tratados
con glucocorticoides y expuestos a radiacion.

La suplementacién con L-arginina mejora la cura-
cion 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 anos.
La base para esta clasificacion fue la observacion de
que la L-arginina de la dieta es necesaria para el
crecimiento 6ptimo en animales. La L-arginina también
es critica en situaciones de ayuno, dano o estrés.

Estudios realizados en animales, en pacientes y en
voluntarios sanos han contirmado que la suplementa-
¢ion con L-arginina conduce a mayor resistencia de la
herida y a aumento de contenido de hidroxiprolina y de
coldgena, caracteristicas similares a las logradas conla
administracion de TGF-B. Se ha informado que las
respuestas linfocitarias y la mitogénesis mejoraron con
la suplementacién con L-arginina. Es posible que los
efectos benéficos de la suplementacion con L-arginina
en la curacion de la herida estén asociados con la
expresion alterada de citocinas.

La L-arginina ha sido investigada en modelos expen-
mentales de curacion de la herida. Las concentraciones
del amino&cido y las aclividades de las enzimas que o
metabolizan han sido medidas en el liquido de la herida,
Losresultados hanmostrado activaciontempranadelavia
generadora de NO y L-citrulina después de la herida,
seguida por activacion de la arginasa gue se asocia con un
descenso significativo en la concentracion de L-arginina
local y un aumento en la concentracion de L-ornitinaen el
fluido de la herida. Se piensa que la actividad aumentada
de arginasa en la curacion de fa herida proporciona L-
ornitina que es el sustrato para la sintesis de poliamina y
de L-prolina, y depleta la L-arginina del microambiente,
suprimiendo de esa manera la via L-arginina-NO poten-
cialmente danina. Asi, es probable qus los efectos bené-

ficos de la suplementacion con L-arginina en la reparacion .

de la herida resulte de la disponibilidad aumentada de
susirato para la sintesis de poliaminas y colagena.™
Otro mecanismo por el cual la L-arginina favorece la
curacion de la herida puede ser porque estimule la
liberacion de hormona del crecimiento. Estudios recien-
tes sugieren que la via de la L-arginina-NO esta involu-
crada en la regulacidn de la liberacion de la hormona
hipofisiaria. La liberacién aumentada de hormona del
crecimiento puede conducir a la activacionde la ODC. La
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suplementacion con L-arginina en la dieta falla para
mejoraria curacion de la herida enratas hipofisectomiza-
das. Sin embargo, la infusidn de una mezcla control de
aminoacidos da como resultado niveles mas altos de
hormona del crecimiento pero disminuye la mejoria enfa
curacion de la herida en comparacion con la infusion de
L-arginina. Asi, la liberacion aumentada de la hormona
del crecimiento puede contribuir a los efectos benéficos
de la suplementacion con L-arginina en la reparacion de
la herida.™

En conclusion, existe informacidn sobre ¢l efecto
benéfico de la L-arginina en la reparacién de heridas.
Esta informacién ha sido obtenida fundamentalmente
en animales sanos. Con base en los resultados que
hemos obtenido de estudios previos sobre el efecto de
la L-arginina en algunas de las complicaciones de la
diabetes utilizandc modelos experimentales, estamos
en posibilidades de iniciar estudios sobre la reparacion
de lesiones ulcerativas, asi como sobre su prevencién
en humanos. '
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SUMMARY

Experimentally, we demonstrated the beneficial effects of L-arginine on
regulation of hyperglycemia and dyslipidemia in expenimental diabetes, in addition to a
positive anti-aggregating effect in platelets in animals and humans. Here, the effect of L-
arginine on foot ulcers from diabetic patients was studied.

Three groups of diabetic patients were included: 11 patients without ulcer received
ncither treatment and served as controls. 11 patients with diabetic ulcer received the
standard treatment. This group served as diabetic control with diabetic ulcer. 11 remain
patients with diabetic ulcer received 10 mM L-arginine subcutaneously on the site of the
wound. Biopsy with punch number 5 on wound site comprising both ulcerative and
contiguous undamaged skin were performed 1n all patients with ulcerative lesions before
any treatment. Patients with intact skin had biopsy performed with punch number 5 on
external malleolar region of right lower limb. 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 (LDL), and high density lipoproteins (HDL).

Significant differences (p <0.05) were observed between initial and final serum
glucose levels for treated patients, and initial serum glucose levels between treated and
control patients without diabetic ulcer. Glycated hemoglobin, triglycendes, cholesterol, and
lipoprotein levels showed no significant changes. Eight patients treated with L-arginine
reached total wound healing and the remaining three who abandoned the study because of
change of residence showed relevant improvement. Histochemistry and
immunohistochemistry methods have shown vascular impairment in both patients with
diabetic ulcer (prior to treatment) and control patients without diabetic ulcer. Qur
observations strongly support efficacy of L-arginine for successful wound healing of
diabetic ulcers.

Keywords Wound healing, Diabetic foot, L-Arginine, Chronic ulcers.



INTRODUCTION

Cellular and biochemical interplay that comprises normal wound healing response
i1s complex and implies intricate interactions among a variety of different cell types,
structural proteins, growth factors, and proteinases (1). According to metabolic situation
and patient conditions, these interactions will lead to quick healing through acute
inflammation and its resolution in a reasonable time or to establishment of a perpetuated
chronic ulcer. Chronic wounds and their treatment are an enormous burden on the health
care system, both in terms of cost and intensity of care required (1). There exists a diversity
of predisposal factors such as vascular alterations, infections, cancer, positional ulcers,
alterations of mmunity, pressure, and altered metabolism such as diabetes mellitus.
Perhaps the latter is the most important due to the great number of diabetic patients
throughout the world.

Diabetic patients frequently ask advice of the physician because of problems related
to diabetic foot, especially appearance of ulcers, which if not properly treated will produce
amputation of the damaged lower limb (2-19). Despite educational and preventive efforts to
decrease both, frequency of diabetic ulcers and lower limb amputations caused by chronic
ulcers in diabetic patients (2,3,5,10,12,13,19), the target of a 40% decrease in amputation
rates at vear 2000 in the U.S. and Europe was not reached as has stated (19), and rates have
actually increased.

In the 1990s, recombinant human platelet-denived growth factor (thPDGF-BB)
emerged as a promise of successful treatment of chronic wounds, especially in diabetic
patients. Several studies were effected to prove its efficacy in animal models (20),
toxicology aspects (21), effects of chronic wound fluid on structure and biologic activity
(22), clinical safety in humans (23) and clinical efficacy (24). However, no conclusive
results have been obtained and diabetic foot and its complications continue as a major
problem in public health.

Other treatments have been assayed, such as low-density irradiation (25), human
skin equivalent (26), blood-derived angioblasts (27), hyperbaric oxygen therapy (28),
inhibition of lipid peroxidation (29), and systemic electromagnetic fields (30). All
attempted improvement of the vascular network involved in the ulcerative leston.
Recent investigations seem to support the beneficial effect of the role of nutrition on wound
healing. Adequate process of scar formation has been observed when enteric nutrition is
provided, especially in arterial occlusive disease and chronic ulcers of diabetic foot (31).
Thus, a diet containing 1.5-3g/kg protein has been recommended, depending seventy of
lesion and metabolic condition of the patient.

L-arginine is one of the most versatile amino acids in animal cells. There is
evidence to implicate this amino acid as a key component in beneficial effects of low
protein diet (32). It has also been shown to possess other numerous unique and potentially
useful pharmacologic effects (33). L-arginine is a precursor of nitric oxide (34) and
polyamine biosynthesis (34,35). In extrahepatic tissues L-arginine is metabolized to L-
ornithine and urea by arginase. L-ornithine 1s also metabolized to L-proline which is a
substrate for collagen biosynthesis (34.35). In extrahepatic tissues, L-arginine is



metabolized into L-omithine and urea by arginase. L-ormithine is also metabolized into L-
proline, which is a substrate for collagen biosynthesis (34, 35). Previously, it was
suggested thal L-arginine may be of clinical benefit in improving wound healing and
inmmune responses in healthy humans (37,38).

This paper was designed to study the effect of L-arginine on wound healing in
diabetic patients with chronic ulcerative lesions on the foot.

MATERIALS AND METHODS

Patients. Thirty three diabetic patients were consecutively selected to pariicipate in the
study. Of these, 22 patients showed chronic ulcers of one of the lower limbs and 11
corresponded to diabetic patients without ulcerative lesions. We did not consider age or sex
as exclusion criteria. After signing informed consent form, patients were distributed into
three groups: 11 patients without ulcer received neither treatment and served as non-treated
control. 11 patients with diabetic ulcer received the standard treatment available at the
hospital. This treatment was based on the use of soap, water and 10dine. This group served
as diabetic control with ulcer. 11 remain patients with diabetic ulcer were administered
daily 10 mM L-arginine dissolved in sterile 0.154 M NaCl around the ulcer (experimental
treatment). By ethical reasons when all the patients were selected the patients with diabetic
ulcer received information about the experimental treatment, and they decided by
consensus the asstmilation to a group; treated or non-treated group. So that, the design of
the expenmental study was nonrandomized between-group. Tnutial size of the ulcerative
lesion was calculated by multiplying length by width. Biopsies were performed with
Biopsy punch No. 5 (Fray Products Corp., Buffalo, NY USA) comprising ulcered and non-
ulcered skin in patients with diabetic ulcer and on skin of external maleollar zone in control
patients. Tissue samples were processed by light and confocal microscopy. It is important
to mention that neither patients with non-treated diabetic ulcer nor patients with treated
diabetic ulcer were not previously submitted to any surgery before to the beginning of the
study.

Biochemical Determinations

Blood sample collection. To make initial and final biochemical determinations in
serum, blood samples were taken from forearm vein. Glycated hemoglobin (HbA,.) was
determined by means of Paragon Beckman electrophoresis. Total cholesterol (39), glucose
(40), and triglycerides (41) were assayed enzymatically. In addition, high density
lipoproteins (HDL) were measured by precipitation method (42), and low density
lipoproteins {LDL) were calculated by Friedewald formula (43). During time of study,
patients were under metabolic control, receiving medical attention when necessary.

Histological evaluation. Samples were fixed in 10% buffered formalin for light
microscopic examination. After fixation, sections of the wound were dehydrated with
graded ethanols and embedded in paraffin. Sections 5 p-thick of paraffin-embedded tissues
were mounted on glass slides, rehydrated with distilled water, and stained with hematoxylin
and eosin. In addition, specimens were stained with Masson trichrome method according to
Bancroft and Cook technique (44) to demonstrate collagen fibers.



Immunofluorescence. Specimens were fixed in 4% buffered paraformaldehyde,
then washed with phosphate/sucrose buffer. Subsequently, 6-8 p-thick frozen sections
were effected and placed on slides previously prepared with gelatine. Sections were
incubated in methanol/acetone solution. Prior to labeling, non-specific binding sites were
blocked for 1 h in horse normal serum (Equitech-Bio, Inc., Kerville, TX). They were
incubated at room temperature overnight with primary antibody monoclonal anti-o. smooth
muscle actin (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA). Sections were then washed with
phosphate-buffered saline (PBS)-brij and incubated for 1 h with secondary biotin-goat anti-
imouse antibody (Zymed Laboratories, Inc., San Francisco, CA, USA} diluted 1:200 in
PBS. Then, sections were washed in PBS for 30 min, and incubated for 40 min in
fluorescein isothiocyanate-avidin, washed in PBS for 30 min, and stained with Evans blue.
Samples were then mounted in Vectashicld mounting medium (Vector Laboratones, Inc.,
Burlingame, CA, USA){(45-50).

Confocal microscopy. Samples were observed with confocal laser microscope
BIO-RAD model MCR-600. Serial 1-2 p-thick sections were performed, with green filter
for Evans blue channel and blue filter for fluorescein channel; fluorescein has green
fluocrescence, while Evans blue has red fluorescence.

Statistical analysis. Mean + SD was calculated from data obtained from treated and
control group without diabetic ulcer. Statistical significance between experimental and
control groups was calculated by Student ¢-test for related and independent samples. Size of
ulcers and time of evolution together with time of treatment were analyzed by Pearson test
correlation. Odds ratio was utilized in order to show the association between the treatment
or non-treatment from the diabetic ulcer and the outcome (wound healing or non-wound
healing).

RESULTS

Glucose Levels

All the treated patients were under initial hyperglycemia. At the end of the study,
two patients reached normal serum levels, the others showed decreasing levels. Significant
vanations (p <0.05) were observed between initial and final glucose levels. Control
patients showed lower values of glucose (p <0.05) than treated patients (Table I).

Glycated Hemoglobin
Both treated and control groups showed altered levels of HbAlc. Initial and final
values in treated group did not present significant vanations (Tables IT and ITT}).

Triglycerides
No significant differences were observed between groups (Tables IT and III). Both
groups showed certain tendency to increased levels.



Cholesterol

Approximately one third of patients in both groups had serum high cholesterol
levels without significant differences between groups (Tables IT and III).

Lipoproteins
No significant change was observed in control and treated groups (Table II and IIT).

Histological Evaluation

Histological sections obtained from all the patients with or without ulcers showed
little dermal and epidermal organization (Figure 2). The tissue obtained from the ulcerative
lesions of the patients with diabetic ulcer showed acute and chronic inflammatory processes
characterized by polymorphonuclear (PMN) and mononuclear (MN) cells, fibroblasts, and
macrophages (Figure 1). Extracellular matrix (ECM) was charactenzed by loose connective
tissue 1n an irregular fashion with collagen fibers distributed in different directions (Figure
2). In addition, prominent edema, extravasation of erythrocytes, and interstitial fibnn were
observed, probably related to vascular damage (Figure 1). Little vessels were observed in
both groups of patients, and when vessels were seen diameter of lumen was narrow or
occluded and absence of erythrocytes was noted. In addition, we observed basement
membranc thickening (Figures 3 and 4).

Response to L-arginine

The ulcers measured from 0.5-38.5 cm® (6.55 + 10.8 cm®, mean * SD) (Table IV).
Chronicity of ulcers varied from 25-1825 days (269 £ 523 days, mean + SD} (Table IV).
Time of treatment varied from 9-284 days (101.27  80.25 days, mean + SD) (Table IV).
All patients treated with L-arginine showed improvement. Eight treated patients reached
total wound healing, three had rates of 95, 90, and 85% of 1mprovement, respectively. The
latter patients mentioned dropped out the study due to change of residence. One patient
who improved 85% re-entered the study due to appearance of new ulcers, which showed
healing during the following 8 days. Thereafter, the patient left the study definitely (Table
IV).

Table V summarize the values of biochemical parameters from the group of non-
treated diabetic patients with diabetic ulcer obtained at the beginning of the study. Because
several patients suffered amputation during the study, they went out themselves the study
and was not possible to make the final determination of biochemical parameters in serum.

The follow-up from the patients with non-treated diabetic ulcer showed the
detenoration of the ulcerative lesion in all of them. These patients underwent surgical
interventions which consisted since amputation of one toe until amputation of the lower
limb. One patient was subject of amputation of the contralateral limb too.

No correlation was observed when Pearson correlation test was carried out to
compare simultaneously variable size of ulcers, time of evolution, and time of treatment.



DISCUSSION AND CONCLUSION

In diabetic patients, deficiency of insulin can influence development of
atherosclerosis through synergism of pathologic mechamisms that involve dyshpidemia,
advanced glycation end-products (AGEs), altered platelet function, abnormalities in
erythrocyte deformability, and abnormalities of arterial wall function (2,15,51,52-56).
These mechanisms result in peripheral vascular disease that produces ischemia.

[schemia and newropathy, two common complications of diabetes mellitus, are
primary underlying risk factors for development of foot ulcers and their complications. The
majority of diabetic foot ulcers have mixed ischemic and neuropathic etiology (57).
However, a vascular etiology has been postulated, including when neuropathy has been
identified as determinant factor producing the ulcer (58).

In general, ischemia is considered a global enemy of healing {59). Wound healing 1s
a complex process involving intricate interactions among a variety of different cell types,
structural proteins, growth factors, and proteinases that play an important role in acute and
chronic inflammation and tissue repair. Acute and chronic wounds heal in an orderly
progression through artificially defined phases of vascular dilation, coagulation,
inflammation, matrix synthesis and deposition, angiogenesis, fibroplasia, epithelization,
contraction, and remodeling (1). These processes imply participation of polymorphonuclear
and mononuclear cells, monocytes, lymphocytes, fibroblasts, macrophages, and mynad
growth, coagulation and angiogenic factors, and the cytokines produced by these.
Adverse effects of malnutrition and diabetes mellitus on wound healing have justified
nutritional treatment. Evidence to implicate L-arginine as a key component in the beneficial
effects of a low-protein diet (32), can be widely explained, because this aminoacid
participates in several metabolic pathways serving as a precursor for synthesis not only of
proteins but also of nitric oxide (NQ), urea, glutamate, creatine, polyamines, proline, and
other molecules involved in regulating cellular homeostasis (34). The role of NO on
regulation of the platelet function, preventing both its aggregation {60) and its adhesion to
endothelial cells, i1s well known (61). Furthermore, L-arginine is a powerful insulin
sccretagog in humans {62).

On the other hand, antiatherogenic properties of L-arginine have been demonstrated
(63). Additionally, normalization of glucose, lipid, lipoprotein and apoprotein has been
observed in rats with induced diabetes (64). Previous experiments have demonstrated that
polyamincs putrescine, spermidine, and spermine derived from L-arginine have an anti-
aggregating effect on platelets in hypercholesterolemic rabbits (65,66). Polyamines are
important mediators of cell growth and L-proline formed also from L-arginine is a substrate
for coliagen synthesis. Both pathways —polyamine synthesis and proline formation- once
activated may be important in reparative processes.

in this study we observed beneficial effects of administration of L-arginine on
ulcerative lestons in diabetic patients although patients showed impaired levels of glucose
and HbAlc. Glucose concentrations significantly decreased probably as a result of an
educational program conducted for these patients, despite the fact that the observation did
not have correlation between levels of glycated hemoglobin and wound healing. We



observed correlation between control of hyperglycemia and healing according to previous
reports supporting the importance of controlling hyperglycemia that results in improving
immune abnormalities related to chemotaxis, phagocytosis, and production of superoxide
anion radical by neutrophils and macrophages of diabetic patients (67).

We did not observe significant differences between size of ulcer, time of evolution
of lesions and time of treatment to achieve wound healing. This result can be due to several
factors such as localization of ulcer, degree of metabolic control, renmal function,
neuropathy, and psychosocial and psychological aspects. In our study, these variables were
not considered because they could produce skewed conclusions.

Our observations with light and confocal microscopy ( Figures 3 and 4) showing
scarcity of blood vessels in both treated and control patients supported the hypothesis of
underlving vascular damage. Absence of erythrocytes can be due to occlusion of leg artery,
which causes ischemia.

In this study we observed that dark ischemic tissue adjacent to the ulcer changed in
color with L-arginine treatment, recovering similar characteristics to normal skin, which
was assoctatcd with improvement in local blood circulation.

The precise mechanism by which L-arginine exerts its effects on reparative
proccesses of ulcerative lesion 1s not known; however, it can be partially explained by: L-
argimne ornithine glutamic semialdehyde proline pathway, as stated previously (68),
atthough the contnbution of polyamnes synthetized from L-arginine is not discarded. For
ethical reasons was not possible to take another biopsy to study angiogenesis once
ulcerative lesions were healed. This aspect remains to be studied.

In conclusion, our study showed that L-argimine was a potentially successful
treatment to prevent lower limb amputation and improve time of healing of chronic ulcer 1n
diabetic patients. These results support those observations on dietary arginine
supplementation in elderly population that resulted in up-regutation of T-cell activity and
increased protein and collagen deposition in experimental wound (37). L-arginine
administered daily was nontoxic and well-tolerated at this pharmacologic dosage, and
therefore can be safely used as auxiliary therapy for diabetic foot ulcers, in addition to other
available treatments.
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Table I. Serum glucose levels in treated with diabetic ulcer and non-treated diabetic patients

without ulcer

No Treated patients Non-treated paticnts
Glucose Glucose
Name (meg/dl) Name (mg/dl)
Initial Final
S RPB 169 88 VHJ 67
2 RPE 274 177 PRJ 205
3 MTA 247 240 IFM 207
4 0GG 342 188 RGMM 140
5 RFF 178 129 BMA 244
6 RM]J 159 nm HRG 254
7 FRF 192 110 RBD [26
8 GCJ 173 77 PMR 156
9 HMA 206 122 PMI 70
10 CAA 282 280 HCC 96
11 CGJ 141 nm RPH 44
Mean 214.81 156.77 133.54
SD 62.92 09.6 73.43

nrm = not measured.



Table 1. Initial and final serum levels of glycated hermoglobin (HbAlc) and lipid
profiles in treated diabetic patients with diabetic ulcer

Imitial Final

Fabent  — Ale TC HDL LDL TG HbAle TC HDL LDL TG
I RPB 76 150 38 87 123§ 141 41 77 117
> RPE 85 296 39 nm 675 114 323 41 117 825
3 MTA 132 200 33 77 451 157 192 42 100 249
4 0OGG 106 168 32 112 122 139 161 32 101 141
S FRF 92 167 36 94 189 nm Nm nm nm nm
f RMJ 5.5 182 50 117 73 nrm Nm nm nm nm
:

FRH 11 226 38 154 171 7 243 58 156 144

g GCJ 7.3 21242 142 142 6.5 209 46 134 143
9  HMA 9.1 181 39 122 101 nm Nm nm nm nm
10 CAA 11.4 166 43 109 68 nm Nm nm nmm nm
11 CaGl nm 148 nm nm nm nm Nm nm nm nm
Mean 934 191 39 113 212 104 212 43 114 270
SD 226 427 52 249 196 3.84 653 85 28 276

Values of reference; HbA,, = glycated hemoglobin: 4.8 - 6.0%; TC = total cholesterel: 0-200 mg/dl;
HDIL = high density lipoproteins: 35-85 mg/dl; LDL = low density lipoproteins: 50-130 mg/dl; TG =

tnglyeendes: 50-200 mg/dl; nm = not measured.



Tab]e [1]. Serum levels of HbAlc and lipid profile of the control without ulcer and treated patients

Cholesterol (mg/dl) HbAlc (%) LDL {mg/dl) HDL (mg/dl) TG (mg/dl)
Non- Non- Non- Non- Non-
Treated Treated Treated Treated reated Treated reated Treated rreated Treated
72 150 17 76 s 87 D 123 117
[58 296 99 8.5 nm nm nm 39 675 825
321 200 11.4 13.2 228 77 39 33 451 249
176 168 9.9 10.6 nm 112 nm 32 122 141
183 167 8.2 9.2 mn 94 nm 36 189 nm
2115 182 mm 5.5 149 117 40 50 73 nm
198 226 nm 11 nm 154 43 38 171 144
195 212 am 73 100 142 29 42 142 143
218 181 13.2 9.1 128 122 48 a9 101 nm
201 166 nm 114 124 109 38 43 68 nn1
228 148 12.1 nm nm nm nm nm om nm
Mean  196.5 190.5 11.5 93 1407 1127 44 1 39.0 2115 2698
SD 59.0 42.7 29 2.3 457 249 13.6 52 1964 2759

Values of reference: HbA,, =

tugh density lipoproteins: 35~85 mg/dl;LDL = low density lipoproteins: 50-130 mg/dl; TG = triglycerides:

50200 mg/dl; nm = Not measured.

glycated hemoglobin: 4.8-6.0 %; TC = total cholesterol: 0~200 mg/dl; HDL =



Table IV. Ulcer chronicity and healing after L-arginine treatment

) Initial size Chronicity Treatment Healing
Name )
(em”) (days) (days) (%)
l RPB 4 90 59 100
2 RPE 0.5 90 125 100
3 MTA 2.8 30 115 100
4 0GG 0.8 60 42 100
5 FRF 0.5 180 9 100
6 RMJ 6 25 110 100
7 FRH 38.5 90 202 100
8 GClJ 3 330 284 100
9 HMA 6 90 57 95
10 CAA 4 [50 62 85
1 Cal 6 1825 49 90
Mean 6.55 269 101.27
SD 10.8 523.01 80.25

'Patients who with drew from the study due to ehange of residence; *patient re-entered the study due to the development

of new ulcers that showed improvement after § davs.



TABLE V. Serum levels of glucose , glycated hemoglobin and lipid profile from non-
treated diabetic patients with diabetic ulcer

Glucose HDL LDL TG
No. Name (mg/dl)  HbAlc (%) TC (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
l ACL 294 17.7 249 nm nm 236
2 MLL 262 15.2 149 nm nm 60
3 GRM 267 16 191 43 nm 247
4 MHM 387 12.7 406 75 329 213
5 VMR 264 13.1 172 nm nm 75
6 ZE] 83 8.9 180 68 97 751
7 AGM 117 Nm 271 36 165 352
8 LRM 370 Nm 193 70 90 167
9 PCJ 164 10.6 168 32 112 122
10 LRE 208 7.9 142 30 83 144
11 EAE 72 5.8 137 38 66 167
z 2488 107.9 2011.49 392 942 2534
Mean 226.18 9.81 182.80 35.64 35.04 230.36
SD 107.66 3.99 97.74 18.72 91.29 191.54

Values of reference: HbA . = glycaled hemoglobin: 4.8--6.0 %; TC = total cholesterol: 0-200 mg/dl; HDL. =
nigh density lipoproteins: 35-85 mg/dl; LDL = low density lipoproteins: 50—130 mg/dl; TG = wiglycerides:

50-200 mg/dl; nm = Not measured. £ =summa; SD = standard deviation.
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Figure legends

Figure 1. Sections from skin of diabetic foot ulcers stained by H-E prior to treatment. A. In
this section 1s observed on the left side the epithelium (E), on the right side the ulcer (1),
the inflammatory process below the ulcer (I), and fibrin deposits (F) 20X. B. The ulcer is
shown (U), in addition to surface epithelium (E), fibrin deposits (F), inflammatory process
(1), and loose connective tissue (T) 20X. C and D. Relevant here are presence of
extravasation of erythrocytes (E) and elements from acute and chronic inflammation
characlerized by polymorphonuclear cells (P), fibroblasts (FB), and loose connective tissue

(T) 40X.

Figure 2. Skin from diabetic patients without ulcer (A) and diabetic ulcer (B) stamed by
trichrome Masson technique. A. Collagen fibers (C), showing an irregular pattern 40X. B.
Presence of adipose subcutaneous tissue (AST), next to collagen fibers (C), showing deepth

of lesion 40X.

Figure 3. Sections from ulcerative lesions of skin marked with anti ¢ actin by confocal
microscopy prior to treatment. A and B. Scarce blood vessels (arrow). C and D. There are
thickening of intima (I), absence of erythrocytes in narrow lumen (L), and smooth muscle

cells positive to anti « actin in media tunic (M).

Figure 4. Non—ulcerative skin from control diabetic patient. A. Section shows scarcity of

blood vessels (arrow). B. Lumen (L) 1s narrow and nearly occluded. Intima (I) layer is

thickened, and media tuntc (M) is positive to anti « actin.
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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 infiltracién local de L-arginina, ademas de la administracion por
via oral de pentoxifilina. Se espera que mediante este tratamiento la lesién ulcerosa que
presento en alguna de las extremidades inferiores se obtenga la curacion en un plazo menor
al que se observa en pacientes que no han recibido este tratamiento. Al ser aplicado el
medicamento local mediante jennga de insulina, puedo sentir una leve molestia que
consiste en sensacion de ardor que serd transitonia. En caso de no tener lesion ulcerosa de la
piel y participar en el estudio sera inicamente para toma de biopsia por punch de la piel del
tercio distal de una de las extremidades inferores.

S1 acepto participar en el estudio, se me realizaran los estudios necesarios para evaluar el
estado de control metabdlico de mi padecimiento y se me efectuara biopsia de piel para
evaluar el estadio de dichas lesiones antes del inicio del tratamiento. Ademas se realizard
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 consistiran en un mayor conocimiento
de los mecanismos de produccion de las complicaciones crénicas de la diabetes mellitus del
tipo de pie diabético y seran de mayor utilidad para el tratamiento, control y prevencién 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 afectaré 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
Constento participar en este estudio, he recibido copia de este impreso, se me ha explicado
¢l contenido del mismo y he tenido oportunidad de leerlo con detenimiento.

PACIENTE TESTIGO
NOMBRE: NOMBRE:

FIRMA: FIRMA:

Mexico, D.F. Fecha
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