T,
A [

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE MEDICINA

YALTERACIONES HEMORRECLOGICAS EN LA DIABETES
MELLITUS TIPO I Y LIPOPROTEINAS PLASMATICASY.

Tesis presentada vor
JUAN MANUEL AZNAR MARTIN
para aspirar al grade de

Doctor en Medicina y Cirugia.



PiITAL UNIVERSITARIO
OE LA

ULTAD DE MEDICINA

AVDA. DR. FEDRIANI S/N
SEVILLA

D.ANTONIO AZNAR REIG,CATEDRATICO NUMERARIO
DE PATOLOGIA Y CLINICA MEDICAS,DE LA FACUL
TAD DE MEDICINA DE SEVILLA,

CERTIFICA : Que D.JUAN MANUEL AZNAR MARTIN,ha realizadoc
el presente trabajo,en esta Citedra,y bajo
la direccifn de D.ANTONIO AZNAR MARTIN,Pro-

fesor Adjunto Numerario,denominado:

"ALTERACIONES HEMORREOLOGICAS EN LA DIABETES
MELLITUS TIPO I Y LIPOPROTEINAS PLASMATICAS"

que presenta c¢omo Tesis Doctoral.

Y para gue conste a los efectos oportuncs, se
firma el presente certificado,en Sevilla a
diecisiete de Septiembre de mil novecientos

ochenta y tres.

DR.AZN
SEVILY 7

FDO.PRCF.AZNARNREIG

ministracién



A mi familia.



Mi agradecimientc a:

Dr. D. Manuel Constantino Bermejo, Jefe del Servi-—-

cio de Hematologia del H.U.S.
A D. José& Dolz Ripollés, Profesor Agregado de la C&
tedra de Hidraulica de la E.3.I.C.C.P.P, de la Universi-

dad Poli+técnica de Barcelona.

Al Servicio de Hematologia del H.U.S.

B

Servicio de Endocrinolvegia del H.U.S.

Al Servicio de Bicestadistica del H.U.S.

Chtedra de Hidraulica de la E.S.I.C.C.P.P. de la —-

Universidad Politécnica de Barcelona.

Hoescht Ibé&rica.

Rosa, Leo, Paqui y a todos aquellos gque pensaban que
su paclencia era infinita y yo con esta Tesis los desen—-

gané.



Pagina.

INTRODUCCION wavesonccasssccossnscsencsanns 7
I. Alteraciones circulatorias en el dia-
betico.

II. Bases morfologica y bioquimica de -
las alteracliones vasculares en el -
diabético.

III. Homeostasis vascular en el diabético

IV. Arteriosclerosis y diabetes.

V. Conceptos en Hemorreologla.

4) Viscosgidad sanguinea.

B) Otros factores hemorreolégicos.

C) Deformacidn de los eritrocitos,
agregacidn y desagregacidn de los
mismos.

D) Placa atercomatosa y factores —--/
nemorreoldgicos.

E) Conceptos sobre la membrana (eri-
trocitos).

F) Composicidn de la membrana eritro
¢itica.

AIFCTZESIS DE TRABAJC tevivsvstscsasnaannas 6%



Phgina.

MATERTAT, Y METODOS eeeceecccncccccacsacccancas 66
1. Materiales.
IT. Metodos.
I) Revisidn de metodos.
II) Técnicas utilizadas.
RESULTADOS seescecacesscaossasannsascssacsncs 95
I. Caracteristicas de los grupos.
II. Estado de control de los diabéticos.
ITI. Estudio de la filtrabilidad sanguinea.
IV. Estudio de la viscosidad sanguinea.
V. Estudio de los lipidos plasméiticos.
VI. Anflisis de las correlacicnes entre -
las variables obtenidas.
DISCUSION sesevcecesesscscasncasnscscosassae 136
I. Delormabilidad.
ITI. Viscosidad.
III. Lipidos.
CONCLUSIONES teveeeceanncaacccononoassssnaas 165
RESUMEN vesensscoccsssososcossscnscosssssns 169
BIBLIOGRAFTA ceeevoveccscncetsnosscasnsnsces 173



INTRCDUCCION,




I. ALTERACIONES CIRCULATORTIAS EN EL DIABETICO.

Ya han transcurrido més de 50 afios de la utiliza--
¢ibn de la insulina en la diabetes mellitus (BANTING N
colab.) (1922) (1), gue al conseguir la supervivencia y
prolongacidn de la vida en los jbvenes diabé&ticos, hizo
- que la atencidn de los clinicos, fuera atraida por el -
prrblema de las complicaciones vasculares y el practicd
en su comodidad, separd en microc y macroangiopatia (aln
cuando el problema es finico ¥ el mismo) que permitid la
intuicibén genial de JOSLIN (1927): "the diabetic lives
and dies in the atheroesclerotic zone". Este problema -
sigue en pié y es un desafio a los clinicos e investiga-
dores, ¥y ain cuando los primeros abogan POTQUEe UN CON==-
trol rigido con insulina de las alteraciones metabbli--—
cas, puede prevenir, enlentecer su progresividad ¥ re—-—
tardar su aparicidn, no es la insulinoterapia la clave

de la solucibn, ya gque es mucho mbs complejo.



Asi, RASKIN (1978) (2) recoge dos estadfsticas de -
diabéticos tratados durante 40 afios o ms con insulina,
¥ aun cuando sorprende la baja frecuencia de las compli-

caciones, no estin libres de ellos:

PAZ GUEVARA OQAKLEY ¥
¥y colab, JOS= colab.
LIN CLINIC (LONIDON)
(BOSTON ).
Pacientes 7% (32 H y 41 M) 92 (32 E y 60 M)
Complicaciones:
—~ Retinopatia 75,3% 60,8%
-— Nefropatia 41 ,0% 8,6%
-~ Neuropatia 48 ,0% 16,3%
-— Cardiopatia is-
quémica 20, 5% 45,6%
-— Enf. vasculares pe
rifericas. 40 ,0% 4y 5%

Por supuesto, gque las lesiones son la culminacidn -
de una compleja interaccidn secuencial de diversos facto
res, que conducen a un deterioro de la funcibén circulato
ria: aporte de oxfgeno, de nutrientes y retirada de cata
bolitosy; y de ahi, el interés de los clinicos por eviden
ciarloss; y al conocerlos, quizi poder intervenir en su -

correccibn.

Se ha estudiado el "continente": el vaso, capilar -

arterial fundamentalmente y el "“"contenide': plasma y ele
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mentos formes, asi{ como las circunstancias que rigen la

circulacidn: reologia.

Hay un lugar excepcional, para poder contemplar la
microcirculaciédn directamente: son los vasos de la conjun
tiva y de la retina. As{ DITZEL y colab. (1954) (3), —/
(1959) (4) v (1960) (5) encontraron, que se podia ver —-=
frecuentemente en los diabéticos, agregados eritrocita—-
rios intravasculares, ¥ los agregados en las venas, eran
més frecuentes que en las arterias; aunque los primeros,
se velan tanto en sanos como en diabBticos. Estos agrega
dos intraeritrocitarios, se velan solamente en los diabé
ticos de larga duracidn con retinopatia o nefropatia, y
con frecuencia estaban asociados a estrechamientos arte-
riolares; observaron que los agregados eritrocitariocs in
trartericlares, no obstrufan la microcirculacidbn por pe-
riodos significativos, sino hue usualmente eran desplaza
dos a las bifurcaciones de las ramas afteriolares, en me

nos de un segundo.

Asimismo observaron que las vénulas de la conjunti-
va, estaban dilatadas precozmente en la diabetes; antes
de que se produjeran el estrechamiento arterdolar. La di
latacibén de las vénulas, eran mfs sorprendentes en la ma-
nana que en la tarde, en las fases precoces de la diabe-
tesy pero quedaban dilatados de una manera fija, en las
diabetes de larga duracibén (DITZEL, BEAVEN y RENOLD) --/
(196C) (5).
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La dilatacibén se incrementaba con la duracibn de la
diabetes, e incluso estaba presente en la diabetes la--
tente. La dilatacibén de las venas de la retina en la dia
betes juvenil, progresa durante lcs 10 primeros afos y -

es mAs marcada en los diab&ticos con retinopatia.

Estos cambios de dilatacibn venular, se han descri-
to en otras partes del cuerpo, tales en la mucosa bucal
v enrojecimiento facial (rubeosis)y y que se reduce con
un control severo de la glucemla, ¥ que ya era comnocido
de antiguo (WEIL) (1924) (6); (V. NCORDEN e ISAAC) (1927)
(7)3 en los dedos y en los lechos vasculares ungusales -
(LANDAU y DAVIS) (1960) (8); (CHAZAN y colab.) (1970) ——
(9.

Parece ser, que precediendo a la dilatacibn de las
vénulas, hay alteraciones circulatorias en forma de un -
incremento del flujo sanguineo al inicio de la diabetes;
asi, en el tejido adiposc (BEAGGENDALE y colab.) (1970) -
(10) encuentran que precozmente aparece en diabéticos --
mal controlados, 7 que el flujo sanguineo del antebrazo
esté elevado (CHRISTENSEN) (1970) (1l1), y esto coincide
con un incremento de aporte sanguineo al tejido adipeso,
¥ que se normaliza en la retina con un buen control y —
aqui persiste, aunque el control sea bueno (KCHNER y co-
lab.) (1975) (12) han medido el flujo sanguinec, combi--
nando fluoresceina con cinematografia en la retina, el -

cual esti elevado antes de que se presente la retincpa~-
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t{a y persiste,alin en presencia de la retincpatia.

El tercer estadfo, es la constriccién arteriolar,-
que es una manifestacidn tardfa, al principio es funcip
nal, se puede ver en la conjuntiva y en lecho ungueal;
cuando es sostenida y pronunciada en la conjuntiva, las
vénulas también estén estrechadas; y coexisten freas mi

croscdpicas de edema.

A medida que sumenta la duracibn de la diabetes, -
la irreversibilidad de la dilatacidén de las vénulas, se
acompafia de acumulacibén en las paredes de material hiali
no, que se tillen por el PAS; se asocia con arterioescle-—
rosis, que es precoz en la retinopatfa diabetica y en la

glomeruloesclerosis.

L 3
Frecuentemente se asocia con retinopatias leves una
fleboesclerosis,que impide a las pequefias venas que se -

colapsen.

Cuando se ha instaurado la esclerosis vasculan con-
duce lentamente a una progresiva descompensacibn de la -
microcirculacidn: zonas no perfundidas en la retina, mi-
croaneurismas, aumento de la permeabilidad capilar en la
retina; en el rifidn, engrosasmiento de la membrana basal
¥ proteinuria, y en las extremidades inferiores, se pue-
de apreciar disminucidn de la circulacidn y aparicién de
zonas atrdficas "marrones” en la piel de las piernas (ME-

LIN) (1964) (13).
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II. BASES MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DE LAS ALTERACIONES

VASCULARES EN EL DIABETTICO,

Se afianza la base morfoldgica de las alteraciones
vasculares en la diabetes, cuando SIPERSTEIN y colab. -
(1968) (14), miden el grosor de la membrana basal de —
los capilares musculares del cuadriceps, y encuentran -
que los diab&ticos tienen engrosada la membrana basal -
del capilar; y ademAs comprueban, que en diabéticos adul
tos con antecedentes genéticos, -hijo de ambos padres‘—
diab&ticos—, el 53% tenfan engrosada la membrana basal,

comparado con el grupo control.

El engrosamiento de la membrana nc se limita a los
vasos sanguineos, cuando hay glomeruloesclercsis nodular
estin engrosados la membrana de la capsula de Bowman y -
la del tfibulo contorneado proximal (WARREN y colab.,) —-=/
(1966) (15); también se ha comprobado en animales hechos
diabé&ticos por productos quimicos (BLOODWCRTHE y colab.)
(1969) (16). No esth aclaradc, por qué se produce este
engrosamiento; LAZAROW y SPEIDEL (1964) (17) sugieren --
que la perturbacibn del "turn-over" de la membrana basal
es la responsable. Seglin VRACKO (1970) (18) la prematura
muerte de los pericitos, con regeneracidn de la membrana
basal, -durante su reemplazamientc-, es la causa del en-

grosamiento.

Con LAZAROW y SPEIDEL (1964) (17) se iniciaron estu
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dios bicquimicos de la membrana en 1963, que fueron am-
rliados por BEISSWENGER (19) en 1970, los cuales, comu-—
nicaron que estaban alteradas en los diabéticos; indica
ron que presentaban un incremento de la hidroxilisina, ¥y
del nifimero de unidades de disaciridos, glucosil-galacto-
sa en la membrana basal glomerular de los diabéticos; -
demostraron también, un descenso reciproco en el nimero
de residuos de kininas, ¥ significativas diferencias -
en el contenido de hidroxiprolina, glicina, valina y ti
rosina, respecto a los sujetos normalesy estas diferen-
cias se incrementaban con la duracidn de la diabetes ——
(SPIRO y SPIRO) (1971) (20); 7 en ratas diabé&ticas alo——
x&nicas, comprobaron que tenlan una elevada actividad --
del enzima glucosiltransferasa en los rifiones. SPIRO —--=/
(1976) (21), indicd que en la membrana basal glomerular
del diabético, habia un incremento de hidroxilacidn de
los residucs de lisina, con la subsiguiente glicosila——
cibén de los lugares de agregacidn de la hidroxilisina,
nuevamente formada. XHALIFA y COHEN (1975) {(22), en ra-—
tas diabéticas por streptozotocina, comprueban un incre-
mento de la actividad de la hidroxilisinasa, aunque «=/
otros autores no los han confirmado, si han demostrado
una composicidn bioQuimica cualitativamente diferente

en el diabético; a estas alteraciones se les ha hecho
responsables del aumento de la permeabilidad de la misg-
ma, con salida transcapilar de electrolitos y grandes -
moléculas ¥ a cuya técnica de medicidn hemos hecho una

aportacidn de gran utilidad clinica por su sencillez ——
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(VEGA VAZQUEZ y colab.) (1979) (23).

Asimismo, cabe pensar como contribucibn a la pe-
tologfa vascular, que la perturbacidén funcional celular
del diabético, alcance a las células endoteliales y a -
los pericitos o células paraendoteliales. Se ha compro-
bado en cultivos celulares de fibroblastos de diabéti-—-—
cos, que su multiplicacidn se detiene, tras un reducido
ntmero de generaciones, a semejanza de los fibroblastos
procedentes de personas de avanzada edad (por alguncs -
se ha sugerido, que la diabetes era un envejecimiento -

Prematuro).

Se ha demostrado también, una disminucidn de la fun
ciSn lisosbmica en los diabéticos, cuyos indicadores: -
la incrementada actividad en el suero de la beta-glucu-
ronidasa (MILLER y colab.) (1966) (24) y de la N-acetil-
beta-glicosaminidasa (BELFIORI y colab.) (13/2) (25), -
gque son de origen lisosémico, se correlacionarian con -
una incrementada actividad enzimética lisosbmica, la ——
cual correria parejas con la severidad de la diabetes;
¥y esta actividad desciende, cuando se controla la enfer-

medad.

Por otra parte, como contribucibn a la angiopatia,
se ha sefialado una alteracibén de la sintesis de la fruc
tosa (GABBAY) (1973) (26); la aldosa~reductasa, es el -

primer paso enzimitico en la via que forma sorbitol, ——
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por reduccibn directa de la glucosa. Zsta enzima esti -
presente en nervios -las cé&lulas de SCHWANN tienen la
mayor actividad de la enzima—-, phncreas, cristalino 7
pared de la =zorta ¥ en otros tejidos. Se ha comprobado
"in vitro" que cuando la glucosa de la célula se incre-
menta, el sorbitol y la fructosa también se elevan --/
(WARD) (1973) (27): mientras el excesc de fructosa —-/
abandocna la cé&lula, el sorbitol permanece ¥y actiia como
un agente osmbtico, cuyo poder osmbtico es proporcional
a su concentracidn; y se correlaciona la cuantia del —--
sorbitol con la cuantia de la hiperglucemiaj produciendo
se un hinchazdn celular; reversible, cuando disminuye -
la hiperglucemia. Una manera indirecta de medirlo es mi
diendo el mesoinositol, que esti muy relacionado quimi-
camente con el sorbitol, aun cuando nc metabdlicamente;
el mesoincsitol, es un componente de los fosfolipidos -
de la membrana celular y estd muy disminuido en el dia-

bético (GREENE y colab,) (1975) (28).
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III. HOMEOSTASIS VASCULAR EN EL, DIABETICO,.

Ademfs de estas alteraciones estructurales, la ho-
meostasis vascular del diabético esth modificada por su
alterada respuesta a prostancides vasoconstrictores --
—-tromboxano y endopercxidos anflogos—-, mostrando el mfis
culo liso abrtico de la rata diabética, una incrementa—
da sensibilidad a substancias tromboxano-like (ROTH y -
colab.,) (1983) (29). El tromboxanc A-2 es un potente va
soconstrictor, que induce agregacibn plaquetaria y labi
liza las membranas lisosomales; es generado por las pla
quetas, pero también, por los vascs sanguinecs y c&lulas
miocardicass asf{ como hay una incrementada respuesta a
vasoconstrictores no-prostanoides, tales: noradrenalina,
angiotensina, cloruro potlsico y cloruro chlcico (OWEN y

CARRIER) (1979) (30).

ROTH y colab. (1983) (29) encuentran un significati
vo descenso emn la produccidn de prostaciclina (eicosanoi
de vasocdilatador), tanto en la aorta torfcica como abdo-
minal de la rata diab&tica. En contraste con la reducida
sintesis de prostaciclina (PGIE) en el tejido aortico, -
la PGI, se libera dos a tres veces més en el corazbn per
fundido de rata diabética y en preparaciones aisladas de
la arteria coronaria de perro diabéticoy y se piensa que
§sta incrementada produccién de PGI, en animales diab&ti
¢cos, representa una accidn compensadora de los vasos co=-

ronarics, para protegerse contra estimulos nocivos.
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IV. ARTERTIOESCLEROSIS ¥ DIABETES.

La arterioesclerosis tiene un origen multifactordal:
herencia, dieta (en varios estudios epidemiolégicos, se
comprueba un descenso del colesterol plasmitico entre -
7 a l6% media de 11%,con la disminucién alimentaria), -
hipertensién, diabetes, una posible lesibdn viral de la
pared vascular, el tabaco, "stress" y efectos dinfmicos

de tensibn sobre el vaso, aparte de otros factores.

La aterogenesis es un problema complejo, que espera
su solucibdn y ensamblamiento de las secuencias; pero en
reciente revisibn desde el punto de vista hemoreoclogico
CARO (1982) (31))dice que se pueden concretar tres he—-—

chos:

1) Lesibn del endotelio (y esto no se sabe cuando,
cbmo y dbrnde tiene lugar, y no es debido, como reiterada
mente se ha afirmado, al impacto dinfmico de la corrien-
te sanguinea en bifurcaciocnes y curvas, ni en la cuantia
de la cizalladura de la corriente), hipbtesis que inicib

en 1822, RINDFLEISH.

2) Incrementada entrada de lipoproteinas (moderniza
cibn de la "teorfia de la insudacibn® de VIRCHOW, 1862),
Y en la cual,la arteria toma material de la sangre circu
lante, reforzada por las experiencias de ANITSCHOW; que

propuso que el material de la sangre pasaba a través de
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la pared arterial, para ser evacuado por los linfhticoes
o venas de la adventicia. La "hipdtesis 1lipida", supone
.que un ineremento de lipidos (colesterol o LIL-coleste-
rol) puede incrementar el grado de desarrollo de la ar-

tericesclercosis, ¥

3) Interaccién de las plaguetas con la lesidn del -
endotelio, que conducen a la replicacidn celular y emigra
cién de las células musculares lisas de la media (BENDITT)
(1977) (32); el cull demostrd, que todas las cé&lulas mus-
culares lisas proliferantes de una placa ateromatosa, —-
proceden de una sola célula mutada de la media de la ar-
teria, como las c&lulas de un tumor benignoj; las substan
cias premutfgenas serian transportadas por las lipopro—
teinas de baja densidad (LDL); que son un excelente cal-
do nutritivo para cultivo de las células musculares li--
sas de la pared arterial;, y piensa BENDITT que éstas --/
transportan un epdxido de colesterol, gue puede producir
tumores de tejidc conjuntivo experimentalmente en ratas
v ratones (vease més adelante los hallazgos de TAURBER y
colab., (1980) (33), de accidn de las HIL y LIL sobre cul
tivos de células endoteliales vasculares bovinasy y —-=/
GOLDSTEIN y BROWN (1977) (34) en células musculares li-
sas arteriales humanas, que contienen receptores de co-
lesterol LIL, y segin TAUBER (1980) (33) tiene poder mi-

togenico a la concentracidn de lSOrkg/proteina ml).

Desde hace afios, se ha demostrado que en los diabé-
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ticos tipo I la artericesclerosis se desarrclla acelera
damente (SANTEN y colab.) (1972) (35) y (GARCIA y colab.)
(1974) (36); en el estudio de FRAMINGHAN, lo encuentran -
asfimismo; y en parte estd relacionada con la composicién
de lipidos y lipoproteinas del plasma de estos sujetos -
diabéticos (CHANCE v colab.) (1969) (37), (BILLIMORIA y
colab.) (1976) (38).

Las lipoproteinas son los vehficulos que transportan
en el plasma los lipidos insolubles en agua, desde losg -
lugares de sintesis y absorcibn, hasta los lugares de —-
utilizacidén y almacenamiento. Normalmente, en el plasma
humano, el sistema lipcproteina contiene aproximadamente
150 mgr/100 ml. de triglicérides y 200 mlgrs./ml. de co-
lesterol. En un dfa, son transportados a través de la co
rriente circulatoria, un total de 70-100 grs. de trigli-
céridos y de 2 2 6 grs. de colesterol, en forma de lipce
proteinas: quilomicrones, lipoproteinas de muy baja den-
sidad (VLIL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y 1i-
poproteinas de alta densidad (HIL)j; las cuales dinfmica-
mente se estéin interconvirtiendo, y més, bajo la influen

cia de drogas, hormonas y dieta (ZISENBERG) (1982) (39).

Ya se han aclarado, dos vias mayores del metabolis-
mo de las lipoproteinas plasméticas (BREWZER y colab.) -
(1982) (40).
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1) Las lipoproteinas segregadas por el higado del
hombre, son ricas en triglicéridos con densidad muy baja
(VLIL) y contienen apoproteinas-B. Las VLIL son hidroli
zadas por la lipoproteina-lipasa y eonvertides en lipo-
proteinas de densidad intermediana (IIL), y finalmente,

en lipoproteinas de baja densidad (LIL).

2) Por otra parte, el intestino, segrega quilomicro
nes ricos en triglicéridos, que contienen apoproteina B.
Estos quilomicrones bajo hidrolisis por la lipoproteina- -
lipasa, se convierten en VLIL y finalmente en IIL, La --
mayorfia de los remanentes de los quilomicrones, son toma
dos por el nigado por via del sistema receptor apoprotei
né E., El sitio mayor de catabolismo de las lipoproteinas
ricas en triglicéridos de los quilomicrones, es el higa-

do.

Las LDL son catabolizadas primariasmente por la alta
afinidad del sistema receptor en las cé&lulas periféricas
(c&lulas musculares lisas, fibroblastos, etc.) ¥y en el -

nigado.

La biosintesis y catabolismo de las HIL es compleja,
por la polidispersa naturaleza de las particulas de lipo
proteinas que existen dentro de las HDL. Los lipidos y -
proteinas constituyentes de EIL estén derivados del cata
bolisme de las lipoproteinas ricas en triglicéridos, tan

to quilomicrones como VLIL, ¥ por biosintesis directa en
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el hfgado y en el intestine. Es de particular interés,
el papel de las HIL en el transporte del colesterol de
las células periféricas al higado, que se denomina ==/
"transporte inverso del colesterol™, para la produccidn
de arterioesclerosis; come 1o demuestra la correlacibn
inversa entre cuantf{a de colestercl EIL y enfermedad -
cardiovascular prematura (BREWER y colab.) (1982) (40);
en el estudio de FRAMINGHAM comparando sujetos normales
con colestercl HIL en sujetos varcnes con niveles de me
nos de 35 mgrs./10C ml. y en mujeres con niveles de me-
nos de 45 mgr./100 ml. desarrollaron enfermedad corona~
ria en un périodo de 4 anos. La diabetes es un factor -

que induce descenso de HIL (GORDON y colab. (1977) (41).

En el diabético se ha sefialado la presencialde hi-
perlipoproteinemia entre el 20-70% (OM) (1982) (42), =-
(GRIES) (1983) (432), (HAYES) (1972) (44); pero en ellas,
hay que distinguir: a) hiperlipoproteinemia secundaria,
relacionada con una deficiencia absoluta de insulina -~
(diabetes mellitus tipo I), b) hiperlipoproteinemia se-
cundaria en los diabetes mellitus tipo II, en los cua—-—
les el factor patogénico es la sintesis aumentada de 1i
poproteinas por el higado, y c) hiperlipoproteinemia_-—'
primaria en la diabetes mellitus; 0 sea una anormalidad
primaria de las lipoproteinas que se simultan&a con una
diabetes mellitusy y en la cual debe pensarse, cuando -
tras el tratamiento adecuado (dieta e insulina), no se

nomalizan las cifras alteradas de lipoproteinas (BRUN-



23

ZELL y colab.) (1975) (45); los cuales indican, que la
Diabetes Mellitus y las formas familiares de hiperlipo-—
proteinemias son heredadas independientemente, y es una

coincidencia que ambas se presenten en el mismo sujeto.

La insulinag interviene en el metabolismo de los 1i-
pidos en 4 facetas diferentes (SAUDEK y EDER) (1979) --
(46).

1) A nivel del adipocito, ya que promueve el alma-
cenamiento de triglicéridos.

2) A nivel hepftico, promoviendc la sintesis de --
VLIL. .

3) Zstimula la lipoprotein-lipasa, ¥y por tanto favo
rece el aclaramiento periférico de triglicéridos~

4) Estimula a 3- hidroxi-metil-glutamil-Coi-reducta

sa hepatica (M1G-ToA-reductasa).

De ani, que la falta de insulina (D.M. tipo 1), mo-
tiva un incrementc de la lipolisis, lo que condicicna un
gunento de los &cidos grasos libres plasméticos (FFA) —-—
(reducida actividad de la lipoproteina~lipasa), que a su
vez propicia una mayor sintesis hepética de los triglicé
ridos. Is cierto, que este efecto es en parte contrarres
tado por la accidn negativa de la falta de insulina, que
induce una retencibn de triglicéridos por el higado, lo

cual conduce a una esteatosis hepitica diabética.
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S5i la insulino-deficiencia es parcial, la interfe-
rencia sobre este metabolismo es menos acusada; si bien
los niveles elevados de substrato (triglicéridos y aci-
dos grasos libres), conducen a una sintesis aumentada -

de lipoproteinas.

En los diabéticos tipo I, mal controlados, sobre -
todo en los que presentan cetoacidosis, aparece 1o que
clisicamente se conocia como "lipemia diab&tica" (ELIX)
(1926) (47), y actualmente se la conoce como una forma
transitoria secundaria de la hiperlipoproteinemia tipo

fB(LDH). In esta situacibn, el defecto predominante, es
un aclaramientc defectuoso de los triglicéridos, por dis
minucibén de la actividad de la lipoproteina-lipasa; es-—
te aumento de triglicéridos y VLIL, se acompafia de un inp
cremento de colesterol plasmltico, con incremento de los
LIL vy de la cuantia de colesterol, que estas lipoprotei-

nas transportan.

Las LDL juegan un impertante papel en la arterioes
clerosis, causante principel de la morbilidad y mortall
dad diabética, (STOUT) (1979) (48); (COLWELL y colab.)
(1981) (49). El aclaramiento plasmiticc de las LIL, de—
pende de un proceso endocitico mediante un receptor, ——
previoc reconccimiento por dicho receptor de alta afini-
dad, presente en las membranas celulares de la apopro—
teina B. Segln el trabajo clhsico de GOLDSTEIN y BROWN
(1977) (34) la internalizacidn de las LIL conduce a la
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degradacibn de la apoproteina B, y a la hidrolisis de -
los esteres del colesterol. Este colesterol libre actua
intracelularmente: a) reduciende la actividad de HMGw=
CoA-reductasa, suprimiendo la sintesis de colesterolj
b) estimula la reesterificacidn, por activacibn de la

enzima acyl-CoA colesterol acyltransferasa (ACAT).

Estos hechos conducen a la disminucibn del nlmero

de receptores de LIDL (down-regulation).

En los diabéticos tipo I, nc se ha podido demostrar
defecto de la unidn LDL—redeptor "per se" (SAUDEK v -/
EDER) (1979) (46). La deficiencia de insulina, y su im-
portante accibn sobre la actividad de HMG-CoA-reductasa,
serfa asimismo,un paso limitante en el metabolismo de -

los LIL.

Sobre el comportamiento de los HIL en la diabetes
tipo I, los resultados son controvertidos. Asi BIERMAN
(1979) (50), NIEKKILA y HORMILLA (1978) (51), encuentran
concentraciones normales e incluso elevadasy mientras
que otros, las encuentran disminuidas, EDER y colab, ==
(1979) (52), ASH y SATILER (1981) (53) correlacionandose
con el control de la diabetes LOPEZ=-VIRELLA y colab, ==
(1977) (54); ELKELES y HAMELEY (1978) (55); CLAVERT y -
colab. {1978) (56).
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A este respecto, es interesante la asportacibn de -
DUNN y colab. (1981) (57) que estudian el comportamien-
to de un grupo de diez diabéticos tipo I portadores de
bombas de infusibén de insulina de "asa abierta", que --—
les mantiene normal o casi normal la glucemia, durante
las 24 horas del dfa, y encuentran un significativo des
censo del colesterol total del plasma y de los triglicé
ridosy VLDL y LIL, después de dos a cuatro semanas de -
tratamiento con infusibén de insulina subcuténea constan
te. La concentracibn de HIL se eleva después de dos me-
ses de tratamientc. Y estas modificaciones en los nive-
les de lipidos y colestercl de las lipoproteinas, per—
sisten a través de un periodo de 6 meses; lo cual hace
pensar que su uso mantenido podré influir en un futuro,
favorablemente para el no desarrollo prematurc de la ar
tericesclerosis. Esta lentitud en los cambics de concen
tracibn de HIL, no puede ser explicado totalmente por -
el relative indice lento de "turn over" de HIL en el —-
hombre (BLUM y colab.) (1977) (58) 7 es semejante a la
que se encuentra después de intervenciones guirdirgicas
(CARL3ON y colab.) (1877) (99) o tras la ingestibn de -
alcohol (BELFRAGE y colab.) (1977) (&0).

De ahi, que el aumento del colesterol de la rela--
cibn LDLC/HDL,, en gl diabetice tipo I explique la ace-
lerada artericesclerosis observada en este tipo de dia-

béticos.
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Al respecto, son muy interesantes los hallazgos de
TAUBER y colab. (1980) (33) de la accibén de las lipopro-
teinas HIL y LIL, sobre cultivos de c&lulas endoteliales
vasculares bovinas, mantenidas en recipientes revestidos
de matriz extracelular, y expuestos a un medio, al que -
se suplementaba con suero deficiente en lipoproteinas, ¥y
comprobaron, gue para proliferar optimamente, necesita—-—

ban la presencia de lipoproteinas.

La lipoproteina HDL a concentraciones fisiolbgicas
(100 - 150 kg/proteina/ml), podia reemplazar por comple-
to al suero normaly y parece ser, que es el factor mayor
involucrado en la proliferacibn de las cé&lulas vascula-—-

res endoteliales.

Otras aportaciones interesantes, eran que la adicidn
de lipoproteina HIL sbla, a cultivos mantenidos en plasti
co, tenia una escasa respuesta; a no ser, que se afiadiese
al medio, el factor de crecimiento de fibroblastos; por
el contrario, cuando el medioc, es mantenido sobre matriz
extracelular, aparece un crecimiento Sptimo de células -
endoteliales por lipoproteinas HIL, aln en ausencia del -
factor de crecimient¢ fibroblasto. Esto les hace sugerir,
gue "in vivo" la integridad de la membrana basal, sobre
la que descansan las células endoteliales y emigran, es
un factor muy importante en el determinismo de las rese-—
puestas de las células endoteliales a las lipoproteinas

presentes en el plasma.
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Asimismo comprueban, que la lipoproteina HIL pare-
ce ser Unicamente eficiente sobre las células endotelia
les vasculares; ya que no tiene ningin efecto sobre =-/
otro tipo de células probadas: células de la granulosa,
de la corteza adrenal, del endotelio corneal y célula -

muscular lisa vascular.

Es muy interesante asimismo, que la respuesta dpti
ma de proliferaciéﬁ, ademis de la lipoproteina HIL, ne-
cesitan insulina (la cual puede ser reemplazada por so-

matomedina C).

Las lipoproteinas LIL, a diferencia de las lipopro
teinas HDL tenfan un efecto trifhlsico: si estaban a ba-
ja concentracién,_estimulaban las mitosis de las célu--
las endoteliales vascularés; pero a medida que aumenta-
ba la concentracidn, y se llegaba a alcanzar la concen-
tracién fisiolbgica, resultaban tdxicas para las cé&lulas;
o sea, que segln este estudio, la lipoproteina LIL a —-/
unas concentraciones por bajo de las suyas fisioldgicas
"in vivo", se ha demostrado es tdxica para las cé&lulas
endoteliales vasculares. Una observacidn semejante, la
obtuve HENRIKSEN y colab. (1979) (el) y (1979) (&2), ——

con células endoteliales de la veng umbilical.

GOLDSTEIN y BROWN (1977) (34), han demostrado que
en las células humanas estudiadas (fibroblastos, miscu-

los lisos arteriales y células linfoides), el receptor
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de lipoproteina LIL, es capaz de mantener el crecimiento
celular, consiguiendo mantener suprimida la HMG-reducta-
sa, cuandec las lipoproteinas estin a un nivel de 15 pg/
proteina/ml., ¥ sugirieron, que el nivel apropiado de -
la concentracidén de lipoproteina LIL, debfa ser de 150

Hg/proteina/ml. A este nivel exacto, cobservaron TAUBER 7 -
colab. (1980) (33) el miximo potencial mitégénico de pro
teina LDL3; en contraste, una concentracibn cinco veces

més elevada, que es la que normalmente esti presente en
el plasma humano, es citotéxica para los cultivos de c&

lulas endoteliales wvasculares.

Bs curioso, gque el nivel de lipocproteinas LDL, pre-
dicho por GOL DSTEIN y BROWN (1977) (34), es el mismo que
se ha encontrado en otras dieciochc especies de mamife~
ros, que no sufren arteriocesclerosis (MILLS y TAYLAUR)
(1971) (6%); ¥ es el nivel que presenta la lipoproteina
LDL en el recién nacido humanc (TSANG y colab.) (1975) -
(64).
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V. CONCEPTOS EN HEMORRECLOGIA,

Actualmente, hay un creciente interés en estudiar
las complicaciones vasculares del diabético, desde el
punto de vista del "contenideo', o sea, las circunstan-
¢ias dinfmicas de la circulacibn sanguinea y las posi=-
bles interacciones de sus componentes, que son varia—--—
blesy con modificaciones influenciables y sometidas a
los disturbios inducidos por la carencia de insulina en

la diabetes mellitus.

En fisica,'la reologia (“pew", fluir y "Aovos", -
ciencia o tratado), es la parte de la misma, Que Se =

ocupa del flujec v deformacidn de los cuerpos, bajo la

influencia de las tensiones que le son aplicadas (BIN-
| GHAM, 1928); y que JOLY (1967) (65) aplica a la materia
viva,que "estd constituida por conjuntos mfs o menos -
complicados, de medios viscosos, viscoellsticos y plés
ticos, con una proporcidn relativamente pequefia de par-
tes sblidas". Mucho més tarde, COPLEY (1979) (&6), pro-
pone el término de Bio-reoclogfa; 7y dentro de ella, a la
Hemorreologia, que estudia el flujo y deformacibn de la

sangre.

El mé&dico J.L.M. POISSEUILLE en 18%5, presentd a -
la Academia de Ciencias de Francia, un estudio del flu-
jo de la sangre a través de tubos capilares; donde indi

caba la existencia de una capa de plasma Jjunto a la pa=-
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red del conducto, ¥ postuld la ccnocida ley, que lleva -

Su nombre.

Esta ley, relaciona la cantidad de volumen que flu-
ye, ¥ el gradiente de presifn, al que estd sometida di-

cho fluido, en un capilar rigido; expresado matemética-

nente asi:
(P, - Py) df
Q = K
L
o dicho de otro modo
- Py - Pg) r?
8L N
En donde:
Q = cantidad de volumen Qque pasa.
5 = velocidad media = --—9—-—
r 2
k = constante que depende de la viscosidad del
1liquido.
Py =P, = es la caida de presibn, a los lados de un
tubo de longitud L
di = difmetro interno del tubo
T4 = radio interno del tubo
n = viscosidad del fluido

Por otra parte FAHREUS y LINDQVIST (1931) (67) estu

diaron el flujo capilar de la sangre; y observaron, gque
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la viscosidad de la sangre (considerandola como si tuvie
ra un comportamiento newtoniano) disminuye, &l disminuir
el difmetro del capilar; y a este fendmeno se conoce c¢o

mo "efecto FAHREUS-LINQVIST".

La ecuacibdn de Poiseuille es valida para el flujo -
laminar de un fluido newtonianc, a través de un capilar
de paredes rigidas; ¥ este no es el caso de la circula——
cién sanguinea, cuyo flujo es pulsétil y pasa a.través -

de arterias y venas con paredes visco-elfsticas.

Todos los fluldos, no tienen el mismo comportamien-
to reoldgico, y asi se pueden dividir en dos grupos: new
tonianos y no-newtonianos. Los primeros son los gque cum-—

plen la ley enunciado de NEWION en 1687:

tengidn de cizalladura (shear stress) (ss)

—
|

viscosidad

=3
it

(w i
Ik

velocidad de deformacidn (shear rate) (sr)

7 los no-newtonianos, son aguellos fluides que no la cum

plen.

El plasma, es un liquido newtoniano; y la sangre to

tal, es un liquido no-newtoniano.
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A) VISCOSIDAD SANGUINEA.

Consideramos necesarias, para la ulterior compren-
sién de los términos reoldgicos en que nos expresemos,
acotar las siguientes explicaciones de DORMANDY (1981)
(e8).

",a viscosidad de un liquido es debido a la frig=—-

c¢ibén interna de las capas adyacentes”.

En la dinfmica circulatoria, capas adyacentes se -
mueven paralelamente una a otra, la diferencia de velo-
cidad es una medida de la deformidad (shear) dentro del
1lfquido fluyente y este gradiente de velocidad se deno-
mina "velocidad de deformacidén" (intermacionalmente --/
"shear rate"). La velocidad de la corriente y de defor-
macibn dentro del liquido, es producida por una fuerza
"tensibn de cizalladura" (shear stress). Entonces, la -
velocidad del liquido estari definida por la proporcidn
o, razbn de la "tensibn de cizalladura" por la "veloci-
dad de deformacibén" que produce. Lo cual se comprende -

facilmente en la figurs 1.
En la figura 1, A y A', son dos capas de fluido —-
gue fluyen en relacién una con la otra, a velccidades -

de Vl ¥y V2 empujada por una fuerza F.

La "velocidad de deformacién® (shear rate), es el



f——-dv-—*

N\
\
Va2
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gradiente de velocidad = dv/dx en la que V es la dife--
rencla entre Vq ¥y V2 y X, la distancia entre las dos ca

pas de fluido consideradas.

Las unidades de "velocidad de deformacidn" (SR) se
rh igual a distancia por tiempo, dividido por la distan

cia, 7 se expresan en la inversa de segundos (S%l).

La "tensién de cizalladura” (SS) como la relacibn
de la fuerza por la unidad de &rea, o sea F/A, y se ex-

presa en unidades Pascal (Pa).

La viscosidad de un lfquido, seri la "velocidad de
deformacibn® (SR) dividida por la "tensibén de cizalladu
ra" (88) que produce, y sera expresado en Pascal-segun-

do (Pa.S3).

Definiciones de algunos términos utilizados en la

viscosidad sanguinea:

~~ "ghear": cizalladura. Es un estado de accidn, re
sultante de una fuerza aplicada a partes adyacentes de -
un cuerpc, que tiende a deslizarloc relativamente a otro,
en una direccibn a su plano de contacto. En la mayoria
de los casos la palabra se usa comc un adjetivo de fuer-

za ("stress®).

-- "shear stress": tensibn de cizalladura. Es la in
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tensidad de la fuerza que produce una cizalladura, en -
direccidn de un plano de contacto; tiene las dimensiones
de fuerza por unidad de &rea del plano de cizallamiento:

dinas/cm2.

— "stress'": es la fuerza ejercida, cuandoc un cuer—
po tiende a distorsionarse por la presién de otro; empu-

jbén, compresibn o torcimiento.

— "yield point": es el punte en el cuagl la conduc~-

ta elfstica finaliza y comienza la conducta pléstica.

— "yield stress": Umbral de la fluencia. La cuan--
tfa de fuerza para pasar de la conducta pléstica a la -

elhstica.

—— "conducta pléastica’: Es la conducta de un mate=—-
rial, que cuando es forzado a un grado tal, que rebasado

no puede volver a sus dimensiones originales.

-- "conducta elfstica": Es la de un material, cuan-
do moderadamente forzado, puede recobrar sus dimensiones

originales, una vez retirada dicha fuerza.

La ecuacibn de POISEUILLE-HAGEN es v&lida para el -
flujo laminar de un liquidec newtonianc, a través de un -
capilar de paredes rigidas; estos liquidos cumplen la --

ley enunciada por NEWTON (1687)
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n D

=
1

T = tensidn de c¢izalladura {shear stress) (SS)

viscosidad

-
It

velocidad de defommacibdn (shear rate) (SR).

Los liquidos newtonianos, a una temperatura cons—
tante, tienen una Gnica viscosidad constante, ya que -
la proporcidn o razdn de "tensidn de deformidad'/"velo
cidad de deformacidn" (SS/SR) es constantes y a deter-
minado cambic en la "tensién de cizalladura® gplicada
al fluido, se produce un cambio exactamente proporcio-
nal en la "velocidad de defomacidn"™ resultante. Tienen
pues una viscosidad constante, es decir presentan la -
misma resistencia al movimiento, cualesquiera gque sean

las condiciones del flujo.

Se llaman lfguidos no-newtoniancs, a 1los que no —-
cumplen esta leyy; ¥ si bien €l plasma es un liquido new
toniano, la sangre total no lo esy o sea, que su visco-

sidad no es constante.

As{ cuando en la sangre la "tensidn de cizalladura”
(SS) disminuye, la resultante "velocidad de deformacién™"
disminuye, pero nb proporcionalmente. El que la sangre
era un fluido no newtoniano, lo sefiald HESS en 1915 —-
(69). Esto se puede agpreciar en la figura 2 tomada de -
DORMANDY (1981) (68).
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La 1lines recta en la figura, representa la V1scosi
dad del liquido newtonianc. En la sangre, liquidc no-——
newtonianc, se comprueba que cuando disminuye la "ten-—
sibn de cizalladura', la "velocidad de deformacibn' re-
sultante disminuye desproporcionadamente, como se ve en
la linea de trazos; ¥y se puede comprobar como la visco-—

sidad se incrementa a baja "velocldad de deformacibn™.

En relacibn con esto, esti la observacibn antigua
de FAHREUS y LINDQVIST (1931) (67) que &l estudiar el -
flujo capilar de la sangre comec si fuera un fluido new-~
toniano, encontraron, gue al disminuir el difmetro del
capilar, cuando se reduce la velocidad se incrementa -
grandemente la viscosidad, y esto se conoce con el nonm

bre de "efecto FAHREUS-LINDQVIST".

Este comportamiento no-newtonianc de la sangre, sig
nifica que se requiere relativamente una mayor fuerza,
para moverla lentamente, que la que se necesita para mo

verla més ripidamente.

Un hecho interesante, para la medicibn de la viscow
sidad, y su aplicacifén c¢linica, es que a mayor "velocli-—
dad de deformacibn", la sangre llega a comportarse como
un lfiquido newtoniano, alcanzando una viscosidad constan
te, a "velocidad de deformacidn” superiores a 1CO sg"l

(vease b de la figura 2).



40

Otra caracteristica del comportamientc no-newtonia
no de la sangre, es que posee un 'umbral de fluencia' --
(yield stress), (vease a) de la figura, que es la mini-
ma "tensibn de cizalladura' necesaria para producir —--
cualquier "velocidad de deformacidn" o flujo. La "fuer-
za producida’ tiene que ser rebasada al iniciar el movi
miento de la sangre estacionada; y semejantemente, el -
movimiento de la sangre cesari, si la "tensibn de cize-
lladura™ cae por bajo de la "fuerza producida". Esto se

puede apreciar en a) de la figura.

SCEMID-SCHONBEIN (1981) (70) que es un experto he-
moreclogista, indica gque la sangre es un "liquido andma
lo", cuya viscosidad no puede ser definida, ya que varia
con las circunstancias circulatorias. Como la sangre es
una dispersibn de c&lulas en plasma, el coeficiente com
putado de la viscosidad aparente, depende primariamente
de la viscosidad del plasma (la viscosidad relativa, es
la viscosidad total de la sangre, dividida por la visco
sidad del plasma) (DORMANDY) (1981) (68) y el efecto de

las células suspendidas en &l.

Adem&s hay que contar con proteinas plasmiticas de
alto peso molecular tales fibrindgenc ¥ @ 5 macroglobuli
nas, la agregacidn de los eritrocitos en "roulezsux" y
en redes de "rouleaux", estas dltimas circunstancias —-
aumentan la viscosidad de la sangre total, ¥ son Trever-

sibles, por el simple incremento de la "tensidn de ciza
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lladura®™ por ej. cuando pasan a vasos mis grandes, y es
t4 en parte paliada por la deformabilidad de los hema—-
ties, que no solamente por ello influyen favorablemen—-
te en la c¢irculacidbn de la sangre, sino que determinan

Ssu propia supervivencla.

B) OTROS FACTORES HIMORRIOLOGICOS.

Es cierto, que "in vivo", hay otros factores que -
afectan a la reoclogia sanguinea, tales difmetro y &rea
de seccibn de los vasos, afilamiento de los mismos, cur
vaduras, divisién en ramas de los vasos (arterias, arte
riolas, capilares verdaderos, venulas y venas)j; presién
intravascular, gradiente de presidn, diferentes tipos -
de microcirculacibn. Y en un esfuerzo por calibrar la -
magnitud de la longitud y difmetro de los vasos, y uti-
lizando los datos existentes en la literatura, usando -
la ley de Poiseuille-Hagen y con la ayuda de un computa-
dor, SCHMID-SCHONBEIN (1981) (70) llegd a las siguien—

tes conclusiones:

1) Bajo condiciones de presidén arterial normal, ==
hay un progresivo incremento en la "tensidn de cizalla-
dura" de las arterias (2.0 Pa) a través de las arterio-
las (8.0 Pa) a los capilares (10.0 Pa), los cuales tie-
nen la més alta "tensidn de cizalladura” de todos los -

VasOs.
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2) Dependiendo del &rea total, de un corte trans—-
versal, hay una conspicua caida de la "tensibn de ciza-
lladura", actuando sobre las venulas post-capilares --/
(0,2-0,5 Pa); valores que se aumentan de nuevo cuando -
la sangre fluye de las pequernias venas a las grandes ve-

nas, para retornar sl corazdn.

3) En todos los vasos sangufineos, la "tensibn de -
cizalladura” es ftan alta, puede ser asumido que la san-
gre exhibe muy baja viscosidad (1,2-3,C m.Pa S); o de -

¢otra forma, gran fluidecz.

4) Una caida local efectiva en la "tensién de ciza
lladura", afecta primero y principalmente, en una mayor
cuantia, a las vénulas post-capilares. Se puede prede—-—
cir, que aqui la sangre pierde su fluidez (que se ha —-
comprobado en numerosas ocasiones en experiencias anima
les 7 en el hombre); la sangre es conducida desde un 4ni
co estrecho "cuello de botella' capilar a una arteria -
de interconexibn, que se va ampliando progresivamente,
con limitados aportes de misculc liso vascular, y un -—-

gran Area total de corte transversal.

La revisibn de todos estos extremos, conducirifa a
conclusiocnes prematuras, de la invalidez de los mé&todos
"in vitro" de la viscosidad, pero determinaciones rea=-
lizadas "in vivo" confirman su validez. Asi KURLAND y -

colab. (1968) (71) midieron la viscosidad de la sangre
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en la arteria de la ccla de la rata, y encontraron valgo
res semejantes a los que daba el viscosimetro, MELSEL—-
MAN y colab. (1972) (72) con una técnica "quasi ex vivo"
comprobarcn el "efecto FAHRFJS-LINDQVIST'". Recientemen-
te LIPOWSKI y ZWELFACH (1974) (73) miden el flujo, dia-
metro y presidn, corriente arriba y corriente abajo, ¥
computaron una viscosidad aparente de 1 m. Pa. en capila
res, 10 pm a 30 mm/s, pero 20 m Pa. en el mismo capilar,
cuando la velocidad se reducfia a 0,2 mm/s; lo cual, con
firma la existencia de que un marcado "efecto de FAEREUS-
IINDQVIST" tiene lugar en los capllares, pero sclo en —-

presencia de elevadas "fuergzas de cizalladura®.

Usando una técenica de microperfusibn, La CELE, --/
(1975) (74), ha comunicado la evidencia de una baja vis-
cosidad aparente, en los capilares del misculo cremaster

del ratdn "in vivo".

C) DEFORMACION Dy LOS ERITROCITOS, AGREGACICN ¥ DESAGRE-

GACION DE LOS MIJMOS.

También influye el valor hematocrito; ¥y cuando este
se eleva, se incrementa la agrupacidn de los eritrocitos
(y en experiencias animales, se puede predecir un incre-
mentc del movimiento rotacional de la membrana sobre el
contenido o movimiento "Tank Tread", que en los humanos

no se ha demostrado).
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Cuande los eritrocitos se agregan, proporcionan a
la sangre unas propiedades de "reticule"; y a unas inu-
suales cifras de volumen, hematocrito aproximadc de 50%,
toda la suspensidn estf "reticulada", ¥ es resistente

a la e¢irculacibn.

En la circulacibédn humana se muestran dos fases: —
agregados eritrocitarics y el plasmaj y aquellos pueden

repercutir sobre la circulacidn (SCHMID—SCHaNBEIN).

1) Los agregados alcanzan de través los planos de
cizalladura.

2) Ofreciendc més resistencia entre los planos de
cizalladura.

3) Evaden estas fuerzas, como en el casc de emigra
cibdn axial o alineacibn al eje circulatorio.

4) Impiden el movimiento o deslizamiento de la 15~

mina fluida.

Adem&s, en los capilares ms estrechos gque pueden
estar obturados por grandes leucocitos o agregados pla-
quetarios, se anaden a ellos y actuan como microembolos

en la microcirculacibn.

Asi pues, dos relevantes circunstancias circulato-
rias tienen lugar en la sangre: deformacibén de los eri-

trocitos y agregacidén de los mismos.
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Fl tiempo de deformacibn es de 0,06"™ o menos 7 la

agregacibn-desagregacibn no es simétrica.

Los factores que influyen en la cuantfa de la for-
macibn de agregados, son: eritrocitos y frecuencia de -
colisién con los agregados {que a su vez es funcidn del
hematocrito 7y de la "velocidad de deformacidn"), conte-
nido ibnico y macromolecular del plasmaj; y en menor cuan
tfa, de 1la forma, caracteristicas de la deformabilidad

y carga de la superficie,

Por otro lado la desagregacibn, depende no tanto -
de la colisibn de las particulas, como del "stress" o =
fuerza local sobre los agregados, al cambiar las condi-

ciones de circulacibn y la "velocidad de deformacidn”.

Se han estudiade en suspensicnes de eritrocitos y
sangre normal, el efecto de un brusco descenso de la -
“velocidad de cizalladura™ de 460 s-1 {(donde todos los
eritrocitos estin dispersos) a cerc. La cuantia de agre-
gacidn inicial es exponencial con un tiempo medio de ——
aproximadamente 3,6" aunque la agregacibdn completa, ten
ga lugar a 7-12 segundos. Cuande es disminuida de 460 -
s-1 a /7 s-1 la sangre normal muestra un tiempo de agre-
gacibn total aproximadamente 5-~7 segundos (COKELET) ——/
(1980) (75).

Otro fendmeno reoclbgico interesante de los eritro-
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citos es que son deformables; y su forma es el producto
de mfiltiples fuerzas en equilibrio dinimico y depende ~
del entorno -plasma- en el que estin inmersos, del pro-
pio estado metabblico de la célula, y de la duracibn de
la vida media 100-120 dias, en la que esti sometido a -
miltiples azares en su recorride vital de 200 kilometros
por las vias sanguineas en el cual tienen que pasar a -
través de capilares y de estbmas endoteliales de 0,5 a
1 micra, dimensiones gque son 1/20 de su difmetro y 1/50

de su grosor (LESSIN y colab.) (1976) (78).

Los eritrocitos humanos tienen un difmetro aproxi-
mado de 7,5 um. y los capilares nutricios, por los que
tiene que pasar un diémetro de 3 a 5 um.3 por tanto, es
obvic, que han de deformarse para la adecuada perfusién.
KIESEWETTER y colab. (1981l) (78) afirman "la fluidez de
la sangre circulante en la microcirculacidn terminal, -
depende criticamente de las peculiaridades micromecani-

cas de los eritrocitos?.

Una de las caracteristicas més sorprendentes de la
deformabilidad de los eritrocitos es que tiene lugar a
un volimen constante (deformacidn isccorica), aproxima-

damente 92 “5

Y con un area superficial constante, apro
ximademente 140 u° (SKALAK y colab.) (1973) (77). La -
proporcién area superficial/volumen es relativamente -
constante en sangre normal y la forma estd caracteriza

da por un "indice esférico" (4.84 x 2/3 volumen/area su
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perficial).

La mayoria de los eritrocitos en los sujetos norma
les, estin en forma de disco bicdncavo (salvo una esca—
sa fraccidn de células senescentes pre-liticas, que son
esféricas; las células jbévenes exhiben un relativo exce
so de membrana, mientras que las senescentes tienen dis
minuida su relacidn superficie-volumen). Poseen un dia-
metro celular medio de 7,5#&, con un grosor de 2,5}&, ¥y
una concentracibdn corpuscular de hemoglobina de 32%; su
volumen corpuscular es de aproximadamente 90r&5 ¥ un ~—

frea de superficie de l45f&2.

La forma del eritrocito, no depende sblo de la ==/
"edad"” sino del "sitio", puesto gque su entorno, es un -
importante determinante, tanto dinfmica como quimicamen

te.

"In vitro" este disco bicdncavo tiene una notable
capacidad de deformacibn cilindrica en tubos capilares,
hasta 1/10 de difmetro del eritrocito, sin hemolizarse.
Bajo el microscepio de fase, se pueden apreciar "movi--
mientos ré@idos del eritrocito" ("red cell flicker"), -
que es un fendmeno ascciado con les movimientos libres
de las moléculas de hemoglobina, dentro de la c&lula ro

Jae

"In vivo™, el eritrocito en movimiento dentro de -
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la circulacidn, atraviesa vasos de diferentes difmetros
v a diferentes velocidades, exhibiendo una gran varie-
dad de formas de transicibén dinfmicas. El eritrocito -
pasa la mayor parte de su vida dentro de canales capila
res de microcirculacidn, y en ellos el eritrocito es el
determinante primario reoldgico para el flujo de la san
gre. La viscosidad de la sangre en los capilares, depen
de de la deformabilidad individual de los eritrocitos,

en respuesta a la fuerza de cizalladura.

D) PLACA ATEROMATOSA Y FACTORES HEMORREOLOGICOS.

Cuandc se inicia la lesidn ateroesclerdtica, y qui-
z4 en su localizacibn,influyan efectos dinfmicos como --
quieren TEXON (1980) (79) y CARO (1982) (30);aunque en -
reciente revisibn, este Gltimo autor, no puede ccmprobar
que obligadamente la localizacibn de las placas ateroma~
tosas sea donde el impacto dinfmico es mayor (bifurcacip

nes, curvaduras).

Pero una vez formada la placa ateromatosa, la este-
nesis que se inicia puede repercutir sobre la apariecidn
de trombosis arterial, pues las tensiones y velocidades
en el punto estrechado son muy altas y ellc puede dar lu
gar a una pérdida de ATP por el eritrocito con un aumen=
to de la agregacibn eritrocitaria (BORN) (1977) (8C). Re
cientemente se ha encontrade que la adhesién de los eri-

trocitos a las células endotelizles (midiendclos "in wvi-
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tro" por adherencia a c&lulas endoteliales vasculares
cultivadas); se produce, tanto en sujetos normales co-
mo en diabé&ticosy y con la utilizacidn de eritrocitos

marcados con CrBl

, encuentran que los diab&ticos pre-.
sentaban una adhesibn, significativamente mis elevada,
que la de los sujetos normales, también, en experien-
clas "in vitro" sobre pléstico, y sobre fibroblastos,
la adhesibn de los eritrocitos del diabético era mucho
mayor que la de los sujetos normeles; 1la adicién de fi-
brinbdgeno y de fibronectina plasmética purificada, a -

las muestras de sujetos normales y diabéticos, incremen

taban grandemente su adhesividad.

La fibronectina es una glucoproteina de elevado pe
so molecular, que normalmente estd en dos formas: en el
compartimento extracelular (plasma, liquido cefalorra--
quideo, lfquido amniotico); ¥ otra fcrma insoluble, en
asociacibn con membranas basales, la superficie celular
7 en la matriz del tejido conectivo intersticial (més
concretamente en los puntos de contacto de las cé&lulas
—-adhesividad celular- y entre &stas y el soporte del te
jido conectivo, sirviendo de punto de unidn de ambas).

Los eritrocitos "lavados" de diabéticos, se adhe—-
rifan mucho mhs fuertemente a las cdlulas endoteliales -
cultivadas, que los de los sujetos normales. La cuantia
de la adhesidn, se correlacionaba con los niveles de —-—

hemoglobina & (WAUTIER y colab.) (1981) (81).
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La forma bicbncava del eritrocito varia en el to-
rrente circulatorio por estar sujeto a miltiples interac
ciones, en las que se incluyen, la presencia de losg ==/
otros eritrocitos, leucocitos, plaquetas, proteinas del
plasma, superficie de las cé&lulas endofeliales, configu
racibén de los canales vasculares, velocidad de la co==/

rriente y composicibn del medio idnico del entormo.

Por egstudios microcinematograficos de la corriente
sanguinea en vasos caplilares pequerios y més grandes, se
ha vistc que el eritrocito tiende a adoptar una forma -
de paracaidas o de bala (obflis) con el punto central de
la convexidad orientado en la direccidn de la corriente,
v en linea con el eje central del vaso. A velocidades -
lentas se ve una agregacidn de los eritrocitos en los -
capilares, y entonces adoptan una variedad irregular de
formas elipsoides y hemiesfericas, y caminan en agrega-
dos de dos a una docena de células (BRANEMARK) (1971) -
(82).

Dentro de los grandes vasos, la agregacidn se desha
ce por el efectec de 1la cizalladura tenue que existe ¥y =
las células tienden a circular independientemente a gran

velocidad.

Los eritroc¢itos que hacen contacto con la superfi-
cie endotelial pueden mostrar también una deformidad --

temporal, que se denomina dacriccito ¢ de ligrima, adhi
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riendose momentaneamente a la superficie celular, y en-
tonces estirandose hacia afuera deja una cola detrés de
membrana y citoplasma. In condiciones patolbgicas en que
se altera el canal wvascular, esto puede influir scobre -
la dinfmica de la alteracidn de la forma de los eritro-
citos. En los vasos estenosados o atravesados por agre-
gados de plaguetas o fibras de fibrina, o dendritas de
plaquetas, se produce una fragmentacibén de eritrocitos

a su baso, con pérdida de parte de la membrana y citoplas

ma, y los transforma en esquistocitos o esferocitos.

Debemos sefialar aqui que el descubridor del micros-
copio, en su carta 65 a la Real Sociedad de Londres —-/
(LEEUWENHOEK) (1974) (83), observd su propia sangre y -
con una notable 'preciencia" sefigld gque "cuando estaba
bastante enfermo los gldbulos de su sangre aparecian du
ros y rigidos, pero se hicieron més blandos y plegables
a medida que su salud volvia a la normalidad”. También
observd que los eritrocitos adquirian una deformacibn -
elipsoidal a su paso a través de la microcirculacidn, -
pero que volvian a adquirir su forma original al llegar

a los grandes vasos.

KROGH en 1922 (84) presentd una pelicula en la Uni
versidad de Yale, que se apreciaba la deformacibn de —-—
los hematies al pasar a través de los vasos capilares.
Zstas alteraciones han sido cenfimrmadas 7 registradas -

postericrmente con microcinematograffia (EBRANEMARK) (1971)
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(82) v con microfotografia electrbnica (RESSIS) (1973)

(85).

La forma bicdnecava del eritrocito, puede estar tam
bién influida por factores que alteren las caracteristi
cas bioquimicas © biofisicas de la membrana o del conte-—

nidec celular.

La membrana del eritrocitc esth integrada en un 55%

de proteinas y en un 45% de lipidos.

En la fraccidn lipfidica existe colesterol no este-
rificado y fosfolipidos, en una cuantia molecular casi -
igual (0.8 - 1.0) y algunos glicolipidos. Los distintos
tipos de fosfolipidos estén dispuestos asimetricamente
en ambas capas de la membrana. La esfingomielina y la —
fosfatidilcolina (que son los dos fosfolipidos que con--
tienen colina y representan entre el 5C y €0% del total)
se encuentran en el exterior (del 75-80%). Y la fosfodie
tiletanclamina y fosfotildiserina (31 80%) en la cara —-
citoplasmética o interna de la membrana. Hay que sefialar,
cue cada clase de fesfolfpidos, no es un conjunto homogh-
neo, y asi la fosfatidilcolina del eritrocito humano con-
siste en mis de 20 especies de moléculas; y también que
el movimiento flip-flop (entre las dos capas de la meme-
vrana) de las mcléculas de la fosfatidilcolina esta ——/

ausente en el eritrocito humano (ROELOFSCN) (1978) (&8é&).
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La membrana contiene una importante cantidad de co
lesterol que ejerce un control significativo sobre la

fluidez de los lipidos.

" E) CONCEPTOS SOBRE LA MEMBRANA (ERITROCITOS).

Las diferentes investigaciones sobre la membrana -
forjaron dos expresivas imbgenes: una, un mar de lipidos
con islas de proteinas; otra, una matriz proteica con la
gos de lipidos; y ambas, sugieren la existencia de 1lipi-
dos fluidos dentro de la membrana que forman un entorno
a las proteinas; la mayoria de ellos, con la parte hidro
filica mirando al entormo acuosc y las porciones hidrofc
bicas dentro del nficleo de 1a bicapa. La interaccidn en-
tre el colesterol y los fosfolipidos_impone un cierto --—
grade de inmovilidad a las porciones de las moléculas 1i
pidas, que estin mas cerca de superficie de la membrana;
perc a su vez, incrementan la libertad de movimiento de
los més profundos, en el nlclec hidrofébico de la membra
na, y a estas interacciones se les ha denominado "estado

fluido intermedio",

No hay todavia conceptos firmes del comportamiento
de la bi-cagpa lipidica, que forma la membrana eritroci-
taria, Mc¢, MILLAN (1983%) (87) examina tres modelos apli-

cables:
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1) La de que se trata de un "cristal 1fguido"; que
en todos los sitiocs nos rodean y estén aplicados a nume
rosos instrumentos, ¥ que requieren un minimo compromi-
so de fuerza para alterarse sorprendentemente la orga—
nizacién del material, modificando las propiedades 4p-
ticas de la substancia. El secreto de los cristales 1i-
quidos, es la presencia en alguna medida, de un material
que ademfs tiene las caracteristicas de un liquido (GEN-

NES) (1974) (88).

2) Otro modelo, es la infrecuente substancia llama

da "pelfcula negra” (black film). Las peliculas negras

gson membranas bi-capas lipidicas formadas en un pequenc
c¢ilindro, con compomentes orginicos, que no necesitan -
estar derivados de lipidos vivos.

En condiciones gpropiadas, se forma una delgada —-—
membrana opticamente irreconocible ("black"), después -
de colocar en un agujero circular de un cilindro, una -
gota de una mezcla apropiada de 1lipidos. Esta membrana,
resiste el movimiento del agua; as{ que puede ser apli-
cada, una presidn a través de ella y medir su tensibdn -

superficial (TIEN) (1974) (89).

Caracteristicamente estas '"'peliculas negras" tige-
nen una baja tensidn superficial de la bicapa ( <5 dinas/
cm. o ergs/cm®). La tensién superficial es equivalente -

a la energia libre, requerida para agrandar la superfi--



55

cie. La tensibn superficial de las membranas del eri-—-—
trocito, ha sidec medida recientemente por una técnica
indirecta. Usando soluciones fisiolbgicas, que contie-
nen dos polimercs con diferencias ligeras de tensién -
superficial, han detectado una tensibén superficial ex-
terna extremadamente baja (6,5}:3.0'4 dinas/cm) (3SCHURCH
v colab.) (1981) (90). La tensibn superficial del agua
es de 70 dinas/cm. Esta muy baja tensibn superficial,
estl vinculada a la inusual flexibilidad de los eritro-
citos. Es posible, que la interaccidn insulina-receptor
podria afectar a la tensibn superficial (energia libre),

de todas las membranas celulares.

El tercer modelo de la conducta de una bicapa li-

pidica, ncs lo da el "estudio de los liposomas"; que =

son unas vesiculas con mltiples capas de fosfolipidos;
¥ que se pueden hacer fhcilmente (y se han utilizado pa
ra transportar medicamentos). Con ellos se han estudia-
do las transiciones termales de la membrana, su permea=-
bilidad y su resistencia a la fusibén. La fusibn, es un
proceso por el cual, dos bicapas se unen una a otra; -
tal como cuando una vesicula intracelular se une a la
superficie interna de la membrana plasmética de las cé-
lulas B del pancreas, por ej. durante la liberacidn de
la insulina. La fusidn de las membranas ocurre sbdlo —-
cuando la resistencia sublineal de la barrera gque sepa
ra en ambas bicapas se rompe. La elevada resistencia,

se debe a efectos locales ZWITTERSCON, que se llaman ——/
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sibn hidrostitica de 7x109 dinas/cm2 (1.000 atmbsferas)
en la superficie de las bicapas, que desaparece muy ré-
pidamente a un nivel de 50 E. Esta presibn, vinculada a
una organizacibn de agua cerca de la superficie, es sor
prendentemente alterada por el calcio y magnesioy el —-
efecto de estos caticnes, esté influenciado por la con-
centracidn local de fosfolipidos especificos; asi la fos
fatidiletanolamina favorece la fusibn, si substituye a

la fosfatidilcolina.

Asimismo, la interaccibn insulina-receptor podrfa
afectar la distribucibn de fosfolipidos e la magnitud de

la presibn superficial.

F) COMPOSICION MIMBRANA ERITROCITICA.

La fraccidn proteica de la membrana eritrocitaria,
(7 en relacibdn con las dificultades con los métodos de -
extraceibn, y también quizi con el papel que juegan en -
la arquitectura del mismo) se la ha dividido en: extrin-

secas e intrinsecas.

Las extrinsecas o periféricas, son aquellas que son
disociadas de la membrana con un tratamiento suave, uti-
lizando agentes guelantes ¢ scluciones salinasy el ejem-—
plo, es la espectrina, que esthi libre de lipidos y de —-

carbohidratos.
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Las intrinsecas o integrales, son extraidas con -
un tratamiento con solventes orginicos o detergentes,
los cuales rompen los enlaces hidrofdbicos. Estas protedi
nas son insolubles, y tienden a estar asociadas con 1lipi

dos; el ejemplo de ellas es la glicoforina.

In las proteinas extrinsecas que representan el 40%
de las proteinas de la membrana, se determinan por el -
uso de gel electroforetico de 3DS/poliacrilamida ¥ tin-
cibn con azul brillante COOMASSIE; sus componentes se —-—
han estandarizado en bandas: 1, 2, 4, 5y 6. La mayoria
de las proteinas extrinsecas, esth formada por la espec
trina, que abarca las bandas 1 y 2 (PAINTER y colab.) =
(1975) (91). El componente 4 esti por caracterizar. El
componente o banda 5, corresponde a la actina (TILNEY y
DEIMERS) (1975) (92), que posiblemente juegue un papel
en la deformidad del eritrccito. Xl componente o banda
6, es la forma monomérica del gliceraldehido-~3-fosfato
dehidrogenasa, que es un enzima que se incrementa en el

"stress" metabblico.

La espectrina, que viene a ser el 20% de las protei
nas de la membrana, se cree que congsiste en dos grandes
polipéptidos de peso molecular 230,000-2%0.0C0, con un
polipéptido més pequefio, de peso molecular de 43,0C0, -~-
Tembién han sido aislados los dimeros v tetrfmeros de —-
la espectrina purificada y estudiados. Tiene tendencia

a formar polimercs, en presencia de cationes divalentes,
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en especial Ca++; y esto se piensa gque puede ser debido
a la presencia de actina o a propiedades simil-actina

del componente 5. Se sugiere que la espectrina estf in-
volucrada en la preservacidn de la forma del eritrocito,
actuando con la actina en la superficie interna de 1a -
membrana -quizi como una red bidimensional-. Junto con

la banda 4, actuarfia como un citoesqueleto, que manten-
dria, no sblc la forma del eritrocito sino también su -

flexibilidad.

Las proteinas integrales, se considera que consti-
tuyen las propiedades estructurales de la membrana; y -
estin asociadas con los lipidos y con el nficleo lipidi-
co. Algunas tienen un final hidrofi{lico asociado con la
superficie de la membrana y un final hidrofbbice asccia
do con la matriz lipida. A otras proteinas, se conside=-
ra que atraviesan la membrana con un centro hidrofdbico
v un nficleo 1fpide y finales hidrbfilos, los cuales ha-
cen relieve fuera de las dqs superficies. Estas protei-
nas contienen un 7% de hidratos de carbono de la membra-

jat= "

Agunas proteinas integrales, se pueden identificar
por el gel electroforetico de SDS poliacrilamida tifiien
dole con PAS, y con ello se revelan cuatro bandas, denc
minadas: PAS 1, 2, 3 y 43 los cuales, son cuatro sialo-
glicopéptidos, que comprenden la mayor parte del &cido -

siflico de la membrana, Tembién hay en las proteinas in-
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tegrales los componentes o bandas 3 y 7 (separados con
la otra técnica citada), y que comprenden: acetilcolin-
esterasa y ATP-asa. Las dos bandas mis importantes son:
componente 3 (XNAUFF) (1979) (93) (que es la mayoria) y

PAS-1; este filtimo comprende la glicoforina A.

El componente o banda 3 incluye la proteina trans-
porte, citochalasina B (cytochalasin B-binding pfotein)
que es una hexosa (CZEH y colab.) (1980) (94).

La glicoforina A es una simple cadena de polipepti
dos que comprende el 75% de los sialoglicopeptidos de -
la membrana, y su secuencia de aminocacidos ya es concci
da. La mitad hidrocarbonada constituye el 60% del péeso
de la molécula y los hidrocarbonados unidos al péptido
son 16 oligosacaridos, 15 tebrasacaridos, ¥ ﬁno COMO ==
una gran entidad unido a un residuo de asparagina. La -
molécula contiene un segmento central de 22 amincacidos
~-todos leos cuales son no-polares—, ¥ esta seccidn se ——
piensa que esth dentro de la regidn interna hidrofdbica
de la membrana, interactuando con los lipides. La extre
midad final de la molécula contiene un nfimero de resi--
duos hidrofébicos, que esthn leccalizados en la superfi-
cie interna de la membrana, y pueden estar asociados con

la espectrina. La glicoforina A atraviesa la membrana.

El componente menor PAS-3,parece ser un glicopepti

do diferente de la glicoforina A, parece representar un
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tipo de proteina integral que esth embebida en la mem-
brana pero que no la atraviesa. Zl1 ccomponente PAS-4 pa

rece estar derivado de la glicoforina,o del PAS-3.

La superficie externa de la membrana, contliene -—-
las glicoproteinas, qQue son responsables de la antige-
nicidad de m&s de un centenar de diferentes grupos san
guineos. Los antigenos del grupo ABH estin integrados
en la membrana, mientras que los antigenos del grupo -

LEWIS son absorbidos del plasma.

Adem4s, la membrana del.eritrocito madurc contiene
aproximadamente unos centenares (més de 100) de recep-—
tores de insulina; que son moléculas glicoproteicas --
grandes, y puesto gque la superficie es de 140 microme-

ros cuadradcs, los receptores estin separados uno de
otro aproximadamente un micrometro o misy; que es una -
sorprendente distancia, para que el complejo receptor—
insulina pueda influir en los lipidos que integran la

membrana (Mc MILLAN) (1983) (87).

3e ha demostrado que las proteinas del citoesguele
to controlan la difusibén o movimiento lateral, y encuen
tra que tanto 2,3 IPG como ATP favorecen la solucidn de
la espectrina; en tanto que la AIP ia inhibe. FATRBANKS
v colab. (1980) (95) encuentran que los eritrocitos de-

pleccionados de ATP pierden su forma bicbncava, antes.
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Para completar la revisidn del eritrocito y diabe
tes mellitus, indicaremos gque éste, que alberga la he-
moglobina glicosilada Alc en mayor cuantia que normal-
mente, cuando metabolicamente esthn descompensados, ¥
de la que se ha sugerido esti fommada por la interac--
cidn de la hemoglobina con gluccsa-o-fosfato en el in-
terior del eritrocito (HANEY y BUNN) (1978) (96):; se -
han estudiado los intermediarios metabbdlicos de los ——
eritrocitos de un grupo de diabéticos y de un grupo de
sujetos normeles por TEGOS y BEUTLER (1980) (97), 7 en
cuentran una significativa elevacidn de los niveles de
glucosa-6~-fosfato y fructose-6-fosfato, que se correla
cionaban con log niveles de glucemia y niveles de 2.3.
IPG. El eritrocito humano es altamente permeable a la
glucosa, y la hexokinasa que cataliza la primera reac-
cién de la via glicolitica, se la considera gque esti -
altamente saturada a concentraciones normales de gluce
miay ¥ por tanto el Km de hexokinasa para la glucosa -
es mucho m&s bajo que los niveles normales de glucemiag
por tanto no es razonable pensar que la hiperglucemia
produjera elevados niveles de glucosa-6-fosfato en el
eritrocito, pero en el eritrocito del diabético se en-
cuentra elevada; y como para que esto se produzca la -
glucosa deberfa ejercer un efecto inhibidor sobre algfin
paso de la via metabdlica glicolitica, y no se ha encon
trado ningfin aumento del metabolito intermediario, que
indicase dbénde se habia detenido la reaccibnj piensan

que es una accidn directa de la glucosa sobre la hexoki
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nasa, sugiriendo que la activa o disminuye la inhibi--

cidn de la reaccibn.



HIPOTESIS DE TRABAJO.
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Sabemos, que es una realidad la esperada complica
cibn vascular del diabé&tico, incluso en aquellos que -
han utilizado mAs o menos correctamente la insulinay y
también en aquellos diabéticos no insulin-dependientes,
tratados con medicamentos liberadores de la misma: no
sabemos si en un futuro, cuando se pueda imitar artifi-
cialmente al pancreas, en la cuantfia y en la oportuni--
dad de liberacibn de la insulina, durante toda la vida,
con "bombas" porthtiles con sensores de glucemia incor-
porados, podremos evitarlo; sunque podemos anticipar la
respuesta negativa, pues el "descubrimiento' de la dia-
betes siempre es tardfo -salvo precoces estudios epide—
nioldgicos para detectarla, en toda la poblacibn, desde
la m&s temprana edad, y continuadamente dursnte toda la
vida-3 y la afectacibn de los vasos, es una situacibn--
respuesta a un trastorno metabdlico reiteradsmente sos-
tenido -incluso es anterior a la deteccidn quimica del

mismo=-, deficientemente detectable y dificilmente modi-
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ficabley lo cual ha hecho, que la atencibn de los clini
cos se traslade del "continente” wvascular, al "conteni-
do" del mismo, con el fin de detectarlos, comprenderlos,
valorarlos en la evolucidn e intentar paliarlos, con un
esfuerzo por modificarlos, o simplemente aportar datoes

a una faceta del tan complejo problema.

En consideraciones anteriores, y en la "obscuridad"
que reina en la patogenia de la artericesclercsis, la -
nipotesis lipida, asigna un papel al colesterol sangui-
neo; y en especial a una parte de &1, el colesterocl de
las lipoproteinas LIL, y que la diabetes mellitus es una
de las afecciones que se valoran en su multifactorial -
patogeniay y como estas lesiones inducen estenosis vas-
culares donde la hemodinamia ha de estar modificada, se
ré4 interesante considerar al mismo *tiempo que aguella,
las circunstancias reoldgicas de la vigcosidad sanguinea
y de la deformabilidad de los eritrocitos, en un grupo
de diabéticos insulin-dependientes; ya que en nuestra -
revisidén no hemos encontrado ninguna alusidn positiva o

negativa sobre una posible correlaciébn.



MATERTI AL ¥ METCDOS.
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MATEMMJ -

I. Propositus.

1) Pacientes: Se han estudiado %5 sujetos (21 Varg
nes, 14 Hembras) afectos de Diabetes Mellitus Tipo I, -
tratados ambulatoriamente en las Consultas Externas del
Servicic de Endocrinologia de la II Citedra de Patolo-—
gfla y Clinica Médicas (Prof. Aznar) de la Facultad de -
Medicinas cuya edad estaba comprendida entre los 15 7 -

los 68 afios (39,2 17,6 aios).

2) Normales: Se han considerado normales 25 suje——
tos no fumadores o en su defecto de mencs de dliez c¢iga-
rrillos por dfa (13 Varones, 12 Hembras) sin enfermedad
o padecimiento alguno, su edad oscilaba entre los 18 ¥
los 65 afios (38 £15,8 afios). Ninguno de ellos, posefa -
sobrepego (Indice de Masa Corporal entre los valores nor

males).



II. Reactivos.

4 sminofenazona 1 mmol/l.

Cloruro de Amonio 0,16 mol/l.

Cloruro de Magnesio 3 mol/1l.
Colesterolesterasa = 0,1 U/ml.
Colesteroloxidasa 2 0,14 U/ml.
Detergente 0,2%

Diaforasa » 0,4 U/ml.

3, 4-Ticlorofenol - 5 mmol/l

Esterasa z 0,9 U/ml.

Eter poliglicélico de alcohol grasc 0,48%
Fenol 5 mmol/l.

Tampbén Fosfato ph 7,9 200 mmol/l.
Acide fosfotlngstico 4,8 g/dl.
Gliceroldeshidrogenasa>» 6 U/ml.
Tampbn glicilglicina pE 8.1 0,1 mol/1,
Lipasa > 90 U/ml.

MTT 3 0,27 mg/ml.

N.A.D. 2 1,1 mg/ml.

Peroxidasa 3 0,12 U/ml.

IIT. Aparatos.

Aparato para medir la filtrabilidad
disenio de Reid y Dormandy.
Centrifuga de microhematocrito Orto.

Centrifuga Janetzki K-26

sanguinea

segln
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Congelador.

Crondmetro,

Espectofotfmetro Cecil Instruments CE 373.
Filtros Nuclecpore.

Ordenador Olivetti. P 6060

Pipeta automética Eppendorf Varipette 4710,
Portafiltros.

Viscos{metro cono-plato Wells Broockfield tipo LVT.

IV, Material fungible.

Agujas.

Cubetas de espectofotometro.

Jderingas.

Jeringuillas de Insulina.

Pipetas de wvidrio.

Pipetas Pasteur.

Puntas de plistico para pipeta automatica.
Tubos de ensayo de pléstico.

Tubos de ensayoc de vidrio.

Tubos Vacutainer cen EDTA 3K liquido Becton Dickinscon.

V. Material de escritorio diverso.
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METCDOS.,

I. REVISION DE METODOS,

La importancia clinica de la viscosidad sanguinea
y de la deformabilidad de los eritrocitos es grande, ¥
aunque las alteraciones de esta (ltima serfa sinbnimo
de hiperviscosidad; creemos, que deben expresar dos fa=-
cetas hemoreologicas di{erentes; un gran fisico con —--/
gran experiencia em el problema, SIRS (1881) (98), afir
ma gque "todavia no hay una explicacibn fisica cuantita-
tiva, de cbdmo la deformabilidad de un eritrocito, dismi
nuya la viscosicdad de la sangre a elevada "velocidad de

defomacidn'.

La sangre que es un liquido no-newtoniano, su vis-
cosidad aparente es una funcibdn de la "velocidad de de-
formacidén™; a cuantia por bajo de c.l s—l, los eritroci
tos interactuan para producir "roulesux", y la presen-
cla de estas estructuras de eritrocitos agregados, in-

duce una elevada viscosidad. Cuande la "velocidad de -
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deformacibdn" se acentfia, las estructuras de agregados -
de eritrocitos, se deshacen y se produce una suspensibn
de eritrocitos individuales. El cambio, est& asociado -
con una caida progresiva de la viscosidad aparente; y -
la suspensidn de eritrocitos se comporta como un liqui-~
do newtoniano. La viscosidad aparente de la sangre alcan
za a elevada "velocidad de deformacibn" un valor asinth

tico de c. 5 m.Pa.

Para poderla valorar, habria que endurecer los eri
trocitos por ej. con diamida, y entonces seguirfan la -
ley de Newton, y someterlos a elevada "velocidad de de-
formacibn', pero en estas circunstancias, la viscosidad
es mucho més elevada, que las de las c&lulas normales -
(CHIEN y colab.) (1367) (99), por otra parte, estd la -
observacibdn de WHITEMORE (1968) (100) que encuentra que
a un hematocrito de 20%, la viscosidad de los eritroci-
tos endurecidos, es muy similar a esferas rigidasy y ~-
que a un hematocritc superior a 60%, la suspensidn tiene

la consistencia de un sbélido.

La diferencia de la viscosidad a elevada "velocidad
de deformacibdn", es debida a la deformabilidad de los ——
eritrocitos, e indirectamente se podria obtener una in-
formacién de la flexibilidad de los eritrocitos a eleva
da "velocidad de deformacibdn" y a partir de un hemato——

crito determinado (BARBENEL)} (1981) (101).
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La viscosidad de una suspensidn de particulas esfé
ricas; rfgidas, de igual tamafio, fue calculada por —-/
EINSTEIN (1906), el cual demostrd que a pequefio voli--
men de concentracibn (¢ = 0,1) la proporcibn de la -
viscosidad (n ) de la suspensidn, a la suspensifn del -
1iquide que los albergaba (n, ) era dada por la férmu-
la:

nr=14+ 2,5¢

TAYIOR en 1932, extendid el estudio a una suspensibn de
gotas liquidas esféricas, que teniasn una viscosidad in-
terna n,, en un 1fiquido, y calculd que la proporcidn -

de la viscosidad, podria ser:
nr=1+¢T

en donde T seria:

DINTENFASS en 1975 (102), lo aplicd a la sengre, con un
valor hematocrito determinadoe (H), y relacionaba la vig
cosidad de la sangre total (ﬂb ), la viscosidad del plag
na (np ) ¥ la viscosidad interna del eritrocito (n i) =~

en la f6rmula:
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nr= (1 - HD) ~%7

donde nr es la viscosidad relativa; H el hematocri
to y T el factor de TAYLOR (que anteriommente vimcs era
igual (p+0,4) (p+1)), dondé P = ny / np', ¥ SIRS, para
minimizar los errcres, revierte la anterior férmula y -

da:
nr = 1+KCT

C es el volumen de la fase dispersa
K = 2,5 para esferas.
Esta ecuacibn es v&lida, cuando ¢ = 0,01 & menos; lo ——/

cual es equivalente a un hematocritc de 1%.

Los resultados, muestran una buena correlacibdn entre
la medicién de la flexibilidad de los eritrocitos, usando
la proporcidn de empaquetamiento de é&stos, obtenida a 200-

600 g en una centrifuga, y K T estimados de la medida

c’
de la viscosidad de sangre total y del plasma. La aplica
bilidad de la técnica tiene sus limitacionesy y para --/
obviarlas, SIRS introduce un factor, que tiene en cuenta

la forma del eritrocito, y es de 2.%; que es similar al -

valor de 5/2 obtenido trabajando con esferas.

Relaciona la viscosidad interma ™ del eritrocito -
con la cuantia del fibrinbgeno 250-4C0 mlgr/dly y encuen
tra, que en el suero, los resultados estfn por encima de

los valores de viscosidad de la hemoglobinay 1l¢ cual su-
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giere, que la membrana agporta una significativa contri-
bucibn z la deformabilidad o flexibilidad de los eritro

citos.

En la prhctica, y con fines clinicos, -no para es-

tudios fisicos-, se utilizan los viscosimetros.

a) Viscosimetros de WELLS~BROOKFIELD.

b) Viscosimetros de CONTRAVES, mAs sensible que el
anterior, peroc su uso no se ha prodigado.

c) Otros viscosimetros mis sofisticados, tales: ==/
Fheo-goniometro de WELSSENBERG; Rheometro de ——/
DEER; BIOVISCO, semejante al viscosimetro de CON
TRAVES,

El que nosotros hemos utilizado, es el viscosimetre
de WELLS-BROOKFIELD (descrito en 1961 por WHELLS y colab.),
que mide la viscosidad de la sangre total, en una gama -
("range®) de "velocidad de deformacién" (shear rate) —-
constante. Es un viscosimetro rotacional, en el que la -
muestra es "cizallada™ entre dos superficies de diferen-
te complejidad, ¥y que se mueven una en relacidn a la otra.
Una superficie, es estética, y la otra puede rotar a dife
rentes velocidades, que son equivalentes a diferentes y
concretas magnitudes de "velocidad de deformacibén®™. Por
una correcta geometria, toda la muestra de la sangre, es
th expuesta a una'velocidad de deformacibdn' concreta. La

cizalladura (stress) ejercida en una u otra superficie =
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por la "velocidad de deformacién® se registra, y puede

ser inscrita.

El viscosimetro WELLS-BROCKFIELD tiene una configu
racibn cono-sobre-plato (cone-on —-plate), y se puede —--

apreciar en la figura 3.

"Velocidad de deformacibn® = 2 N -1
60 = 5o85 N 5]
(shear rate) TR O
T T
"Pensidn de cizalladura” = -— dinas cmZ.
(shear stress) T 28.8
"tensibn de cizalladura" shear stress
Viscosidad = = ==
"velocidad de deformacidn” shear rate
T
== mea—— = Dpoise.
110 N

¥ el "modus faciendi" lo comentaremos en el gpartado de -

téenicas utilizadas.

TECNICAS PARA EL ESTUDIC DE LA DEFCRMABILIDAD DE LOS

ERTTRCCITOS,

Con ellas se intenta mensurar los cambios de forma -

del eritrocito sometido a fuergzas externas.

La naturaleza de la respuesta de los eritrocitos a -
las fuerzas aplicadas, depende de tres factores (BARBENEL)
(1981) (101).



VISCOSIMETRO

EJE

CONO

VELOCIDAD
DE ROTACION

TORQUE

gurs 3,-

RADIO
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1) De la forma del eritrocito en reposec; en el ——
cual, existe una gran proporcién entre frea superficial/

volumen.

2) De las propiedades mechnicas de la membrana; -
que en las &reas deformadas, estid fuertemente influida

por las fuerzas necesarias para producir la deformacibn.

Las propiedades no-lineal carga-deformidad de la -
membrana van a controlar también, la forma que va a -/

adoptar el eritrocito.

3) El contenido del eritrocitos que es una solucibn
o suspensibén de hemoglobina, que tiene normalmente una -

baja viscosidad, pero mensurable,

Las modificaciones de estas determinantes, pueden -
preducir alteraciones de la deformidad; y una muy conoci
da, por ej. es la hemoglobina anormal en la anemla "sic-
kle-cell"; alteraciones de la permeabilidad de la membra
na, que pueden conduclir a sumentos de vclumen y en cier-
to modo a la esfericidad, y este cambio induce una disml
nucibén de la relacidn bptima area superficial/volumen, -
que incrementa la rigidez ¥ la resistencia a ser doblado
el eritrocito. Ademés la disminucién del contenido de —

hemoglobina, puede alterar la viscosidad del ceontenido,

Los métedos directos, consistieron en intentos de -
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observaciones directas "in vivo" con el microscopio y -
con bajog valores de hematocrito (GOLDSMITH) (19€8) ==/
(103) (SCHMID-SCHONBEIN) (1969) (104); y encontraron -
que cuando la corriente es lenta, y pequefia la "velocl
dad de deformacidn' (shear rate) los eritrocitos giran
o rotan; pero cuando la 'welocidad de deformacidn" es -
mas elevada, los eritrocitos viajan con el eje mgyor -
orientado y casi alineado en la direccidn de la corrien
tey y se aprecia, que la membrana celular parece estar
en constante rotacidn con el contenido de las céiﬁlas,
el llamado "tank treading”. A mayor'velocidad de defor-
macidn", se aprecia que el eritrocito adopta una forma

elipsoidal.

Para obtener una mayor "tensidn de cizalladura' --
{shear stress), se puede incrementar artificialmente la
viscosidad del medio de suspensibn, con dextranc o con
Ficolly y en estas circunstancias, los eritrocitos sus
pendidos en estos medics de elevada viscosidad, presen
tan una deformidad mayor y una menor rotacibn, que la

que presentaban a tensibn de cizalladura semejante.

Un hecho interesante resaltado por FISHER y colab.
(1978) (105), es que para producir una elongacibn es -
més importante la viscosidad del medic de suspensibn -

que la "velccidad de deformacibn”,

GOLDSMITH (1971) (106) asimismo demostrd, que la
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concentracidn de eritrocitos, produce un efecto semejan

te: incremento de la deformabilidad.
Los métodos indirectos, se realizan "in vitro", ==
tienen un fundamento diferente, y por tanto, los resul-

tados no son intercambiables. Asi tenemos:

a) M&todos de centrifugacibn.

El comportamiento de los eritrocitos normales y en-
durecidos, también muestran diferencias de su conducta,
cuando son "empaquetados por una fuerza centrifuga". Los
eritrocitos normales son "empaquetados", en una mis alta
concentracibn, que lo hacen los eritrocitos endurecidos

(CEIEN) (1975) (107).

Esta técnica, ha sido usada por SIRS (1970) (108),
para valorar la deformabilidad de los hematfes al apli--
carles una fuerza centrifuga de cuantia constante, de —-
200 g., 7 se mide la cuantia de empaquetamiento de la --
columna de eritrocites, y se la relaciona con la ¢olumna

inicialy a esto lo denomina "indice de deformabilidad”.

La cuantia de empaquetamiento, estf controlada por
varios factores: magnitud de la fuerza centrifugadora, -
hematocrito y la diferencia de densidad entre los eritro
citos y el plasma, ademfs de la propia flexibilidad del

eritrocitoy y aungue SIRS (1981) (98) sefiale que la pre-
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sencia de "rouleaux" no tiene efectos ccon hematocrito -
superior a 35%; por el contrario, KIESEWETTER y colab.
(1981) (109) (1981) (110) creen que la velocidad de em
paquetamiento, estd determinada principaimente por la

extensibn de los agregados de eritrocitos.

b) Mé&todos de microfiltracibn.

Los més utilizados en la clinica, y nosotros asi lo
hemos hecho. Son simples y dan resultados altamente re-
producibles; DRUMOND y colab. (111) encuentran un coefi
ciente de variacién de 3,7% y REID y colab. (1976) (112)
uno de 4,4%. Lo obtenido, es un valor comparative, de -
apreciacidn de la deformabilidad eritrocitariay y no --

son técnicas valederas para obtener datos absolutos.

En ellos, la sangre total o suspensiones de eritro-
citos, se filtran a través de membrana o microtamices, -
gque contienen pequefios pores; aun cuando no hay acuerdo
sobre el difmetro Sptimo de los poros de las membranas,
el 1imite mAs bajo, ha sido marcado por CHIEN y colab. -
(1971) (113) los cuales demcstraron que los eritrocitos
podian pasar sin daftarse, a través de poros con un dia-
metro de B-um% al pasar el eritrocito por ellos, se de-

forma; ya que su difmetro es de 7,5 .m.

El gradiente de presién, requerido para dirigir la

sangre a través de los microfiltros, puede ser obtenido
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por la aplicacién de una presidn elevada (LESSIN y colab)
(1977) (114)3 o por una presibn reducida (GREGEZRSCN y -
colab.) (1967) (115); o simplemente, por la presibén hi-
drostatica, generada por la columna de sangre sometida

a filtracién (TEITEL) (1977) (116).

Y clarc es, se han de utilizar siempre las mismas
circunstancias: presidn, volumen de suspensibn filtrada,
nimerc de cé&lulas filtradas, cuantia de la corriente, en
tre otros. Asimismo la naturaleza de la membrana filtran
te (Nucleopore, Millipore, tamices revestidcs de polvos
methlicos, trozos de vasos capilares); y también la di-
mensién de los poros o canales (difmetro y longitud) de
la membrana filtrante, y que varian de unos métodos a -

oTTros.

La medida de la fitrabilidad que varia de unas téc
nicas a otras, se valora como deformabilidad del eritro-
citoy; ¥ es el tiempo requerido para filtrar un volumen
de sangre conocido (REID y colab.) (1976) (112); la ==/
cuantia de filtracién (TEITEL) (1977) (116), y otros —
né&s complejos, por ejemplo el &rea del eritrocito some-

tido a la curva presién-tiempo.

De las objecciones gque se le han puesto una es la
de usar una "velocidad de deformacibén" o presidén demasia
~do elevada. Otra objeccién; quizh més fundamental, ha si

do la de la utilizacidn de la sangre total, y en ella -
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los leucocitos y las plaquetas, que son menos deforma=-—
bles, pueden actuar de tapbn del poro, en una gran can-
tidad de ellos, ¥ consecuentemente la deformabilidad --
del eritrccito, deducido de la filtracidn tiempo-depen-—

diente, estarhi alterada.

Por tanto pues, la deformabilidad del eritrocito,
obtenida por filtracibn, es un valor integradoj determi
nado por todas las cé&lulas que pasan a través del fil--
tro; y puede estar afectado por otros factores, por ej.
el contenido de hemoglobina que esti incrementado en el
hematie viejo (USAMI y colab.) (1971) (117), el cual =
puede esperarse que tenga una viscosidad interna més ——
elevada, ¥y por consiguiente una més reducida deformabi-

lidad.

Parece ser, que el {nico mé&todo exento de estas ==
criticas, es el de TEITEL y MUSSLER (1979) (118) que —-
utilizan el "Screening Filtometer Large-Scabe', es un =
gparato automatizado que realiza una "polimicreviscosi-
metrifa" (TEITEL y colab,) (1979) (119), y esti basado -
en la monitorizacibn autom&tica continua, de la cuantia
decreciente de filtracibn, de suspensiones concentradas
de eritrocitos, a través de membranas de filtros con po
T0S mayeores que las dimensiones de las c&lulas, en don-
de la finica presibn que dirige la corriente, esté gene-
rada bor su propio pesoy ¥y realiza la inscripcidn en —

una curva, que denomina "curva de filtracibn”.
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¢) Medidas de la rigidez de la membrana del eritro-

cito.

O sea, el cambio de la forma del eritrocito someti-

do a fuerzas externas.

La membrana del eritrocito parece ser resistente a
un incremento de su Area superficial, siempre que éste -
no exceda de c.3.5%; ya que si se rebasa, se produce he-

molisis (EVANS) (1973) (120).

La resistencia de la membrana a ser doblada, no ha
sido medida directamente, y los resultados de las expe~
riencias realizadas, dependen de la resistencia que opo
ne a la extensidn y de la resistencia que opone a ser -

doblade o deformado (flexibilidad).

La rigidez flexural dependerf del cubo del grosor
de la membrana; mientras que la rigidez a la extensidn,
dependeré sblo del grosor. Es razonable pensar, que las
membranas finas, serfn altamente sensibles comparadas -

con su rigidez externa.

Ademés de lo anterior, EOCHMUCH v colab. (1978) -~
(121), demostraron que la membrana del eritrocito, como
la mayoria de los materiales btiolbgicos, no es perfecta-
mente elhstica, since que muestra una significativa con--

ducta visco=ellstica.
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Se inicid, con medidas indirectas por KATCHALSKY y
colab. (196C) (122) produciendo esferas eritrociticas =-
con goluciones hiperténicas; més fructifera ha sido la
técnica de RAND y BURTON (elastimetria) que se basa en
el uso de una micropipeta de difmetro inferior a los ——
eritrocitos y con la cual se succiona parte de la membra
na del eritrocito dentro de ella y esto se observa con
un microscopic de contraste de fase. La deformabilidad,
se evalua por la presibn negativa; necesaria para produ
cir una deformacidn "standard" hacia el interior de la

micropipeta.

Los resultados de estas experiencias, analizados -
desde los puntos de vista geomé&trico y mechnico por FUNG
vy TONG (1968) (123) se concretan en una férmula, la cual
es el producto de la rigidez de membrana y gresor, y —
los valores obtenidos oscilan entre 1077 a 10~% N/ m. -
La esferificacibn y la micropipeta, producen un estirs—
miento de la membrana celular y un incremento en el Area

superficial.

La ventaja principal de esta téenica, es que permi
te la distensidn por separado de los elementos de dife-
rente morfologia, dentro de una poblacidn de eritrocitos
de distinto comportamiento mecéinico y ademés, eliminar

los leucocitos y plaquetas.

Es de gran laboricsidad té&cnica, ¥ hay que poseer
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un equipamiento, que no siempre esti a nuestra disposi-

cibdn.

Otro mé&todo, puesto en marcha por KIESEWEITER y -
colab., (1981) (1C9), es un aparato el llamado "Rigidéme
trc de eritrocitos" en el cual existe una membrana de -
poliuretanc con un canal finico de 3-5pum. de difmetro ¥y
20 ym. de longitud, localizado en el centro'geométrico,
el cual separa dos partes de la chmara de medida. Lia —-
fuerza de presidn aplicada, es tan diminuta como de 0.1
Pa, producida por una corriente de viento, y medida --/
exactamente, por el ajuste de un mandmetro al aire 1i--
quido. La chmara de medida, est& montada sobre un micros
copio LEITZ MPU~2. La luz utilizada para la medida, es
enfocada, sobrelel plano del poro de medida. 5i un eri-
trocito pasa a través del poro, la intensidad de la luz
disminuye. Las senales resultantes, del paso sucesivo de
eritrocitos, se registran continuasmente, con un oscilb-

grafo de rayos catddicos.

Otros métodos, consisten en medir la deformidad de
un eritrocito puesto sobre una superficie de cristal, al
ser elongado por una "tensidn de cizalladura’, vehicula-
da por una corriente de liquido sobre las cé&lulas (HOE-
BER y HOCHMUTH) (1970) (124). Y, la elongacibn se produ
ce sin incremento del area superficial. BE3SIS y MOHON-
DAS en 1977 (125) utilizan un patrén de difraccibn, cb-

tenido por el pasc de un raye de luz monocromftica produ

cido por laser, scbre finas peliculas de sangre.
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IT. TECNICAS UTTLIZADAS.

A) TECNICA DE MEDICION DE LA VISCOSIDAD SANGUINEA,

1) Hemos utilizado un viscosfimetro tipo conoplato
marca Wells-Brookfield, modelo LVT con angulo de cono de

0,82 (fig. 4 ).

2) La muestra de sangre es recogida en tubos Vacu-
tainer que contienen EDTAK5 1fquido, (BECTON DICKINSON)
(0,38 mol/l.) manteniendose a temperatura ambiente, Tea-

lizandose la medicibdn en un mlximo de 4 horas a %7¢ C.

"Modus faciendi':

Se deposita 1 ml. de la muestra de sangre en el pla

to del viscosimetro, que previamente ha sido calibrado.

Se inicia la medicibn a la velocidad de deformacibn
de 225 sg -l hasta que la muestra se ha distribuido homo
géneamente y estabilizado (previo un tiempo de termosta-
tizacién). Momentoc en el cual, la aguja deja de oscilar.
Posteriormente, se aumenta la velocidad de deformacién a
450 sg-l, para ulteriormente ir descendiendc a las siguien
tes velocidades: 225, 90, 45 sg"l; 7 en cada una de estas

circunstancias, se toman las lecturas correspondientes.

Las lecturas obtenidas son analizadas en un Ordenag=
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Figura 4.~
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dor Olivetti segln un programa realizade por el Servi--
cio de Biocestadistica del Hospital Universitario de Se-

villa, el cual nos da les siguientes resultados:

1) Viscosidad sanguinea a las diferentes velocida-
des de deformacidn aplicadas.

2)n'c o viscosidad de CASSCN,.

3y To

Hemos utilizade el modelo de CASSON
porque es el que mejor se ajusta al comportamiento reold
gico de la sangre, y asi el valor denominado#}c nos da -
la viscosidad de la sangre a altas velocidades de defor-

macidn.

B) TECNICA DE FILTRACTION SANGUINEA DE RFID ¥ DOR—=

MANDY,

Segln nomas standard del Grupo Nacional de Filtra—

¢cibn, consistentes en:

1) Extraccifn de la muestra sanguinea y recepcidn -
de &sta en tubos de ZDTA Kz liquido (BECTON DIC-
KINSON) (0,38 mol./l).

2) Conservacidn de muestra a temperatura ambiente.

2) Realizacidn de la medicibn de la filtrabilidad =
sanguinea, entre 60-9C minutos post-extraccibn.

4) Utilizacibn del mismo lote de filtros para el eg
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tudio (54J8A32).
5) El sistema de filtracibn lo podemos ver en la -

figura 5.3y 5 bis.

Pn este sistema se intenta hacer pasar 1 ml. de san
gre total, recogida en las condiciones anteriormente ex—
puestas, a través de un filtro de policarbenato NUCLEOPQ
RE (Lote 54J8A32) con poros de 5im. de difmetro y 10 um.
de longitud, utilizando un gradiente de presidn de 20 cm.

de H20.
Cada medicién se realiza por triplicado.

Los resultados son expresados: 1) tiempo de filtra-
cién (TF = sg) necesarios para hacer pasar toda la mues—
tra de sangre por el filtros o

10CO
2) débito de filtracibn sangufinea (DFS s—————= 11/sg)

m
T
(microlitros/sg),0

3) débito de filtracibn sanguinea corregidoe

1000 Hematocrito
(DFSC = X )]
oy 10C

C) PROCEDIMIENTOS D& LABORATORIO.

Todos los individuos sometidos a este estudio, tanto

controles comc diabéticos, se les extrajo una muestra de
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Figura 5 bis.=-
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sangre venosa tras 9 horas como minimoc de ayuno, de 1la
que se separd plasma. Los individuos no modificaron sus

dietas ni costumbres en los dfas prevics al estudio.

En las muestras de determinaron los siguientes va-
lores: Glucemia, Colestercl total, Triglicéridos y Co—
lesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDLC),—
de las lipoproteinas de baja densidad (LDLC) y de las ~

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLC).
Las técnicas utilizadas son:

1) Glucemia, Mé&todo GOD-Period usando reactive del

Test-Combination Glucosa Boehringer Manheim GmbH,.

2) Colesterol total. Método CHOP-PAP, ROSCHLAU y -
colab. (1974) (126) que es un método enzimhtico utilizan

do reactivos Monotest colesterol Boehringer Manheim GmbH.

3) Triglicéridos. Determinacibn enzimética después
de hidrolisis enzimftica. WAHLEFELD (1974) (127) usando
reactivos Test-Combination Triglicéridos completamente

enzimltico (Grasa neutra) Boehringer Manheim GmbH.

4) Colesterol de las lipoproteinas de alta densidad
(HDLC). La adicién de Acido fosfotlingstico e iones de ——
magnesio en el suerc da lugar a la precipitacidén de los

quilomicrones, VLIL - LIL, segln el método de BERNSTEIN
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y colab. (1970) (128), reactivos Test-Combination Coles
terol HIL Boehringer Manheim GmbH; el sobrenadante de -
la centrifugacibn contiene las HIL, cuya concentracibdn

en colesterol es determinada por el método CHOP-PAP. --/

ROSCHLAU y colab. (1974) (125).



RESULTADOS.
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I. CARACTERTSTICAS DE IOS GRUPOS.

El Grupo I compuesto de 12 hombres ¥ 13 mujeres —
eran sujetos normales, no padecian enfermedad alguna,
no eran obesos (segfin BMI < 25 en hombres y BMI < 27 en
mujeres) ¥y con una edad comprendida entre 18 y 65 afios,
media de 38,04 * 15,8 afics. Ninguno de ellos tenfa ane-
mia, estando su hematocrito comprendido entre 37-49% -

(x = 42.6 = 3,4%),

El Grupo II, eran pacientes afectcs de Diabetes =
Mellitus tipo I en tratamiento ambulatorio, de ellios -
2l eran hombres y 14 mujeres, su edad estaba comprendi-
da entre 15 y 68 afios (X = 39.9* 17.4 afios). Eran obe—-
sos (hombres BMI » 25 y mujeres BMI 5 27) el 31,4% de los

estudiados (4 hombres y 7 mujeres).

Sus hematocritos estaban comprendidos entre %27 y -

52% (X = 44,7+ 4%).
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La duracién de su enfermedad (Diabetes Mellitus),
desde el momento del diagnbéstico hasta la realizacidn
de este estudio, estaba comprendida entre los 0,4 y los

20 afios; con una media de 10.6 * 6,1 anos.

Todos estos datos se encuentran recogidos en el -

Cuadro I.

Al comparar ambos grupos no hallamos diferencia -
estadisticamente significativa en la edad, por lo que

son grupos comparables.

El valor hematocrito era superior en los pacientes
diabeticos en relacidn con los sujetos normales, siendo
esta diferencia estadisticamente significativa (p <0,05)

(fig. ©).

IT, ESTADC DE CONTRCL DE LOS DIABETICOS.

A todos los pacientes de este estudio, se les de——
termind la glucemia basal (G) y se calculd la media de
las glucemias basales de las tres (ltimas visitas (E).
Seglin ambas, los pacientes diabéticos fueron clasifica-

dos atendiendo a su grado de control en:

—— Bien controlados: agquellos pacientes gue en nin
guna de sus glucemias basales fuera superior a 130 mg/

di.
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Ne SEXO EDAD Ml G é D
27 v 40 19 290 252 2
28 v 15 18,4 - - 10
29 H 24 - 23 120 190 11
30 v 16 21,5 300 320 10
31 v 41 21,3 250 320 1,5
32 v 40 24,7 80 110 11
23 H 57 - 29,7 180 190 20
34 H 56 29,7 180 270 5
35 H 25 23,5 80 153 3

X = 39,9 26,8 4,2 184,6 203%,2 10,56

3D = 17,4 21,7 2,8 65 61,3 6,1
5 = sexo

t=d
I

edad (afios)
BI = indice.
= Glucemia {(mg/dl).

Glucemia media de las tres (ltimas visitas (mg/di).

o @l @
]

= Duracibn diabetes (afics).

Cuadro I.- Caracterfstica del Grupc II (Diabetes Mellitus
Tipo I).
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-- Regular controladcs: aquellos cuyos valores de
glucemia basal fueron superiores a 150 mg/dl e inferio-

res a 250 mg/dl.

-=- Mal controlados: aquellos cuyes valores de glu-

cemia superaban los 250 mg/dl.
De este modo hallamos gque solamente 7 sujetos (20%)
estaban bien controlados, 18 (51,4%) tenian un regular

control y 10 (28,6%) estaban mal controlados (Cuadro II).

ITI. ESTUDIO DE LA FILTRABTTLTIDAD SANGUINEA.

A los 25 sujetos normales se les determind la fil--
trabilidad sanguinea seglin la técnica de Reid y Dormandy
siguiendo las normas de estandarizacibn del Grupo Nacio-

nal Espaficl de Filtrabilidad Eritrocitaria.

Los resultados obtenidos, muestran unos tiempos de
filtracibn (T.F.) comprendidos entre 15 3 23 segundos -
(x = 19 2,4 sg); expresando estos resultados como Débi-
to de Filtracién Sangufineo (D.F.3.) obtuvimos unos valo-

res entre 43,5y 68 1l/sg (x = 53,8 =7,2 »1/s8).

El Dé&bito de Filtracidn Sanguineo Corregido (D.F, =
S.c) de este grupo variaba entre 18,6 y 25,3 U.I. (x =
22,6 +2,8 U.I.). (Cuadro III).
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NUMERO PORCENTAJE

Bien controlados
(Glucemia 150 mg/dl) 7 20%
Regular controlados
(Glucemia 150-250 mg/dl) 18 51,4%
Mal contrclados
(Glucemia 250 mg/dl) 10 28,6%

TOTAL seevea 35 100%

L R S Ay S A T " g T S S e S S . . e S e S | T o T Tt e e S o o s

Cuadro II.-~ Estade de control de los pacientes diabéti-

COSe.

L]
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19
20
17,3
19,3
15
2%
21,3
20,%
21,7
20,7
20
21,7
19,7
19,3
15,7
18
17,3
21
17,3
14,7
21
18,7
15
17,3
21,3

DEFS

21,15
23,2
24,5
2553
2543
20,4
21,6
21,1
18,6
18,8
19,1
22,5
22,2
23,8
29,2
21,7
24,5
21,8
24,7
29
18,

[0)]

20,4
25

22,7
22,6

DFS
52,7
50,1

52,6

42,5
46,9
49,3
46,2
49,6
51,4
46,3
51,1
52,1
63,9
55,7

47,7
69,6
47,7
53,7

66,9

47

103
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No T.7. DFSC DFS
x = 19 22,6 53,8
3D = 2,4 2,8 7,2
m = 25 25 25

Cuadro IIl.- Estudic de la filtrabilidad sanguinea en
sujetos normales.
TF = Tiempo de filtracidn.
DFS, = Débito de filtracién sanguineo co-

rregido,

DFS = Débito de filtracidn sanguineo,



105

Al grupo 2 (pacientes afectos de Diabetes Mellitus
tipo I) se les realizb la misma determinacibn con igual
metodologfia que al grupo de normales. Aquel grupo mos—-—
traba unos tiempos de filtracidn que oscilaban entre ==

16,7 vy 53 segundos (x = 27,5: 7,2 sg) (Cuadro IV).

El D&bito de Filtracidn Sanguinea (D.F.S.) variaba
entre 19,1 vy 60,9 1/sg. situandose la media en 39,4 :/
lO,lf&l/SQo-

Al calcular el D.F.S.c obtuvimos unos resultados -
comprendidos entre 8,8 y 22,9 U.I. siendo su media de -

17,4 + 4,4 U,I,

Comparando ambos grupcs observamos que el T.F. de
los pacientes afectos de Diabetes Mellitus, era mayor
que el obtenido en el grupo de normales. Tras el anili-
sis estadistico, comprobamos que esta diferencia era es
tadisticamente significativa (p <0,001). As{ mismo, pu-
dimos constatar que tanto el D.F.S. como el D.F.S.c son
menores en los pacientes diabéticos que en los sujetos
normales. Esta diferencia es estadisticamente significa

tiva (p <0,001) en ambos casos (Figuras 7, 8 y 9).

No hemos constatado, diferencia estadisticamente -
significativa entre los distintos valores de filtrabili-
dad sangufnea, cuando a los pacientes diabé&ticos se les

separaba segiin su grado de control.
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24
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26
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T.F.

40,7
32,3
32,7
27,6
26,7
53
25
28,7
18
55
20,3
26,7
24,7
24,3
26,3
u7
23
16,7
19
24
17
24,7
23,7

21
30,7

DFS

12,8
14,8
11,3
17,8
17,7
8,8
17,2
16,6
21,1
11,7
19,8
17,8
20
16,9
15,2

18,3
25

23,7
20,8
32,9
18,3
19,9
16,1
21,3
13,7

DFS
24,7
31

30,5
36,2
27,7
19,1
40,1
35,2
56,9
28,6
41,3
40,7
10,8
u1,%
28,0
21,6
43,5
50,9
52,7
51,7
55,9
40,7
56,8
32,3
49,5
32,8
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Vo T.F. DFS, DFs
27 33,3 12,9 30
28 28 17,5 35,8
29 25 19,1 40,5
20 2643 15,4 28,2
21 26 18,3 33,7
22 30,% 17,5 33
33 25,3 14,7 29,7
34 25 17,7 40,3
52 23,7 13,4 42,7
X = 27,5 17,4 59,4
8D = 7,2 b,u 1051
noo= 55 35 35

Cuadro 1V,.- Estudio de filtrabilidad sanguinea en pa-

clentes diabetices Tipo I. TF, DFSC ¥y DES.
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IV. ESTUDIO DE LA VISCOSIDAD SANGUINEA.

El viscosimetro cono-plate Well-Brookfield modelo
LVT, permite la medicidn de la viscosidad a ocho velo-
cidades de deformacibn distintas, perc seghn Dolz (co-
municacidn personal) y nuestra propia experiencia, es-
te aparato no permite mediciones fiables a velccidades

1 dada su escasa sensibilidad a es-

inferiores a 45 sg
tos niveles cuando se egtudian fluidos de escasa visco
sidad como es el caso gue nos ocupa. Es per lo tanto,

este el motivo por el cual en este estudic sclo se re-

flejen los valores obtenidos a 450, 225, 90 y 45 sg‘l.

Las cifras obtenidas por el viscosimetro a las cua
tro velocidades de deformacidn anteriormente citadas, -
eran llevadas al ordenador y mediante un programa cresa—
do se obtenfan los valores de viscosidad a dichas velo-
cidades de deformacibdn; posteriormente y mediante el —
mismo programa, aplicar a los valores el modelo matemb-
tico de Casson. Estos resultados se muestran en los cua
dros V, VI, VII y VIII y su representacidn gréfica en =
la figura 10.

Puede apreciarse como los valores medios obtenidos
en los sujetos normales a las diferentes velocidades de
deformacibn, (5,9 :1; 5,1:0,8; 4,4:0,6 3y 4.0,4 centi
poise) son similares a los obtenidos en los pacientes -

diabéticos (5,8 +0,93 5,2+:0,6; 4,4:0,4 3 4.0,4 cps);
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3,9
4,1
4,6
o
3,7
3,4
342
A
5,7
3,8
4,2
3,6
4,7
4,0
4,0
3,8
3,9
3.4
3,3
4,0
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ne | us 90 "\ 225 " 450
X = 5,9 5,1 4,4 4,0
3D = 1,0 0,8 c,8 ,

= 25 25 25 25

Cuadro V.- Estudio de la viscosidad sanguinea a distin-

tas velocidades de deformacidn (sg—l).
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

21
22
23
24
25

3,6
3,23
3,06
3, 44
3,10
3,15
3,52
3,29
2,69
2,93
2,74
3,45
3,13
3,29
3,30
3,18
3,55
5,38
3,38
3,24
3,23
2,93
2,73
2,90
3575

.
0,9998
0,9997
0,9998
0,9999
©,9997
0,9998
0,9991
0,9999
0,9998
0,9997
0,9995
©,9998
©,9999
0,9998
0,9994
0,9998
10,9980
0,9999
0,9998
0,9998
0,9998
©,9997
0,9999
0,9995
0,9998

114

0,13
0,29
0,09
0,22
0,24
0,29
0,34
0,35
C,33
0,09
0,13
0,29
0,12
0,10
C,49
0,06
0,42
0,13
0,12
0,11
0,14

© 0,09

0,14
0,328
0,17
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L A _ <o
x = 3,21 0,21

SD = 0,28 0,12

= 25 25

Cuadro VI.- Aplicacibn del modelo de CASSON en los su-

jetos normales.



=
[e]

\D(D\JO\\JI-P'\N{\)HI

ST AC S (S S (O OO Y 0 SO S I S S I R I = T S R
IR SO S = T o s S ¢ (R S ¢ NP R S VRN O SR o

Nas
8,2

5,6
4,8
6,4
4,9
6,4
5,1
5,4

6,8
5,9
4,9
6,6
4,9
5,9
6,6
7,9
5,4
5,9
5,4
5,6
6,4
5,9
6,1
4,6

6,9

5,2
3,8
5,5
5,5
4,7
5,6
4,7
5,6
5,4
5,6
4,9
5,2
5,6
5,0
5,7
5,5
5,6
4,5
5,9

" 225

5,8
445
4,1
4,6
3,8
4,2
4,5
6,2
3,6
4,7
54,5
4,1
4,7
3,9
4,6
4.4

k]

5,3
4,1
4,2
4,6
4,1
4,6
4,5
4,6
2,6
4,7

5,5
547
3,9
3,8
3,6
3,6
4,1
'5,9
3,5
N
4,2
3,8
T
3,6
4,3
4,1
4,8
3,8
4,1
4,1
357
4,0
4,2
4,2
3,4
3,7



Nl
]

5D =

Cuadro

s s
5,9 5,5
5,9 5,6
4,6 4,3
5,4 4,9
5,6 5,4
6,9 6,2
5,9 4,9
6,6 6,2
5,9 5,6
5,81 5,28
0,94 0,65

35 35

" 225

445
4,6
3,5
5,9
4,5
5,2
i

5

4,6

4,50
0,48
35
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"L ys0

4,2
4,5
3,5
3,7
4,2

3,3
4,8

4,5

4,04
0,48
35

VIT.-— Estudio de la viscosidad sanguinea en los

pacientes diabeticos Tipo I.

= viscosidad a distintas velocidades de

deformacibn.
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3,96
3,25
3456
2,83
2,95
2,52
3,70
3,20
3,30
3,88
3,44
3,51
5,56
2,97
3,63
3,20
3,56
3,12
5,13
3.16
2,9%
3,03
5443
3,35
2,81
2,60

0,28
0,11
0,04
0,4
0,15
0,45
0,05
0,18
0,013
0,18
0,17
0,09
0,21
0,14
0,15
0,27
0,40
0,16
0,21
0,29
0,22
0,34
0,18
0,22
0,12
0,56
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-
0,9991
0,99%3
0,9987
0,9980
0,9979
0,9994
0,9991
0,9993
0,9999
0,9994
0,9997
0,9997
0,9999
0,9995
0,9987
0,9996
0,9999
0,999
0,9998
0,9997
0,999
0,9992
0,999
0,999
0,9993
0,9975
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SD

Cuadro

VIII [ B

e

3,46
3,61
2,68
2,04
5,75
4,1%
2,33
3,90
3,79

3,28
0,43
35

Aplicacién del modelo de CASSON en los pa-

0,17
0,15
0,14
0,18
0,17
0,17
0,40
0,18
0,12

0,21
0,12
35

cientes diabéticos.

Viscosidad de Casson.

Ajuste del modelo.
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0,9996
0,9994
0,9993
©,9997
0,9998
0,9997
0,9990C
©,9996
0,9995
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sin que exista diferencia estad{sticamente significati-

va a ninguna de las velocidades estudiadas.

Lo misno sucede al estudiar la viscosidad de Casson
(n.), sujetos normales 3,21 *0,28 cps, pacientes diabé-
ticos 3,28 0,43 cps; no siendo esta diferencia estadis

ticamente significativa.

Tampoco apreciamos diferencia estadisticamente sig-
nificativa cuando se agrupan los pacientes diab&ticos se
ghn su grado de control, entre sf{ y entre los sujetos —-

normales.

V. ESTUDIC DE LOS LIPIDOS PLASMATICCS.

Una vez obtenidos por centrifugacibn el plasma de =
las muestras de sangre, se determinaron los niveles de -
Colesterol Total, Triglicéridos, HIL, y LIL, (lipoprotei
nas de alta y baja densidad, respectivamente) segln la -
técnica descrita anteriormente en el capitulo de Material

y Métodos.

Los niveles de Colesterol Total, en nuestros pacien
tes diabéticos (%X = 172,2 £45,3 mg/dl) eran inferiores a
los de los sujetos nomales (X = 199,9 = 33,3 mg/d1l), sien
do esta diferencia estadisticamente significativa (p <

0,005) (Figura 11).
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Por el contrario los pacientes diabé&ticos mostra—--
ban uncs niveles plasméticos de Triglicéridos (X = 132,4 =
71,7 mg/dl) supericres a los de los sujetos normales -

(X = 93,6 +54,5 mg/dl), esta diferencia era estadi{sti-

camente significativa (p <0,05) (Figura 12).

¥l Colesterol transportado por las lipoproteinas -
de alta densidad (HDLC), en el grupo de sujetos normales
mostraba unos valores entre 35 y 68 mg/dl, con una media
de 53,5 :7,9 mg/dl; superiores a los obtenidos en el gru
po de pacientes diab&ticos, cuyos valores oscilaban en-
tre 22 y 67 mg/dl (x = 41,8 +11,9 mg/dl) siendo estadfs-
ticamente significativa la diferencia (p <0,001) (Figura
13).

No hemos obtenido diferencia alguna en los valores
de HIL,, al separar los pacientes diabéticos seglin el —-

grado de controcl.

Los niveles de Colesterol transportado por las lipe
proteinas de baja densidad (LDLC), no muestran diferen—
cias significativas estadf{sticamente entre el grupo de -
sujetos normales (X = 123,8 + 38,1 mg/dl) y el grupo de -
diabéticos (%X = 108 + 42,7 mg/dl).

Tampoco se objetivd diferencia estadisticamente sig-
nificativa en el cociente HELG/LDLC, entre los pacientes

diabétices (x = 0,44+ 0,21) y los sujetos normales (% =
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C,4% +0,1).

Todos estos resultados se encuentran recogidos en

los cuadres IX 7 XL

VI. ANALISIS DE CORRELACIONES ENTRE LAS VART ABLES ESTU-

DIADAS.

La filtrabilidad sanguinea (T.F., DFS y DFS,) nc -
se correlaciona con las caracteristicas antropometricas
(edad, B.M.I.) estudiadas, tanto en los sujetos norma—-—
les como en los pacientes diabeticos objeto de este tra

bajo.

No hemos encontrado tampoco correlacibn valorable
estad{sticamente entre la filtrabilidad y viscosidad =—-
sanguineas, tanto en el grupo de diabeticos como en el

grupe de normales.

Asi mismo no existe correlacidn entre el grado de
control de la diabetes mellitus (G y G) y la filtrabili-

dad y viscosidad sanguineas.

En los sujetos normales, se ha comprobado una co--—
rrelacidén entre el valor hematocrito y los siguientes -
parémetros de filtrabilidad sanguinea estudiados: tiem-—
po de filtracibn (TF) (r = 0.56 p<0,01l n = 21) y el de
bito de filtracién sanguineo (DFS) (r = -0.52 p<0,02 --
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Mo Cp TG HIL, EEE HIL /LIL,
1 205 46 58 138 0,42
2 199 59 €5 122 0,5%
3 191 65 52 126 0,41
4 184 86 53 114 0,47
5 161 51 46 105 0,44
6 167 114 41 103 0,40
7 1395 43 o4 132 0,41
8 150 55 55 104 0,54
9 166 41 43 115 0,37

10 201 126 54 122 0,44

11 251 91 60 173 0,35

12 168 275 50 6% 0,79

13 246 89 60 168 0,36

14 257 99 59 158 0,37

15 251 125 68 158 0,43

16 222 96 S4 149 0,36

17 192 55 52 129 0,40

18 149 89 48 83 0,58

19 191 51 52 159 0,33

20 228 148 8 140 0,41

21 243 162 61 150 0,41

x = 199,9 93,6 83,5 123,8 0,43
D = 33,3 SH 5 7,9 38,1 0,1
= al 21 21 21 21

Cusdro IX.- Sujetos normales. Lipidos plasmaticos (mg/dl)-
CT= Colesterol total. TG = Trigliceridos.
HIL, = Colesterol de lipoproteinas de alta -

densidad. LHLC = C. de lipopr, de baja dens.
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232
155
193
213
155
135
174
155
193
271
193
135
174
155
174
311
121
123
109

136

171
147
142
171
128
230

TG
20%
79
152
62
71
177
177
71
554
248
310
142
159
106
88
179
140

74
61
79
80

115

125
62

150

HIPL

33
67
55
58
43
36
46
59
29
35
3%
41
39
65
46

42
22
28
25
28
56
51
37
32
%6
53

LIL
159
72
126
143
98
63
92
8l
93
186
98
66
103
89
110
233
71
85
52
122
99
80
82
114
80
190

HIL

128

o/LIL
0,20
0,93
0,28
0,40
0,44
G, 57
0,50

0,7%

0,31
0,19
0,34
0,62
0,38
0,94
0,42
0,18
0,31
0,33
0,59
0,23
0,56
0,64
0,45
0,28
0,45
0,17
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e Cp TG HIL LIL, EDL /LIL,
27 196 100 54 141 0,38
28 136 105 42 86 0,49
29 215 155 33 175 0,19
20 145 128 38 99 0,38
31 150 105 64 73 0,88

= 172,2 132,4 41,8 108 O, 44

SD = 45,3 71,7 11,9 42,7 0,21

= 31 51 51 51 31

Cuadro X.- Pacientes con Diabetes Mellitus Tipo I. Li-
pidos plasméticos (mg/dl).
CT = Colesterol Total.

TG = Triglicéricos.

HDLc = Colesterol de lipoproteinas de alta -
densidad.

LDLC = Colesterol de lipoproteinas de baja -

densidad.
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n = 25) (Figuras 14 y 15).

En los pacientes diabéticos la filtrabilidad sangui
nea se correlaciona con el colesterol total, asi el tiem
po de filtracién (T.F.) (r = 0.45p<0,01 n = 31) 7 con
el débito de filtracidn sanguineo corregido (D.F.S.c) J—
(r = 0.42 p<0.01 n = 31)3 como puede apreciarse en las-—

figuras 16 y 17.

De los parfmetros utilizados para estudiar la visce
sidad sanguinea (7 45,°] 90,”1225,1450 y”]c), hemos en—-—
contrado una correlacidn entre e 7 el valor hematocri-
to en sujetos normales (r = 0.70 p<0,001 n = 25) (Figu
ra 18).
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I- DEFORMABILIDAD

FUNG y colab. (1966) (129) han elaborado las re--—
glas que gobierman la deformabilidad de los eritroci--
tos; y han demostrade que el eritrocito puede ser con-
siderado como una membrana (ciscara flexible) parcial-
mente llena de un 1l{quido viscosc incompresible (solu-
cibén de hemoglobina); siendo el llenado parcial una con
secuencia importante de su forma bicbncava, que permite
la deformacibén de la célula en una infinita variedad de
formag, sin cambios de volumen ni de area superficial -
(deformacibn isocdrica). La deformabilidad puede enton-
ces estar limitada por la viscosidad del contenido celu
lar o por incremento de la tensibén de la membrana. La -
deformacibn en forma de oblls del eritrocito en los capi-
lares estrechos, es el resultado de fuerzas de cigalla-
dura actuando sobre la cé&lula en diferentes direcciones.
La capacidad de deformacidn se reduce en condiciones de

hiperosmolaridad.
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Para CHIEN (1975) (107) la deformabilidad intrinse
ca del eritrocito est& determinada por tres factores: -
las propiedades viscoelfsticas de la membrana, la visco
sidad de la hemcglobina intraeritrocitaria (viscosidad

interna), y la geometria del eritrocito.

El estudio de la filtrabilidad sanguinea que hemos
realizado, mediante la valcoracibén del T.¥., D.F.3, 3y —
D.F.S.c, ha mostrado una menor filtrabilidad en los pa-
cientes afectos de una Diabetes Mellitus Tipo I que en
los sujetos normales. Esta menor filtrabilidad parece -
estar més influenciada por los niveles de Colesterol —--
Total Plasmbtico, que por el valor hematocrito. Esta me
nor filtrabilidad de los diabeticos, fue ya anteriormen
te detectada por unos trabajos previos nuestros (AZNAR

MARTIN y colab.) (1982) (130).

JUEAN 7 colab. (1982) (131) utilizandc la misma =-—
técnica que nosotros (técnica de hemofiltracidn de RELID)
encuentran que el tiempo de filtracibn esti mis alarga-
do que en los sujetos normales, y que volvia a la norma
lidad, después de someter al diabetico a la accidn con-
tinuada de la insulina, administrada con un péncreas ar
tificial durante 24 horas. Ademis encuentran que la fil
trabilidad de lcs eritrocitos normales, disminuye cuando
se les incuba en plasma de diabeticos insulin-dependien=-
tes no controlados; pero es normal en plasma de digbeti-

¢0s insulin-dependientes controlados con insulina median
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te pancreas artificial o en plasma de diabeticos insu--—
lin-dependientes incontrolados, a los cuales anaden in-
sulina "in vitro"; sugieren que esta (ltima, tendria una
accidén directa sobre la deformabilidad de los eritroci--
tos (hecho puesto en duda por Mc. MITLAN (1983) (87), vya
que al estar los receptores de insulina distanciados més
de un micrometroc en la superficie del eritrocito, el com
plejo insulina-receptor, poco puede influir en la forma
del eritrocito) si bien hablan en su favor los trabajos
de BRYSZEWSKA y LEIKC (1983%) (132), Le DEVEHAT y LIMOINE
(1981) (133) encuentran reducida la deformabilidad de --
los eritrocitos en dos grupos de diabéticos; y era mayor
en aquellos que presentaban una milcroangiopatia progresi-
vay; y la filtrabilidad la correlacionan con un nivel re-
ducido de ATP, e indican que el estado metabbdlico del --
eritrocito en el diabético, es similar sl de una pobla——

¢cibn de eritrocitos viejos.

Se ha sefialado una estrecha relacidn entre el nivel
de ATP eritrocitario y la capacidad de deformacibn. WEED
v colab, (1969) (134) proponen gue la depleccidn de ATP
impide al eritrocito su capacidad de deformarse, por no
poder mantener el bajo contenido de CaﬁF; ¥ que un incre
mento en la acumulacidn intracelular de Ca**, disminuia
la deformabilidad por inducir una alteracibn sol-a-gel de
la membrana (MEISELMAN y colab.) (1978) (135) y CLARK y -
colab. (1981) (136) estudian la rigidez de 1a membrana en

eritrocitos depleccionados de ATP y en eritrocitos carga-
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dos de Ca++; y comprueban una deformabilidad normal en
los eritrocitos depleccionados de ATP; la acumulacidn

de Ca™ en los eritrocitos, induce una pérdida masiva -
de iones y agua, y esta deshidratacibn induce un incre-
mento de la viscosidad intracelular con pérdida total -

de la capacidad de deformacibn del eritrocito.

DI AMANTOPOULOS v colab. (1981) (137) encuentran un
significativo descenso de la deformabilidad en diabéti-
cos con retinopatia, comparados con los nomales asfi co

mc con los que no la presentan.

PAULSEN y KOURY (1976) (138) demostraron que los -
espectros ("ghosts") de eritrocitos retenian hemoglobi-
ra glicosilada, y sugerian que la unibn a la membrana -
de la misma, podria inducir una reduccién de la deforma
bilidad de los eritroccitos. Investigaciocnes posteriores
no 1o han confirmado, asf{ BOUDART y colab. (1983) (139)
no encuentran relacibdn entre el tiempo de filtracibn y
la concentracidn de hemoglobina Alg estos autores sepa—-
ran cromatograficamente HbAla+-b,HbAlc v Hb Ao ¥ miden
su viscosidad; y encuentran que es diferente, las hemo-
globinas glicosiladas muestran una viscosidad 2,5 veces
mayor que las no glicosiladas y sugieren que quizis con
tribuyan a un aumento de la viscosidad interna del eri-
trocito, perc que no se traduce en ninguna alteracibn -

de su capacidad de filtracibdn por poros de 5 micras.



1al

BIDET y colab. (1981) (140) no encuentran ninguna
correlacibn entre la disminucibn de la filtrabilidad --

eritrocitaria, hemoglobina Alc y alfa 2 microglcbulinas

DELCBEL y colab. (1981) (1#1) encuentran que el —-
tiempo de filtracibn de los diabéticos, es mucho mayor
gue en los normales (en un grupo de 30 diabeticos y 32
controles), la diferencia era significativa en las muje
res de 50 anios; pero estardiferencia en el tiempo de fil

tracibn, desaparecia cuando se lavaban los eritrocitos.

Por otro lado La CELLE (198C) (142) utilizando mi--—
cropipetas de 2,8 micras de di&metro inferior y aspira—-
cibén de la membrana de eritrocitos intactos, no encuen--
tra disminucibdn en la deformabilidad de los eritrocitos
del diabético, ni tampoco halla diferencias en la rela-
jacibn posterior del eritrocito, respecto de los norma-
les. Tampoco SEWCEAND y colab. (1979) (143) obtienen di-
ferencias entre los nomales y diabéticos con retinopatia

proliferativa.

RAND y colab. (1981) (1l44) miden el tiempo de filtra
cidn de suspensiones de eritrocitos lavados 7 diluidos,
a través de poros de 3 micras. Las cifras de filtracién
eran semejantes entre los controles y ddabéticos que no
fumabany y estaban alargados en diab&ticos fumadores. --
Asi mismo, estaban también alargados en los sujetos fuma

dores. Yo existiendo correlacibn zntre la viscosidad to-
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tal de la sangre, del plasma, afinidad del oxigeno, he-

moglobina glicosilada, 2,3 IPG ¥ carboxihemoglobina.

STUART ¥ colab. (1983) (145) utilizando una técni-
ca de filtracién con presibn positiva con filtro Nucleo
pore de 5 micras en artericescleroticos, normales y dia
beticosy utilizando eritrocitos lavados, no encuentran
retrasoc de la filtracidn ni hay difefencias significati
vas entre los grupos; y lo atribuyen, a que al lavar -—-
los eritrocitos se elimina la supuesta hiperproteinemia.
Otro factor, que puede retardar la filtracibén, es el in
cremento del nfimerc de leucocitos, que debe corregirse

ajustando las muestras a unas cifras 'standard" de leuco

citos de 7,5 x 109/1.

SIRS y colab (1981) (l46) atribuyen la disminucién
de la deformabilidad comprobada, a una elevacidn de la
viscosidad del plasma; pero esta (ltima no es debida a
una elevacidn del fibrinbégeno; tampoco encuentran gque
la deformabilidad de los eritrocitos, estuviera relacip
nada con la existencia previa de complicaciones tales -

como retinopatia o enfermedades cardicvasculares.

NORTON y colab. (1981) (147) han comprobado que el
tiempo de filtracibn es exguisitamente sensible a cam——
bios en la proporcibn area de superficie/volimen, y se
eleva con las concentraciones intracelulares de hemoglo-

binay y al encontrar RAND y colab. (19381) (148) que en -
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los diabétices no hay diferencias con los normales, su-
ponen gque Sus membranas eritrocitarias son plegables y

que su ciltoplasma no es hipervisccso.

3ABA y colab. (1979) (149) marcen la parte hidrocar
bonada de la membrana con DPH y con técnicas de despola-
rizacidn fluorescente, comparsn la zicroviscosidad de -
eritrocitos normales y de diabéticos; y encuentran signi-
ficativamente elevados los niveles de la microviscosidad
de la membrana del diabé&tico, no existiendo diferencia -
entre hombres y mujeres, nl se correlaciona con la edad
del diabétice, duracidn de la diabetes, Colesterol del -
plasma, proporcidn Colesterol/fosfolipidos y actividad -
acyltransferasa Lecitina/Colesterocl, tampoco encuentran
diferencia de la microviscosidad entre diabé&ticos con y
sin retinovatia; y era significativamente méas diferente,
en aquellos diabé&ticos cuya glucemia era menor de 140 -
mg. en ayunas, de los que la glucemia era mayor de 140
mg. en ayunas; y parece relacicnarse la reducida defor-
mabilidad del eritrocito de los diabéticos con el con--—
trol actual metabdlico de los mismos. ¥ aunque la micro
viscosidad con esta técnica, es una viscosidad tridimen
sional del interior hidrcocarbonado de la membrana, y no
es equivalente a la viscosidad de la membrana; seghn —-
EVANS ¥ colab. (1978) (150) puede haber cierta relacidn

entre estas dos medidas.

DINTENFASS (1971) (1s51), (1976) (152), (1977) (153)
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v (1977) (154) encuentrz una mayor rigidez de los eritro
citos del diabetico, pero lo hace indirectamente calcu-
lando el término "Tk"™ de la ecuacidn de la viscosidad -
de la sangre de DINTENFASS; esto es, obteniendo el tér-
mino "HTk™ gque es igual a (71r0’4;1/11r0,4); en el cual
H es el hematocritc dado como fraccién de volumen, yT[r
es la viscosidad relativa de la sangre (esto es, la vis-
cosidad de la sangre medida a una velocidad de cizalla——
miento de 180 seg-l y dividido por la viscosidad del plas

ma)

Mp = (1 - TKH) ~23

VrrII‘ O,4= 1 - TKH

m™E = 1 -1/ 9F

encuentra que en la retinopatia disbetica habia una aso-
ciacibn con el incremento de la viscosidad de la sangre

lo cual no sucedia en la retinopatia no diabetica.

El término "Tk" aporta una medida de la rigidez de

los eritrocitos ¥y es independiente del hematocrito.

Por supuesto, que la disminuida defommabilidad eri
trocitaria no es patrimonio exclusivo de los diabeticos,
sino que también se ha revelado en otras circunstancias
patolbgicas tales como los relacionades por DORMANDY —
(1981) (155):
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Grupe A.- Causa conocida/reccnocida de snormalidad

hematoldgica.

Forma: Esferocitosis.
Macrocitosis.
Otras.
Membrana: Edad.
Anticuerpos.
Cuerpos de HEINZ,

Contenido: Hemoglobina anormal,

Talasemia.
Lesibn de almacenamiento.
Anormalidades enzimaticas.

Parfsitos.

Grupc B.- Enfermedades no hematoldgicas de causa -

incierta.

Agudas: Accidentes cerebro-vasculares.
Infarto de miocardio.
Después del acto gquirQirgico.
Tromboflebitis.

Crénicas: Enfermedad arterial periférica.
Diabetes Mellitus.
Contracepcibdn oral.

Tabaco.
Fenémeno de RATNAUD,

Enfermedad arterial coronaria.
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Asi mismo se ha comprobado en diabé&ticos la tenden-
cia a agruparse los eritrocitos "in vitro", van HERINGEN
(1973) (156), asi{ como "in vivo" DITZEL y MOINAT (1959)
(4) DITZEL 3 colab. (196C) (5).

Mc, MILLAN y colab.(1981) (157) desarrollan una nue
va técnica que les permite observar directamente los eri
trocitos en suspensiones diluidasy ¥ aprecian que formman
unos "dobtletes" ('"doublets") después de depositarlos en=-
cima de un porta. La formmacidn de "dobletes" consiste en
la elevacidn y subsiguiente aposicidn de unz célula so--
bre otray y este fenbmeno lo siguen y registran con cin-
tas de video, durante 20 minutos. Encuentran gque los eri
trocitos de la mitad de un grupo de 30 diabéticos, fore-
man menos de 3 "dobletes"; mientras que los no diabeti-——
cos formaban en el mismo tiempo, hasta 13 "dobletes"; ¥y
no hay correlacidn entre la cuantia de formacidn de "do-
bletes" y la glucemia basal, ni con el tipo de diabetes,
tratamiento y/o no existencia de complicaciocnes microvas-
culares, no influye la edad ni el sexo, ni la duracién -

de la diabetes.

Los eritrocitos que participan en la formacibn del
Hoblete", cambian de forma cuando uno asciende y se des-
liza sobre el otro. Este mismo movimientc estd impedido
por la gravedad y por la resistencia de sus membranas a
ser doblados; seglin ellos la reducida formacibn de "do--

bletes", es debida a una aumentada resistencia de la men
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brana celular a un répido doblamiento, mé&s que a una ver

dadera rigidez de la membrana.

El alargamiento del tiempo de filtracibn o disminui
da "deformabilidad" de los diabéticos, segin los hallaz-
gos propilos ¥ la revisibn de las sportaciones ajenas, es
un hecho que existe. No guarda ninguna relacidn con la -
gravedad de la diabetes, nivel actual de la glucemia ==cOQ
mo expresibn del grado de descompensacidn metabdlica—— ni
con la cuantia de la insulina que se le administra, exis-
tencia ¢ no de complicaciones micro y/¢ macrovasculares.
Comoc esta anomalfa desaparece cuando se lavan los eritro
citos o después de 1la plasmaféresis (en el fenbmeno de -
RAYNAUD)3 sugiere que la causa del alargamiento del tiem
po de filtracidn o disminuida "deformabilidad"” de los -
eritrocitos, reside en el plasma; y aun cuando se supone
es debido a una hipotética hiperproteinemia, no se ha po
dido concretar ni la cuantia, ni la calidad de la protel
na lmplicada, ya que no se ha encontrado aumento de fi--

brindgeno ni de ninguna fraccibén globulinica.

Hemos de anadir en estos comentarics, que la filtra
cibn sanguinea es una técenica relativamente sencilla de
poco costoso aparataje, ¥y por Ttanto, asequlble a cualquier
laboratorio, gue nos provee de los medios para evidenciar
esta circunstancia, presente en los diabéticos: alarga——
miento del tiempo de filtracibn o disminuida "deformabi-

lidad" eritrocitaria; cuyo determminismo todavia esti por
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sefialar, pero que es un dato mhs a tener en cuenta en -
la complicada patologia diabética. Claro es, que el tiem
po de filtracibén, no solo hace entrar en la cuenta a los
eritrocitos, sino que influyen en &1, también otros fac
tores que se deben considerar a la hora de valorarlo, ta
les como el valor hematocrito,nimero de leucocitos, Go=-
lesterol, fibrinogeno y viscosidad del plasma (MARCEL) -
(1981) (138).
- VISCOSIDAD

Nosotros simultinesmente a la medicibn del tiempo -

de filtracibn sanguinea, hemos determinado la wviscosidad

de la sangre total.

Las cifras obtenidas en un grupo de 25 sujetos nor-
males, no fumadores, sin enfermedad aparente son:”]_q_5 =
5,91, Mgg = 5:1%0,8, N gp5 = 4,420,437 55 = 4,07 -
0,4 cpsy M o = 2,21t 0,28 cps. Las cifras obtenidas en -
el grupo de 31 pacientes insulin-dependientes con un re-
gular control metabdlico han 51d0: " 45 = 5,81 0,9, M 90 =
5,21‘0,6,’71225 = 4,4% 0,4,*1450 = 4,0%0,4 cps; N e = -/
2,28%0,4% cps.

A gunos autores desde hace pocos anos vienen compro
bande que la viscosidad de la sangre total y del plasma
estén elevadas en el diabetico, y asi SKOVORG (1974) -/
(159), Mc, MILLAN (1976) (160) lo confirman en aquellos
en que se evidencia microangiopatia. Aungue estas altera

ciones ge pueden detectar al poco tiempo de desarrollar-
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se la intolerancia hidrocarbtonada, no parecen incremen-—
tarse con la duracifn de la misma (KOVORG) (1974) (159)
(Mc. MILLAN) (1976) (180).

En una clésica comunicacidn DINTENFASS y DAVIS —
(1977) (153) en un grupo de 65 diabétices tipe I en dis
tintos grados de severidad de su enfermedad; clasifican

dolos en:

1) Sin complicaciones vasculares.

2) Con discreta retinopatia (microaneurismas sola—-—
mente).

3) Retinopatia con hemorragia, exudados, insuficien-
cia renal y enfermedad arterial periferica o is~
quemia cardiaca severa.

Y quimicamenté por la glucemia basal, los deslindan eﬁ -

otros tres grupos:

1) Menos de 180 mg/dl.

2) Entre 1830 y 245 mg/dl.

%2) Por encima de 250 mg/dl.
Y les determinan proteinas, colesterol, glucemia, visco-
sidad plasmltica y de sangre total, agregacibn eritroci-
taria y viscosidad de trombos artificiales, fragilidad -
caplilary encontrando significativas diferencias entre es
tos subgrupos en viscosidad plasmatica, fibrindgeno, y -
formacibén de trombos artificiales. Encuentran una corre-

lacidn entre agregacidn eritrocitaria y glucemia en to-—-
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dos los pacientes con una significatividad de p < 0,05,
Las correlaciones en los subgrupos no scon significati-
vas, pero la comparacidn de las lineas de regresibdn de
los diferentes subgrupos, muestran numerosas diferen—-
cias. Asi, por ejemplc, regresiones lineales para la -
presibén capilar, como una funcibn de la viscosidad del
plasma, muestran una significatividad de p< 0,05 ¥ p <
0,01 para diferencias entre gravedad clinica l y 2, ¥
l y 3 respectivamente; la presibn capilar es funcién de
la agregacidn de eritrocitos y muestra una significati-
vidad de p<C,01l y p< 0,05 para diferencias entre los
grados de severidad clinica l y 2, y 2 y 3 respectiva-
mente; la agregacidn de cédlulas rojas como funcibdn de
la glucemia, muestra una significativa diferencia (p<

0,05) entre grados 1 y 2 de severidad clinica.

Al comparar las regreslones lineales de la fragili
dad capilar como funcibn de la viscosidad del plasma, -
viscosidad aparente de los trombos artificiales y rigi-~
dez eritrocitaria (esto f1ltimo calculado como el LHé&rmi-
no "Tk" de la ecuacidn de DINTENFASS, 1971) (154), se——
gin el grado de afectacién clinica, encuentran una sig-
nificativa diferencia de las inclinaciones de la regre-

sién lineal.

Estos estudios, indican una relacién entre las ——/
anormalidades capilares y factores hemorreologicos; sin

embargo, esta relacién llega a ser visible sblo al subdi
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vidir el grupo de pacientes en baja, media y severa dia
betes; las tres lineas de regresidn tienden a formar una
curva convexa, en la cual, el m&ximum (apex) corresponde
a un mediano grado de gravedad; ¥ se preguntan por qué
se forma este patrén tipo-méximo y por qué en las diabe
tes clinicamente m&s severas, hay una regresidn de la -
pendiente; encuentran una asociacidn significativa entre
la agregacibn de los eritrocitos y el nivel de la gluce-
mia; ¥ entre la agregacidn eritrocitaria y la proporcidn
albumina/fibrinbgenc. E1 signo de estas dos correlacio—-
nes es opuesto, un incremento del nivel de la glucemia
se correlaciona con un incremento en la agregacidn de -~
los eritrocitos, mientras que una disminucién (por bajo
de los valores normales) de albumina/fibrindgeno condu-—
ce también a un incremento de la agregacibn de los eri-

trocitos.

Estos hallazgos no concuerdan con nuestros resulta—
dos, pues no hemos encontrado un incremento de la visco-
sidad sanguinea, y tampoco hemos encontrado que la visco
sidad sanguinea se relacionase con la glucemia basal exis
tente, ni con la duracibn de la enfermedad, edad, ni gra-
do de obesidad de los enfermos, hechos ya sefialados por
SKOVORG (1974) (159) y SCHMID-SCHONBEIN y VOLGER (1976)
(1e1).

RAND y colab. (1981) (144) encuentran un discretc -

incremento de la viscosidad total en los diabeticeosy y -



152

ko que es més interesante, mayor incremento de la viscg
sidad en los eritrocitos lavados y suspendidos en "bu--
ffer"; ¥ por tanto es un dato contradictorio a la hipd-
tesis de que el incremento de la viscosidad era debido

al incremento de las proteinas plasméiticas anormales.

Es interesante, la comunicacién de ELDER y KENNEDY
(1981) (162) que obtienen una elevada viscosidad del —--—
plasma en la Diabetes Mellitus, y no encuentran correla
cidn entre la viscosidad y el gradeo de glicosilacién no
enzimitica de las proteinas plasméiticas, después de in-
cubar el plasma diabético durante 6 dias con glucosa --
26,3 mM. El nivel de proteinas glicosiladas no enzimati-
camente se incrementd en un 4C0%, pero no se modificd la

viscosidad del plasma.

SIRS y colab, (1981) (146) aun cuando encuentran in
cremento de la viscosidad del plasma, no pueden relacio-
narlo con su contenido en fibrinbgenoc. Cuando se practi-
ca una plasmaféresis se induce un descenso de la viscosi
dad total de la sangre en sujetos con enfermedad corona-
ria 7 periférica (KILPATRICK 7 colab.) (1979) (163) en -
un 83 y 30% respectivamente en la velocidad de cizalla——
miento mas baja y en la mAs elevada; ¥ un descenso de la
viscosidad del plasma entre el 21 7 59% 3 el fibrindgeno
se reduce en un 59%; el Colesterol en un 66% y los tri--
glicéridos en un 40%. Los triglicéridos wvuelven ripida-—

mente a la normalidad mientras todavia la wviscosidad es—
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ta reducida, lo cual sugiere que su papel en ella no es

impertante.

A la vista de nuestros resultados, podemos también
confimmar que en los diab&ticos tipo I la viscosidad --
sanguinea no esti influenciada por los niveles plasnétg

cos de triglicéridos.

Aunque LEONHART y colab. (1977) (164) demuestran -
que "in vitro" las lipoproteinas de muy baja densidad -
(VLIDL) y las lipoproteinas de baja densidad (LDL) pueden

Jugar un papel importante.

Un hecho interesante, en relacibdn a este problema,
es el trabajo de DODDS y colab. (1979) (165) que tratan
a ocho pacientes con sindrome de RAYNAUD, con plasmafé-
Tresis una vegz por semanay y tras cuatre semanas de tra-
tamiento encuentran una significativa disminucibdn de la
viscosidad, hallando también gue se mejora notablemente
la deformabilidad de los eritrocitos; encontrande una -
mejoria sintomatica de su alteracidn circulatoria, y —-
una mejorfia objetiva tras medicibn con téenica Doppler.
La plasmaféresis no indujo una disminucibdn del fibrind-
geno, ¥y piensan que esta mejorfa en la viscosidad y de-
formabilidad del eritrocito 3 su repercusibn circulato-
ria sean debidas a la retirada por la plasmaféresis de

aigln factor anormal.
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La nc alteracidn de la viscosidad sanguinea en nues
tros pacientes diabéticos ¥ la disminucidn de la filtra-
bilidad sansuinea no guardan relacidn alguna; son paré~

metros independientes.

En primera instancia porque la filtracibn sanguinea,
es una medida global de un grupo de factores heterogenecs
(eritrocitos -=viejos y jbvenes—- agregacidn de eritroci-
tos, nimerc de leucocitos, de plaquetas, hematocrito, ¥
demfs componentes del plasma); ¥ aunque en la viscosidad
total de la sangre influyen los mismos factores, pero no
en el mismo grade de efectividad (no es lo mismo el paso
de c&lulas por un poro, que la resistencia a la cizalla-
dura). Esto revela la existencia de una anomalidad san-
guinea en el diabético, una més dentro del complejo meta
bblico bioquimico, que se produce en esta situacién, pero
no parece guardar ninguna proporcionslidad, sino que es-
tas técnicas sirven para ponerla en evidencia. Adem&s, -
ni una ni otra determinacibn, corren parejas con la pro-
fundidad del trastorno metabbdlico ni con la duracidn del

mismo.

La influencia de la deformabilidad de los eritroci-
tos normales humanos sobre la viscosidad de la sangre ha
sido muy bien estudiado peor SCEMI D— SCHON BEIN ¥y colabe. —=/
(1969) (166) bajo diferentes condiciones experimentales:
viscosimetria de eritrocitos concentrados por centrifuga-

cidny filtracibn de eritrocitos en suspensibn a través de
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filtros Millipore de 5 micras y otros filtros, viscosi-
dad de eritrocitos endurecidos, ¥y estudio microscopicoy
fotomicrogrifico de los eritrocitos, sometidos a la ==/
accidn de un viscosimetro cono-plato transparente ("reos
copio”)., Comprueban que en presencia de eritrocitos alta
mente deformables, la sangre muestra una comparativa be-
ja viscosidad a elevadas velocidades de cizallamiento. -
A velocidades de cizallamiento de 50 sg-l, donde lascélu
las son disgregadas en c¢é&lulas individuales, no son de—-
formadas y se observa un movimiento de rotacidn, del eri
trocito, como la cinta de traccibén de un tanque. La de——
formacidn rotacional de los eritrocitos, reduce amplia—
mente la viscosidad de la sangre por varios mecanismos,
v el mis importante es probablemente la participacibn —-
del contenido celular en la corriente, y la consecuente
reduccidn de la disipacibn de la energia friccional en-
tre los planos laminares de cizallasmiento; otro factor,
es que los eritrocitos situan su eje mayor, paralelamen
te a la direccibn de la corriente, y como todas las cé-
lulas adoptan una transicibn semejante se reduce la in-
cidencia de colisiones, ¥ si se producen, el impacto es

ninimo.

La sangre presenta una caracteristica reolbgica y
es una inusual baja viscosidad a elevadas velocidades -
de cizallamiento y a hematocrito por encima del 35%; es
curioso que suspensiones concentradas de particulas sb-

lidas no bioldbgicas, o incluso de suspensiones de gotas
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de semejantes dimensiones, son mAs viscosas que la san--
gre en varios puntos de magnitud (GOLDSMITH) (1968) —-/
(167).

Por tanto, la viscosidad de la sangre, iiquido no——
newtonianc, est basada en diferentes mecanismos. La ba
ja viscosidad a velocidades de cizallamiento altas, es
una consecuencia de la deformabilidad de los eritroci-—
tos, rotacibén de la membrana y fluidez celular. Cuando -
esta fluidez esti reducida o abolida, la viscosidad de
la sangre a elevadas velocidades de cizallamiento y hema

tocrito normal, esti marcadamente elevada.

Cuando se disminuye la velocidad de cizallamiento,
tiene lugar una menor deformacidn del eritrocito 7 a ve-
locidades de cizallamiento por debajo de 50 sg'l, 1los ==
eritrocitos se acumulan en "pilas de monedas" con una ma
yor reduccidn de la cuantfa de cizallamiento, estos "rou
leaux" forman una estructura secundaria que incrementa -
en gran medida la viscosidad de la sangre cerca del esta
sis, y es también la responsable del umbral de fluencia
de la sangre.

IO - LIPIDOS

El Colesterol del suero, tanto libre como esterifi-~

cado, se distribuye igualmente en las lipoproteinas, asi

en las HIL entre el 20-45%, en las LDUL en el 50-70% y en
las VLIL tan sbloc en 5=10%,
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Las alteraciones en los lipidos plasmiticos detec-
tadas en nuestros pacientes diabéticosg son: elevados ni
veles de triglicéridos, normales niveles de HEIL, y LIL,

¥ disminuidos niveles de Colesterol Total.

Este perfil lipidico pedria, quizis, explicar la -
no alteracibn de la viscosidad sanguinea a altas veloci-

dades de deformacibn, gque hemos apreciadec en dicho grupo

El Colesterol y fosfolipidos del plasma interactilan
fuertemente con los eritrocitos y las plaquetas, pues no
contienen el aparato enzimftico necesario para la sinte-
sis o esterificacidn del colesterol ¢ sintesis de los --
fosfolipidos. La esfingomielina y lecitina, que forman -
més del 90% de los fosfolipidos, se intercambian lenta—-
mente con sus contragpartidas en la membrana del eritroci
toy; de ahf que la composicibn de los fosfolipidos y Aci-
dos grasos de los eritrocitos tiende a ser semejante a -

la del plasma.

Los trabajos de COCPER (1977) (1e8), (1978) (169) y
(1968) (170), sefialan que en el movimiento del Coleste--—
rol entre las lipoproteinas plasmiticas y membranas eri-
trocitarias esthn involucrados dos tipos de intercambios

difusivos:

12) Intercambio de simple equilibrio, en el cual -

una molécula de Colestercl de la membrana entra en el ——
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pPlasma y una molécula de Colesterol del plasma, entra -
en la membrana. Este proceso tiene una duracidn de dos

horas.

22) Este tipo de intercambio de Colesterol, inveolu
cra una participacidn del Colesterol con el "pool™ in-—-
tercambiable, esto es, la proporcibn de Colesterol en -
las lipoproteinas y en las membranas. ElL Colesterol no
es soluble en agua y no forma micelas o liposomas, en -
las lipoproteinas y membranas, esti solubilizado por los
lipidos polares, tales comoc los fosfolipidos. Entonces -
la participacibén del Colesterol entre membrana y las li-
poproteinas, esthi determinada por la cantidad relativa
de Colestercl a la de los fosfolipidos (proporcidn mo-—-
lar Colesterol/fosfolipidos) dentro de cada compartimen
to. El tiempo medio de particidn es entre 8 y 10 horas
(mucho més largo que el intercambio-equilibrio antes ci

tado),

En los eritrocitos, el 98% del Colesterol no esti
esterificado y se localiza exclusivamente en la membra-
na (el eritrocito viejc contiene mencs colestercl que
el joven y tambifn de fosfolipidos, su relacién molar -

no se modifica).

Una caracteristica notable, es la capacidad de in-
tercambio de Colesterol entre el plasma y el eritrocito,

y aunque su cuantfa varia en diferentes experiencias, €l
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tiempo medioc de equilibrioc es de dos horas. En el hom--—
bre el Colesterol eritrocitaric se puede intercambiar -
"in vitro" con el Colesterol de las HIL y LIL; en el ca
so del Colesterol de las LIL puede unirse hidrofébica--
mente a la membrana y este intercambio es independiente
de la temperatura. Es interesante consignar que cuando
log eritrocitos humanos son depleccionados de Coleste—-
rol por incubacibdn y luego puestos en contacto con Co—
lesterol 014, los eritrocitos no se rellenan pero se —-—
puede agpreciar algin intercambio. 5in embargo, si las -
lipoproteinas son desprovistas de Colesterol y se pone
en presencia de eritrocitos, las lipoproteinas se relle
nan a expensas del colesterol de los eritrocitos. En ~-
cuanto al Colesterocl de las EIL, también se ha comunicado

que existe algln intercambio con los eritrocitos.

La adicibn de colesterol a los fosfolfpidos incre--
menta la fluidez de los lipidos de la membrana. Zsta a -
su vez también esth influenciada por el nfmerc de enla—-
ces dobles insaturados dentro de las cadenas acyl de los

fosfolipidos; cuanto mhs tienen, la fluidez es mayor.

La dinfmica de los lipidos de la membrana, varia -
en zonas especializadas (por ejemplo se sabe que quizis
complejos lipido-proteico o de lipidos anulares, rodean
enzimas y receptores). Aun incluso en cada parte de la
bicapa lipidica, aislada del eritrocito y reconstruida,

se encuentra que aniones anfipiticos pueden ejercer un
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efecto diferente dentro de la membrana por localizarse
en la capa interna gque cuando se localizan en la capa

externa.

Debemos ariadir, que la relacibn entre el Coleste-
rol del plasma y los eritrocitos puede ser anormal en
condiciones patolbgicas. Hemos comentado que en un am-
plio margen de niveles de Colestercl séricoc normales,
la incubacibn de eritrocitos en ellos, no produce cam-
blos en el colesterol de los mismos; pero si los eritro
citos estin sobrecargados de Colesterol, pueden trans-
ferir su exceso al plasma; asi cuando eritrocitos nor-
males depleccionados de Colesterol por previa incuba——
¢ibn, son introducidos e incubados en suero normal, la
pérdida de Colesterol se acompafia de una reduccibn del
area superficial de los eritrocitos. Pero en plasma --
que contiene exceso de Colesterol, laxamente unido a -
las lipoproteinas o en presencla de plasma cOn exceso
de sales biliares gque inhiben la lecitin-Colesterol -
acyltransferasa (LCAT) (por ejemplo ictericia obstruc~
tiva), el Colesterol es arrastrado al interior de los
eritrocitos con incremento de su area superficial 7 —-
aparecen células con espolones ("spur"), comc en las -
afecciones hepéticasy también sparecen en la deficien-
cia congénita de LCAT, en cuya circunstancia existe -—-
una disminucidén marcada de LCAT, 7 con ella una ausen-
¢la o decremento de ester de colesterol en el plasma,

lipemia, elevacidn de la cantidad de colesterol total
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v un aumentc relativo de lecitina y descenso de la lise

lecitina en el plasma.

Con estudios de difraccibn de rayos X de la bicapa
lipfdica extraida de los eritrocitos, se ha sugerido, -
gue el Colesterol esth situadc en dicha capa con parte
de su nficleo esteroide entre las terminaciones polares
de los lfpidos, ¥y el resto, localizado en la regibn hi-
droffbica de la colaj mas tarde, se ha incorporado la -
nocidn, de que el Colesterol esth en racimos, dentro de
la bicapa lipfdica y separado de las proteinas. La cola
hidrocarbonada que es liquida a 372 C, implica la presen
cia de un "continuum" liquido en el interior de la mem-
brana,y que la presencia del Colesterol podria restrin-

glr estas areas fluidas.

SHIGA y MAEDA (1980) (171) y (1982) (172) en estu-
dios "in vitro" con eritrocitos humanos, modifican el -
contenido de la membrana sin alterar la forma, ni el vo
limen, ni modificando el ' intracelular, ni el 2,3 IPG
ni el adenilato, ni alterar el contenido de fosfolipidos,
¥ encuentran, gue los eritrocitos cargados de Colestercl,

Presentan las siguientes alteraciones funcionales:

a) Disminucidn de la deformabilidad.

b) Discreto aumento de la viscosidad, medido con un
viscosimetro cono-plato, ¥

¢) Retrasada liberacibn de oxigeno de los eritroci-

tos.
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Y estos cambios funcionales de la membrana del erd
trocito, inducideos por el Colestercl, pueden interactuar

asi:

Incremento del Colesterol
(elevada proporcién Colesterol/fosfolipidos)
Disminuecidn del movimiento de las cadenas
acyl (disminucibn de la fluidez de la mem-
brana).
Deformabilidad eritrocita—~ Disminuciédn de 1la difu-

ria disminuida. sibn de oxigeno en la -

\\\\ bicapa lipida.

Disminucibn del movi-

miento de rotacidn -

(tank tread). ‘\\\\

Viscosidad aumentada. Retraso de la libera——
cibdn de oxigeno por los

eritrocitos.

I.~ El incremento del Colestercl de la membrana, -
disminuye el movimiento de las cadenas acyl de los fosfo
lipidosy y esto es mis intenso en ciertas regiones, pro-
bablemente por el incremento de interacciones hidrofébi-

cas entre las cadenas acyl y el esqueleto del colestercl
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(STOCKTON 3y SMITH) (1976) (173)3; y consecuentemente la
fluidez de la membrana disminuye (CLDFIELD y colab.) -
(1978) (174).

1.~ La disminuida defomabilidad encontrada debe
ser explicada éor la disminuida fluidez de la membrana,
lo que también ocasiona una disminucidn del movimiento
rotacional, ya que la forma del eritrocito y su viscosi

dad intracelular estin inalteradas.

IIT.- Fncuentran una elevacidn de la viscosidad a

elevadas velocidades de cizallamiento.

IV.- También un enlentecimiento de la liberacién -
de oxigeno que 3e correlaciona con la disminucibn de la
fluidez de la membranay y ademis, el coeficiente de di=~
fusibn del oxigeno se reduce, a medida que se incremen-
ta la fraccibn de Colesterol (FISCHKOTFFS y VANDERKCOTI)
(1975) (175); (NICHCLSCN y ROUGHTON) (19351) (176).

En resumen, el incremento del Colesterol de la mem
brana induce un descenso en la deformabilidad (aproxima
damente un 10%), un disecreto aumento de la viscosidad,
un retraso de la liberacibn de oxigeno (sproximadamente

del 10%).

Los datos de nuestro estudio, no coinciden con lo

anteriormente expuesto, porque tal vez, en el presente
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trabajc "in vive",no estin tan alterados los niveles de

Colesterol membranario.



CONCLUSIONES.
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1) Los pacientes con Diabetes Mellitus =~
Tipo I, objeto de este trabajo, presentaban como grupo
una edad similar, al grupo de normales con el cual se -
les compard; si bien presentaban una obesidad en el ==/

31,4% de ellos.

2) Estos pacientes gque se trataban ambu-
latoriamente, no presentaban un buen control de su Dia-
betes Mellitusy sblo el 20% presentaba unos valores de
glucemia basal y media de las glucemias basales inferio

res a 150 mg/dl.

%2) La filtrabilidad sanguinea de los pa-
cientes diabéticos tipo I era inferior a la que se pudo
detectar en nuestro grupo de sujetos normales. Asi el -
tiempo de filtracibn fue en los diabéticos de 27,52 7,2
sg. ¥ en los normales de 19% 2,4 sg.3 el Déhito de Fil-
tracibn Sansuinea (DF3) 39,4% 10,lfal/sg v 5%,8+7.2 gl/



167

sg. respectivamente; y el D&bito de Filtracidn Sangui--
nea corregido (DFSC) 17,42 4,4 U.I, en diabdticos y 22,6

¥ 2,8 U.I, en los sujetos normales.

4) La viscosidad sanguinea es similar y
sin diferencia estadisticamente significativa,entre los
pacientes diabeticos y los sujetos normales. La viscosi-
dad sanguinea obtenida a diferentes velocidades de defor
macidn (’145,7190,“1225,”1450) en los diabeticos era: --
5,8¥ 0,93 5,2%0,65 4,4 0,4 3y 4,0 0,4 cps y en los nor
males 5,9*t 1; 5,1*0,8; 4,4t 0,6 y 4,02 0,4 ¢cps. La vis~
cosidad de Casson (7 ) tampoco era estadisticamente di-
ferente entre ambos grupos: 3,21% 0,28 cps en sujetos =-—

normales y 3,28% 0,43 c¢cps en los pacientes diabé&ticos.

5) E1l patrén lipidico de nuestros pacien-
tes diabeticos mostraba un Colesterol total inferior -=/
(172,2% 45,3 mg/dl) al grupo de normales (199,9% 33,3 mg/
dl). Por el contrario los niveles de triglicéridos eran
més elevados en este grupo (132,2* 71,7 mg/dl) que en -
los sujetos normales (93,6% 54,4 mg/dl).

No existia diferencia entre ambos grupos en el Co--
lesterol de las lipoproteinas de alta (HDLc) ¥ baja den-
sidad (LELC).

6) Flanalisis de las correlaciones entre

todas las variables estudiadas, sclo mostraba una corre-
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lacibn entre el hematocrito y la filtrabilidad sanguli--
nea por un lado, ¥ el valor hematocrito y viscosidad de

Casson por otro, sobre todo en los sujetos normales.

En los pacientes diabéticos el tiempeo de filtracibn
7 el d&bito de filtracibén sanguinea corregido se correla

ciona con los niveles de Colesterol total.

8) Asi pues, la filtrabilidad y viscosi=-
dad sanguineas en los sujetos nomales se van a ver in-—

fluenciadas por el valor hemabocrito.

9) En la filtrabilidad sanguinea de los -
pacientes diabéeticos, los niveles de Colesterocl total —-
juegan un mayor papel que el valor hematocritoj no influ

vendo para nada en la viscosidad sanguinea de estos.

10) Todas estas alteraciones detectadas —-
son independientes del grado de control y duracibn de la

Diagbetes Mellitus.



RESUMEN,



En la fisiopatologia de las complicaciones de la -
Diagbetes Mellitus se han visto involucrados varios fac-
tores. Desde hace varios afios se estd investigando sobre
las alteraciones del flujo sanguinec, que ocurren en los
diabéticos; siendo la hemorreologfa la ciencia que se en

carga de estudiar dichos fenbmenos.

Desde un punto de vista hemorreclbgico se han des—
crito varios hechos relacionados con la Diabetes Melli--
tus: alteraciones de la viscosidad plasmética y sangui--
nea, descenso de la deformabilidad eritrocitaria, entre

otros.

Dado que todavia, no estin bien asentados estos —--/
hallazgos nil sus causas; es la razdn que nos llevé g --
plantearnos el estudio de las posibles interrrelaciones
entre las alteraciones del patrdn lipidico y las posi--

bles alteraciones de la homeostasis hemorreclbgica.

Para ello, hemos estudiado un grupo de 31 pacientes
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afectos de Diabetes Mellitus Tipo I y un grupo de 25 su
jetos normales. A todos ellos se les estudidé la viscosi-
dad sanguinea, la filtrabilidad sanguinea, y el patrén -

plasmatico lipidico.

En el estudio de la viscosidad sanguinea; se valora
ron la viscosidad sanguinea a diferentes velocidades de
deformacibén (45, 90, 225 y 450 sg'l) v la viscosidad de
Casson. En el estudio de la filtrébilidad sanguinea, se
midid el tiempo de filtracidn y a partir de este se cal-

cularon el débitc de filtracidén sanguinea y el débito de

filtracidn sanguineo corregido.

Para valorar el patrdén plasmitico lipfdico se deter
minaron los niveles de colesterol total, triglicéridos y
el colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDLC)
v baja densidad (LDLC).

Los pacientes diabéticos presentaban una disminuida
filtrabilidad sanguinea, puesta de manifiesto por un ma—-
yor tiempo de filtracibén y menores débitos de filtracibn

sanguineos (DFS y DFS,).

Esta disminucibn en la filtrabilidad sangulnea de -
los pacientes diabéticos parece estar més influenciada -
por los niveles de colesterol total que por el valor he-

matocrito.
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No influenciandose por los niveles de triglicéridos,

HDLC ¥y LDLC.

No se ha podido detectar alteraciones en los pacien-
tes diabéticos en el estudio de viscosidad sanguinea. No
influenciandose por los niveles plasm&ticos de lipides -

ni por el valor hematocrito.

Todas estas alteracicnes detectadas eran independien
tes del grado de control y duracibén de la Diabetes Melli-

tus.
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