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ENDOTHELIAL DYSFUNCTION,
CORONARY HEART DISEASE
AND DIABETES MELLITUS

Background and objective: Diabetes
mellitus is a cardiovascular risk factor that
promotes the development of endothelial
injury, which is fundamental in the
physiopathology of ischemic heart disease.
Therefore, investigation of markers
indicating the presence of endothelial
injury in diabetic patients would be useful.
Patients and method: We performed an
observational study of 25 patients with
ischemic heart disease and coronary
atherosclerosis, diagnosed by coronary
angiography, whose only cardiovascular
risk factor was diabetes mellitus (group I).
There were 2 control groups, one with 10
diabetic controls without ischemic heart
disease or other cardiovascular risk factors
(group Il) and another group with 17
healthy controls (group lll). Activity of von
Willebrand factor (vVWf) antigen, as a
marker of endothelial injury, was
compared among the groups. Student's t-
test, the x? test, the coefficient of
correlation, and multiple regression
analysis, with a 95% confidence interval,
were used in the statistical analysis.
Results: Diabetic patients had higher vVWf
levels than healthy controls. Diabetic
patients with coronary atherosclerosis had
higher vWf levels than diabetics without
vascular complications. There was a
correlation between vVWF and fibrinogen
concentrations in group |.

Conclusions: vVWf is a risk factor for the
development of endothelial injury in
diabetics and is also a marker of risk for
the development of vascular complications
in these patients.
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Fundamento y objetivo: La diabetes mellitus es un factor de riesgo
cardiovascular que propicia la aparicion de una lesion endotelial,
fundamental en la fisiopatologia de la cardiopatia isquémica, por lo que
seria util la investigacion de marcadores que indiquen la lesion en
pacientes diabéticos.

Pacientes y método: Estudio observacional, realizado con 25 pacientes
diagnosticados de cardiopatia isquémica y alteracion endotelial
confirmada mediante coronariografia, cuyo unico factor de riesgo
cardiovascular es la diabetes mellitus (grupo I). Tomamos 2 grupos
control, uno de 10 sujetos diabéticos sin mas factores de riesgo ni clinica
de cardiopatia isquémica (grupo Il), y otro de 17 sujetos sanos sin factores
de riesgo cardiovascular (grupo Ill). Comparamos entre los grupos la
actividad del factor de von Willebrand (FvW) antigénico, como marcador
de lesion endotelial. Empleamos como herramientas estadisticas la
prueba de la t de Student y la de la x?, el coeficiente de correlacion y
analisis de regresion multiple, con un intervalo de confianza del 95%.
Resultados: Los pacientes diabéticos tienen mayores concentraciones de
FvW que los sujetos sanos; ademas, los sujetos con cardiopatia
isquémica presentan valores mas elevados que los diabéticos sin
complicaciones vasculares. Se comprueba cierto grado de relacion entre
las concentracions de FVW y fibrindgeno en el grupo I.

Conclusiones: El FvW es un factor de riesgo de lesidon endotelial en
diabéticos, y un marcador de riesgo de complicaciones vasculares.

Palabras clave: Factor von Willebrand. Diabetes complicada. Enfermedad coronaria.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es uno de los factores de riesgo car-
diovascular que participa tanto en el origen fisiopatélogico como
en la evolucidn de la cardiopatia isquémica (CI). Los diversos fac-
tores de riesgo cardiovascular acaban produciendo la aparicién de
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una lesion endotelial, que estd subyacente en la in-
mensa mayoria de los pacientes con CI'2.

Se han propuesto distintos marcadores para detectar
una lesién endotelial, entre ellos el aumento de las
concentraciones plasmaticas del factor de von Wille-
brand (FvW)>. Este es una molécula proteica com-
pleja, mensurable en plasma en el que se encuentra
habitualmente ligada al factor VIII, y que también se
localiza en el endotelio y el subendotelio, y en las pla-
quetas. Posee un peso molecular elevado, presenta una
disposicién proteica multimérica y afecta a 2 funcio-
nes hemostdticas principales; se encuentra implicado
en la adhesion de las plaquetas al coldgeno de las es-
tructuras subendoteliales y mantiene estables las con-
centraciones plasmadticas del factor VIII®7.

Obervada la relacion entre la diabetes, la génesis de
una lesion endotelial y la CI, realizamos un estudio en
25 pacientes diagnosticados de CI y sometidos a coro-
nariografia, cuyo unico factor de riesgo cardiovascular
fue la diabetes; en estos pacientes cuantificamos las
concentraciones de FvW y de hemoglobina glucosila-
da (HbA,.). Las comparamos con las que presentaban
los pacientes en dos grupos control: uno de 10 sujetos
diabéticos sin mds factores de riesgo cardiovascular ni
clinica indicativa de CI, y otro de 17 sujetos sanos
sin factores de riesgo cardiovascular. El objetivo del
trabajo fue estudiar si los sujetos diabéticos con enfer-
medad coronaria, y teéricamente libres de otros fac-
tores de riesgo cardiovascular, presentan concentra-
ciones elevadas de FvW, lo que reflejaria la lesién
endotelial subyacente en la CL.

MATERIAL Y METODO

Estudio observacional de casos y controles para evaluar si
la actividad del FvW antigénico en plasma es mayor en pa-
cientes con CI y DM (tipo 1 y tipo 2), comparada con la que
presentan los sujetos diabéticos sin CI ni otros factores de
riesgo cardiovascular conocidos y en sujetos sanos.

Se defini6 el tabaquismo como factor de riesgo cuando el
hébito era activo en el momento del estudio, o bien si los
pacientes habian fumado al menos 10 cigarrillos/dia en los
5 afios previos. Se aceptd que beber alcohol se podria inter-
pretar como factor de riesgo cardiovascular en caso de in-
gesta diaria de al menos 50 g/dia de etanol. Finalmente, se
consideré como dislipémicos y/o hipertensos a los pacientes
en tratamiento médico previo en el momento de su inclu-
sién en el estudio.

El grupo de estudio (grupo I) estaba formado por 25 pa-
cientes diabéticos diagnosticados de CI, sin mas factores de
riesgo cardiovascular conocidos, y libres de cualquier otra
enfermedad que pudiera alterar los marcadores estudiados;
la seleccién de enfermos se efectud segtin su historia clini-
ca, y tras realizar una analitica sanguinea en la que se inclu-
yeron las concentraciones de colesterol total y de colesterol
de las lipoproteinas de alta densidad (cHDL). Se seleccion6
a los 25 pacientes con estas caracteristicas de entre todos los
que se sometieron a un cateterismo cardiaco durante un pe-
riodo de 40 meses, en un hospital de tercer nivel.

Para establecer que la DM es un factor de riesgo cardio-
vascular, incluimos solamente a los sujetos a quienes se ha-
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bia instaurado tratamiento médico por esta enfermedad des-
de, al menos, los 6 meses previos al estudio. De los 25 suje-
tos, 17 (68%) eran tratados con insulina.

A todos los pacientes del grupo I se les realizé una coro-
nariografia por inestabilizacion clinica de su CI. Se consig-
naron los distintos tratamientos médicos que tomaban los
pacientes, asi como el nimero de las lesiones coronarias
significativas (mayores del 60% de la luz del vaso) detecta-
das en la coronariografia.

Se tomaron 2 grupos control: el grupo II, formado por 10
sujetos diabéticos sin CI, sin enfermedades concomitantes
que pudieran modificar los valores del FvW, ni otros facto-
res de riesgo cardiovascular conocidos, y el grupo III, com-
puesto por 17 sujetos sanos, sin factores de riesgo cardio-
vascular conocidos. A todos los pacientes se les extrajo una
muestra sanguinea, mediante venopuncién atraumadtica; en
los pacientes del grupo I la extraccién se realizé en los mo-
mentos previos a la coronariografia. La sangre extraida se
recogié en tubos Vacutainer® de 10 ml con citrato trisédico
al 3,8% como anticoagulante. Inmediatamente después de
la extraccién de la muestra, ésta fue centrifugada durante
10 min a 3.600 rpm; el plasma asi obtenido se congeld a
una temperatura de —80 °C hasta su andlisis.

La determinaciéon del FvW antigénico se practicé en un
autoanalizador ACL Futura, mediante turbidimetria de par-
ticulas de ldtex (prueba de IL-Test®, Marburg, Alemania).
Los valores de normalidad aceptados por el fabricante se
encuentran entre el 41 y el 150%. Estas pruebas se sometie-
ron a control de calidad interno en cada serie de determina-
ciones. Los valores de medida de las muestras sélo se acep-
taron si el valor de control estuvo en el margen de
confianza, validando asi los resultados.

Se realiz6 una determinacién de HbA,. mediante ELISA
por turbidimetria (BioSystems®, calibracion NGSP/DCCT;
rango normalidad, 4-6%) a los sujetos de los grupos Iy II, y
a todos los sujetos incluidos en los 3 grupos se les hizo un
estudio de coagulacién estiandar, que incluy6 recuento pla-
quetario, concentraciones de fibrindgeno, actividad de pro-
trombina y tiempo de tromboplastina parcial activada. Para
su medicion se empled un equipo autoanalizador ACL Futu-
ra, con los reactivos de IL-Test®, IL PT-Fib HS, IL APTT-
SP e IL Test fibrinogen-c.

Se determinaron las concentraciones séricas de colesterol
(total y cHDL) a todos los sujetos incluidos en los 3 grupos
del estudio.

Como herramientas estadisticas para comparar los datos
cuantitativos entre ambos grupos, tras aplicar el test de Kol-
mogorov-Smirnov para comprobar la distribucién normal
de los datos, aplicamos el test de la t de Student o el de Wil-
coxon en funcién de la distribucién de datos; estas herra-
mientas estadisticas monovariable se usaron en comparacio-
nes 2 a 2. Para comparar datos cualitativos utilizamos la
prueba de la x2. En todos los casos utilizamos un intervalo
minimo de confianza del 95%. Ademas, realizamos un su-
banadlisis entre los pacientes del grupo I, estudiando la posi-
ble relacién de los tratamientos médicos y el nimero de le-
siones coronarias con los valores de FvW. Para ello
aplicamos test de regresiéon multiple y el coeficiente de co-
rrelacion de Pearson.

RESULTADOS

En Ia tabla 1 se puede observar las caracteristicas
generales de los 3 grupos. No hubo diferencias signifi-
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TABLA 1. Caracteristicas generales de los grupos estudiados

Grupo I (n =25) Grupo II (n = 10) Grupo III (n = 17) p
Edad (afios) 53,8+8 55,3+ 10 50,2 +7 NS
Proporcién de varones 84% 70% 76% NS
Diabetes tipo 1 76% (n=19) 80% (n =8) - NS
Actividad del FvW (%) 219 £ 89 127 £20 68 £ 15 <0,05*
Fibrindgeno (mg/dl) 4753 £178,1 401,5 £ 106,5 295,6 + 66,8 <0,05°
Plaquetas (miles/p.l) 159.440 + 47.037 161.200 + 40.325 257.000 + 52.172 <0,05°
Activididad de protrombina (%) 88,6 +9.,0 88,2+ 11,7 98 £ 12 <0,05°
aTTP (s) 37,08 £ 12,2 36,94 + 14,01 29,7 £ 3,19 <0,05°
Colesterol total (mg/dl) 1874 + 34 178,3 £30 193,2 £ 47 NS
cHDL (mg/dl) 37,3+9,10 38,9 + 13,10 38,23 £ 10,58 NS
HbA . 7,68 £ 1,12 6,04 + 0,8 4,64 £ 0,8 <0,05*
Antiagregacion 100% (25) - - -
IECA 52% (13) - - -
Bloqueadores betaadrenérgicos 20% (5) - - -
Antagonistas del calcio 52% (13) - - -
Nitritos 84% (21) - - -
Varios farmacos 100% (25) - - -

“Prueba de la t de Student entre los 3 grupos.
Prueba de la t de Student entre el grupo I y los otros 2.

aTTP: tiempo de tromboplastina activada; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; FvW: factor de von Willebrand; HbA .: hemoglobina glu-
cosilada; IECA: inhibidores de la enzima de conversién de angiotensina; NS: no significativo.

cativas en las edades ni en la distribucién de sexos en-
tre los 3 grupos, ni en la proporcién de diabéticos tipo
1 entre los grupos I y II. En la misma tabla también se
hace referencia al tratamiento médico seguido por los
sujetos del grupo 1.

La comparacién de los valores del porcentaje de ac-
tividad del FvW antigénico y de los diversos parame-
tros del estudio estdndar de coagulacién, asi como los
resultados del estudio lipidico y de las concentracio-
nes de HbA ., también se muestra en la tabla 1. Apre-
ciamos las diferencias en los valores de los distintos
pardmetros analizados en los 3 grupos; los diabéticos
tienen concentraciones de FvW y de HbA,. mayores
que las de los sanos, y los diabéticos con CI tienen las
mads altas.

En el grupo I, el andlisis de correlacion entre los va-
lores de FvW y los pardmetros del estudio habitual de
coagulacion (incluido recuento plaquetario), las con-
centraciones de HbA,., y el colesterol total y el
cHDL, sdlo fue significativo entre el FvW y las con-
centraciones de fibrinégeno plasmatico (r = 0,51; p =
0,008). Un resultado similar se obtuvo en los sujetos
del grupo II (r = 0,738; p = 0,015), entre los valores de
fibrin6geno y de FvW. Por el contrario, en los sujetos
sanos del grupo III, no se confirmé correlacién algu-
na. El dltimo estudio de este tipo lo efectuamos entre
los valores de FvW y el nimero de lesiones coronarias
encontradas, sin significacién estadistica (r = 0,071;
p =0,736).

El estudio multivariable se efectué con un andlisis
de regresiéon multiple en los grupos I y II, tomando el
FvW como variable dependiente, y como indepen-
dientes, las diferentes variables predictoras expuestas
en las tablas 2, 3 y 4; solamente las concentraciones
de fibrinégeno guardaron cierta relacién con los valo-
res de FvW en el grupo 1.

DISCUSION

Presentamos un estudio descriptivo que muestra una
alteracién endotelial, cuyo reflejo analitico es una ma-
yor actividad en las concentraciones de FvW antigéni-
co, en sujetos diabéticos, con CI y lesién endotelial
demostrada.

Una de las limitaciones importantes del trabajo pre-
sentado es el nimero de sujetos incluidos; limitacion
justificable por los estrictos criterios de inclusién, ya
que no es sencillo encontrar sujetos diabéticos, sin otro
factor de riesgo cardiovascular, y que ademds hayan
sido sometidos a coronariografia. La potencia de las
herramientas estadisticas utilizadas también estd en re-
lacién con el nimero de sujetos de los estudios; por
ejemplo, la casuistica recogida limita la aplicacién de
andlisis multivariables mas completos que los emplea-
dos, con lo que los resultados presentados deben de cir-
cunscribirse a las caracteristicas de la serie presentada.

Otra limitacion estarfa relacionada con el hecho de
no haber diferenciado entre los sujetos con diabetes
insulinodependiente y no insulinodependiente, puesto
que esta diferenciacién podria implicar un sesgo de
seleccidn, sesgo justificado para evitar la atomizacion
de los resultados, dada la casuistica recogida.

Tampoco podemos obviar que, dada la metodologia
de recogida de datos, en la que sdlo se aceptaba la dis-
lipemia como factor de riesgo cardiovascular conoci-
do si los sujetos estaban recibiendo tratamiento médi-
co, es probable que se incluyera en el estudio a
pacientes con alteraciones en sus concentraciones de
lipidos. A este respecto, observamos que las concen-
traciones de lipoproteinas de alta densidad (HDL) me-
dia de los 3 grupos es inferior a 40 mg/dl, lo que ya
implica un factor de riesgo per se. No haber cuantifi-
cado los valores de triglicéridos también implica un
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TABLA 2. Analisis de regresion multiple: grupo |

Ecuacion de regresion:

FvW =- 179 + 0,254 fibrinégeno — 0,33 aTTP + 2,16 actividad de protrombina + 0,000361 plaquetas + 3,02 cHDL — 0,630 colesterol +
3,9 HbA . + 9.1 lesiones significativas en la angiografia

Predictor Coeficiente EE del coeficiente t P
Constante -179,5 268,4 -0,67 0,513
Fibrin6geno 0,2539 0,114 2,22 0,041
aTTP 0,334 1,452 -0,23 0,821
Actividad de protrombina 2,158 2,287 0,94 0,359
Plaquetas 0,0003609 0,0004659 0,77 0,450
cHDL 3,016 2,179 1,38 0,185
Colesterol —0,6304 0,5229 -1,21 0,245
HbA . 392 19,09 0,21 0,840
Lesiones significativas en la angiografia 9,07 21,83 0,42 0,683

S =77,5738; R? = 49,7%; R? ajustada = 24,6%

Andlisis de la variancia

Fuente DF SS MS F P
Regresion 8 95.242 11.905 1,98 0,117
Error residual 16 96.283 6.018

Total 24 191.525

aTTP: tiempo de tromboplastina parcial activado; cHDL: colesterol unido a lipropoteinas alta densidad; DF: grados de libertad; EE: error estandar; FvW: fac-

tor de von Willebrand; HbA,.: hemoglobina glucosilada.

TABLA 3. Analisis de regresion multiple: grupo | y tratamiento médico

Ecuacion de regresion:

FvW =225 + 24,5 antagonistas del calcio + 20,5 bloqueadores betaadrenérgicos — 25,4 nitritos + 5,1 IECA

Predictor Coeficiente EE del coeficiente t p
Constante 224,97 82,33 2,73 0,013
Antagonistas del calcio 24,53 46,33 0,53 0,602
Bloqueadores betaadrenérgicos 20,50 50,99 0,40 0,692
Nitritos -25,39 77,53 -0,33 0,747
IECA 5,06 50,51 0,10 0,921
S =96,2584; R? = 3,2%; R? ajustada = 0,0%

Anlisis de la variancia

Fuente DF SS MS F P
Regresion 4 6.212 1.553 0,17 0,952
Error residual 20 185.313 9.266

Total 24 191.525

DF: grados de libertad; EE: error estandar; FvW: factor de von Willebrand; IECA: inhibidores de la enzima de conversion de angiotensina.

sesgo de seleccidn, al infravalorar el antecedente de
dislipemia.

A tenor de los resultados de nuestro trabajo, pode-
mos afirmar que los diabéticos presentan unas concen-
traciones mas elevadas de FvW que las de las personas
sanas, y ademds éstas son mayores en los diabéticos
con lesién endotelial que en los diabéticos sin compli-
caciones vasculares demostradas. Este resultado coin-
cide con los presentados por diversos autores®!!, que
también encuentran mayores concentraciones de FvW
en pacientes diabéticos que en sujetos sanos, y lo rela-
cionan con las alteraciones endoteliales que se produ-
cen en las personas diabéticas, de manera que el FvW
es mds elevado en los diabéticos con complicaciones
vasculares. En esta linea argumental, nuestro trabajo
aporta como dato importante la constatacion de una le-
sién endotelial visualizada mediante la coronariogra-
fia; el hecho de que no se demuestre una correlacién
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directa entre las concentraciones de FvW y el nimero
de lesiones coronarias demostradas indicaria que el
FvW podria tener una alta especificidad para indicar la
presencia de una lesion endotelial, pero no la suficiente
sensibilidad como para discriminar la intensidad de la
alteracién una vez que ésta se ha producido, resultado
coincidente con el obtenido por Chann et al'? quienes
no encuentran relaciéon directa entre los valores de
FvW y la gravedad de las lesiones coronarias, midien-
do el grado de calcificacidn, en una serie de 181 pa-
cientes diabéticos. No obstante, el hecho de no haber
efectuado estudios més completos en nuestros pacien-
tes diabéticos para detectar alteraciones microvascula-
res (microalbuminuria, fondo de ojo, etc.), debe ser te-
nido en cuenta, puesto que no podemos discriminar
hasta qué punto la elevacion en los valores de FvW es
debida a la alteracion endotelial de la CI o a la enfer-
medad microvascular que podrian tener los pacientes.
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TABLA 4. Analisis de regresion multiple, grupo Il y hemostasia

Ecuacion de regresion:

FvW =163 — 0,053 actividad de protrombina + 0,171 fibrinégeno — 0,118 aTTP — 0,000113 plaquetas — 0,455 colesterol — 0,20 cHDL +
1,9 HbA, .

Predictor Coeficiente EE del coeficiente t p
Constante 163,0 136,5 1,19 0,355
Actividad de protrombina -0,0525 0,6614 -0,08 0,944
Fibrinégeno 0,17105 0,06685 2,56 0,125
aTTP —-0,1181 0,7272 -0,16 0,886
Plaquetas —-0,0001126 0,0003032 -0,37 0,746
Colesterol —0,4554 0,3582 -1,27 0,331
cHDL -0,201 1,147 0,18 0,877
HbA . 1,90 20,37 0,09 0,934

S =18,9561; R? = 80,3%; R? ajustada = 11,4%

Anélisis de la variancia

Fuente DF MS F P
Regresién 7 2.933,3 419,0 1,17 0,536
Error residual 2 718,7 359,3

Total 9 3.652

aTTP: tiempo de tromboplastina parcial activado; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; DF: grados de libertad; EE: error estandar; FvW:

factor de von Willebrand; HbA,.: hemoglobina glucosilada.

La relacién entre la concentraciones plasmadticas de
FvW vy las de fibrin6geno ha sido descrita por varios
autores en situaciones de alteracion endotelial'*!4; y se
puede considerar, ademas, la elevacién en las concen-
traciones de fibrinégeno como un reactante de fase
aguda, segiin otros investigadores'>!’. Este resultado
explicaria por qué en nuestra serie sélo se obtuvo sig-
nificacioén estadistica en el estudio de correlacién en-
tre las concentraciones de fibrinégeno y las de FvW
en el grupo I, ya que en éste las concentraciones de fi-
brindgeno se podrian interpretar como un reactante de
fase aguda, circunstancia que no se dio en los otros
2 grupos del trabajo.

En los resultados del estudio multivariable, observa-
mos nuevamente que solamente las concentraciones de
fibrinégeno en el grupo I guardaron relacién con las
del FvW. Ni el tratamiento médico de los pacientes ni
los resultados de la hemostasia estdndar del grupo II
obtuvieron significacion estadistica en el estudio multi-
variable. Este resultado coincide con el obtenido en el
andlisis univariable, con lo que se puede plantear la re-
lacién entre las dos moléculas. Como ya comentamos
previamente, podemos preguntarnos si cabe interpretar
el FvW como un reactante de fase aguda; en este senti-
do varios trabajos apuntan a la posibilidad de que el
FvW se pueda considerar como indicador de alteraciéon
endotelial, e incluso como factor de riesgo para la apa-
ricién de diabetes, y no como reactante de fase aguda
en sujetos diabéticos'®?3, con una significacién proba-
blemente diferente de la obtenida para el fibrindge-
no'>!®, lo que darfa adn més valor a nuestros resulta-
dos, y reafirma la relacién entre unos valores elevados
de actividad del FvW antigénico y la alteracién endote-
lial subyacente en los pacientes diabéticos con CI.

En resumen, los pacientes diabéticos tienen concen-
traciones mayores de FvW que las personas sanas, sin

factores conocidos de riesgo cardiovascular, y mayo-
res aun en los diabéticos con CI que entre los diabéti-
cos sin complicaciones vasculares demostradas o cli-
nicamente significativas.

Este resultado indicaria que el FvW podria conside-
rarse tanto un factor de riesgo de desarrollo de lesién
endotelial como un marcador de riesgo de complica-
ciones de lesion endotelial, una vez que ésta se desa-
rrolla para dar expresividad clinica.
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