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PROLOGO

Mas alld de los proteoglucanos y las glucoproteinas. Cuando se
explica bioquimica a alumnos de ciencias de la salud, al final del
capitulo de las proteinas, debemos estudiar el glicocalix. Es un tanto
aburrido porque su diversidad hace dificil sintetizar lo que supone el
glicocalix en la biologia. Es sencillo hablar de proteinas glomerulares
y proteinas fibrosas, pero el temario se vuelve espeso cuando tenemos
que hablar de las proteinas compuestas que se conjugan con azucares.
La complejidad de este tema radica en que no se conoce bien y por lo
tanto, no se puede explicar con pasion. De ahi la pertinencia de este libro.
Engolosinados con el ADN y las proteinas, los cientificos hemos
dejado a los azucares de lado, debido a que los azlicares son la tltima
frontera en biologia. Lo que se conoce de azucares estd a afios luz
de lo que sabemos del ADN o de las proteinas. Es relativamente
facil trabajar con las proteinas o el ADN. Las técnicas estan bien
establecidas. Ayuda mucho el hecho que las proteinas son aminoécidos
traducidos a partir de los tripletes de ADN. Asi, si modificamos el
ADN podemos producir cambios en las proteinas y eso nos ayuda a
entender su funcion. No sucede lo mismo con los aztcares. Es dificil
producir cambios en su estructura. En ciencia nos hemos limitado a
inactivar las enzimas encargadas de que un azucar se incorpore a una
estructura mayor. Digamos que los bidlogos moleculares han estado
engolosinados trabajando con ADN y proteinas y han dejado los

azucares de lado.

Lo hermoso del glicocalix es que ademas de las funciones obvias de
lubricacién, de permitir un espacio para mantener la estructura de la
célula o los 6rganos o para organizar el agua y los nutrientes es que se
trata de un codigo de informacion. ;Alguien ha dicho c6digo? Cuando
hablamos de c6digos atraemos a personas muy inteligentes a los que
les gustan los retos. De repente lo aburrido se vuelve atractivo. Hoy
en dia, bidlogos moleculares, de sistemas y computacionales estan
estudiando los codigos de azicares, lo que se ha venido llamando el
glucidoma, para comprender un nuevo lenguaje.

Y como siempre, el origen estd en las bacterias. Por ejemplo, las
bacterias mas primitivas, las arqueobacterias, ademas de la membrana
plasmatica, en el exterior tienen una pared celular constituidas de
capas S de glucoproteinas, pseudopeptidoglicano o polisacaridos. En
las eubacterias, la pared celular se compone de peptidoglicano que
actua como una malla que evita que la presion osmotica interna de la
bacteria descomponga la membrana plasmatica Estas paredes celulares
son estructuras organizadas, con limites definidos. Ademas, poseen un
glicocalix que no tiene limites definidos, se deforma con facilidad y
pueden exudar materiales poliméricos para crear biopeliculas.

La primera vez que la humanidad se dio cuenta que nuestra herencia
estaba escrita en el ADN fue en 1944, precisamente estudiando el
glicocalix de Streptococcus pneumoniae. Recientemente, hemos
descubierto el primer sistema de memoria colectiva estudiando

las biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa. De esa manera, el



glicocalix se nos muestra como algo mas que una pelicula mucosa
de glucoproteina que sirve solo para mantener hidratadas a las
células, canalizar nutrientes, vertebrar y soportar las membranas. El
glicocalix es donde la célula individual comprende que no esta sola.
Estas propiedades para identificar a una comunidad de células y asi
diferenciar lo propio de lo ajeno surgen hace 4000 millones de afos,
cuando aparece la primera bacteria. Las tres cuartas partes del tiempo
de evoluciéon del glicocalix se dio exclusivamente en bacterias y
protozoos porque los seres pluricelulares, como nosotros, aparecen en
la Tierra hace solo 1000 millones de afios. Las bacterias aprendieron a
diferenciarse en linajes mediante esas glucoproteinas y glucolipidos.
Pudieron asi crear comportamientos sociales, ayudar a aquellas que
eran semejantes y establecer estrategias para mantener a las ajenas.
Crearon comportamientos altruistas y egoistas. La produccion de
glicocalix estuvo regulada por sistemas moleculares que pueden ser
definidos como memoria colectiva. Por eso, cuando los protozoos
comenzaron a formar sistemas pluricelulares, todas esas herramientas
de comportamiento social, de diferenciar lo propio de lo ajeno, ya
estaban ahi. Los organismos pluricelulares utilizaron y utilizan el
glicocdlix para ordenar a las células diferenciadas en linajes, para
guiar su movimiento en el desarrollo y agruparlas en tejidos y 6rganos.
Hoy en dia, la medicina ha comprobado que incorporar al glicocalix
en nuestro mapa conceptual del cuerpo humano es imprescindible

para entender multiples procesos: la inmunidad de la infeccion,
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como defendernos del cancer, las enfermedades cardiovasculares,
la compatibilidad de los trasplantes o los defectos en el desarrollo
embrionario. El presente libro nos presenta los tltimos conocimientos
en este campo de manera rigurosa y amena. Espero que lo disfruten

tanto como yo lo he disfrutado.

Dr. Esteban Fernandez Moreira.

PhD y Docente - Investigador Universidad de las Américas, Quito.
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INTRODUCCION AL GLICOCALIX
ENDOTELIAL: RELEVANCIA CLINICA
Y ENFOQUE TRASLACIONAL.
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Dr. Jorge Luis Vélez. MD. MSc. PhD (c)

Capitulo 1

INTRODUCCION AL GLICOCALIX ENDOTELIAL:
RELEVANCIA CLINICA Y
ENFOQUE TRASLACIONAL.
INTRODUCTION TO ENDOTHELIAL GLYCOCALYX:
CLINICAL RELEVANCE AND
TRANSLATIONAL APPROACH.

Dr. Jorge Luis Vélez. MD. MSc. PhD (c)
“Las palabras nunca alcanzan cuando lo que
hay que decir desborda el alma”

-Julio Cortazar

RESUMEN

El glicocalix endotelial es una estructura sin forma definida
que recubre la capa luminal del endotelio vascular y que esta
constituido principalmente por tres elementos: proteoglicanos,
glucosaminoglicanos y glicoproteinas. Tiene funciones varias, entre
las mas destacadas: a. regulacion de la permeabilidad vascular a
los liquidos y moléculas; b. transduccion de las fuerzas mecdanicas
de tension vascular; c¢. regulacion de las cascadas de coagulacion
y fibrinolisis; d. proteccion de la adhesion leucocitaria, plaquetaria
y de patdégenos. Los determinantes de lesion del glicocalix pueden
ser de varios tipos, entre los mas relevantes: a. fuerzas de tension
anormales; b. especies reactivas de oxigeno (O2); c. incremento a

nivel plasmatico de sustancias como el sodio (hipernatremia, glucosa

— 15—
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(hiperglicemia) y colesterol (hipercolesterolemia); d. moléculas
proinflamatorias; cualquiera de las noxas citadas solas o combinadas
lesionan el glicocdlix y la disfuncion de éste se expresara clinicamente
como: a. disfuncion endotelial; b. incremento de la permeabilidad
vascular; c. filtracion de lipoproteinas al subendotelio; d. activacion de
la coagulacion; e. incremento de la adhesion de leucocitos y plaquetas
al endotelio.

Palabras claves: Glicocalix, endotelio, proteoglicanos. (DeCS-
BIREME)

ABSTRACT

The endothelial glycocalyx is a structure with no definite shape that
covers the luminal layer of the vascular endothelium and which consists
mainly of three elements: proteoglycans, glycosaminoglycans and
glycoproteins. It has several functions, among the most outstanding:
a. regulation of vascular permeability to liquids and molecules; b.
transduction of mechanical forces of vascular tension; c. regulation
of coagulation and fibrinolysis cascades; d. Protection of leukocyte,
platelet and pathogen adhesion. The determinants of glycocalyx injury
can be of several types, among the most relevant: a. abnormal tension
forces; b. reactive oxygen species (02); c. increase in plasma level of
substances such as sodium (hypernatremia, glucose (hyperglycemia)
and cholesterol (hypercholesterolemia), d) proinflammatory molecules,

any of the noxas cited alone or combined damage the glycocalyx and
— 16—
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the dysfunction of it will be expressed clinically as: a. endothelial
dysfunction, b increase in vascular permeability, c) filtration of
lipoproteins to the subendothelium, d) activation of coagulation, e)
increased adhesion of leukocytes and platelets to the endothelium.
Keywords: Glycocalyx, endothelium, proteoglycans. (MeSH-
NIH).

INTRODUCCION

Zacarias Hanssen (1590), Galileo ; Antoy Van Leeuwenhoek; Robert
Hook, entre otros dieron vida al microscopio 6ptico y con ello abrieron
las puertas a la microscopia culminando con la invencion del prolijo
microscopio electrénico por Ruska y Knoll (entre 1925 — 1932). Este
invento permitié conocer la célula y estructuras moleculares mas
pequefias, nos mostro que la célula (animal y bacteriana) esta limitada
externamente por una membrana, y que en algunas células éste limite
externo esta recubierto por una fina capa compuesta principalmente
por mucopolisacaridos que se la ha denominado glicocalix.

Los preparados para fijacion de la microscopia de luz y electronica
a base de glutaraldehido y tetradxido de osmio preservan los lipidos
y proteinas celulares, pero eliminan los hidratos de carbono; esto
hizo que el glicocélix sea una observacion relativamente reciente y
solamente posible gracias al uso de otro tipo de métodos de fijacion
como el rojo de rutenio, que estabiliza los grupos anidnicos y preserva

los hidratos de carbono poniendo de manifiesto el glicocalix (1-2).
—_17—
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El glicocélix ha sido observado en: bacterias (2), plaquetas (3-4),
enterocitos (5), c€lulas linfoblastoides (6), leucocitos (7) y endotelio

vascular (1).

ENDOTELIO VASCULAR

Inicialmente el endotelio era considerado una simple barrera fisica que
separaba la capa media de los vasos y la sangre, hoy se sabe que ese
concepto es incompleto ya que el endotelio es una capa unicelular que
amas de la labor de separacion mecanica es el regulador por excelencia
de la homeostasis vascular. Sus células producen varios tipos de
sustancias: a. de efecto vadodilatador (6xido nitrico, prostaciclina)
y vasoconstrictor (endotelina, tromboxano A2, anioén superdxido); b.
de efecto antitrombodtico que se encuentran en la superficie endotelial
(glicocalix) como el heparén sulfato, peptidoglicano, trombomodulina;
c. de regulacion de la fibrinolisis al sintetizar el activador e inhibidor
del plasmindgeno tisular; d. de la regulacion y crecimiento celular
mediante factores de crecimiento (factor de crecimiento derivado de
las plaquetas, factor de crecimiento basico derivado de fibroblastos,
endotelina 1); e. de inhibicion de la proliferacion y crecimiento
celular (factor de crecimiento transformador beta, 6xido nitrico,
prostaglandina 12) (8-9)

Sobre el 6xido nitrico (NO) diremos que es un radical libre de O2 o una
especie reactiva de O2 (ROS), que tiene la particularidad de regular al

alza o a la baja la produccion de ROS a nivel de las mitondrias de las

— 18 —
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células endoteliales (10).

Es de importancia su efecto vasodilatador, ya que la mayoria de los
métodos que valoran la funcidon endotelial se fundamentan en la
respuesta vasodilatadora al NO; ya sea por la aplicacion de acetilcolina
o por el incremento de las fuerzas de tension que estimulan la secrecion
de NO, como en la prueba de vasodilatacion mediada por flujo de la
arteria braquial, en la que se aplica una presion levemente superior a la
sistolica con el manguito de esfigmomandmetro y se mide la dilatacion
arterial que ocurre al liberar la presion del manguito. Esta prueba es
reproducible y se ha demostrado que un resultado anormal se relaciona
con incremento en el riesgo de eventos cardiovasculares agudos y se
asocia claramente con la presencia de los distintos factores de riesgo
Cardiovascular (11-13).

La pérdida de la respuesta fisiologica del endotelio se denomina
disfuncion endotelial, en ella se ve afectada la capacidad vasodilatadora,
antioxidante y de regulacion de la coagulacion con las consecuencias
clinicas inherentes (enfermedad coronaria, enfermedad vascular
cerebral, disfuncion eréctil, insuficiencia cardiaca) (14-18).

Entre otros los factores que determinan disfuncion endotelial se

enumeran en la tabla 1.

—19 —
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Tahla 1. Factores que dafian el glicocalix endotelial.
*  Trastornos delas fuerzasmecamcas de tension.
=  Enrimas heparinasa hiadluronidasa neuraminidasa metaloproteinasa delamatriz, ete.
=  Espectas reactivas de oxigeno.
=  Hipematremia
= Dieta aterogénica (hipercolesterolemia).
= Lipoproteinas debajadensidad omdadas.
»  Hiperalicemia aguda, hiperglicemia crinica diabetes miellitus I-11
= Factor de necrosis tumoral alfa.

= Hiperhomocisteinerma.
= Enfermedades autoinmunes: lupus entematoso sistémico, enfermedad indiferenciada del
tejido conechivo.

*Modificado de Frati-Munari 2013

La relacion de la disfuncion endotelial con la enfermedad coronaria
es una verdad establecida. Se ha demostrado que el grado de
disfuncion coronaria guarda relacion directa con la extension del dafio
aterosclerotico, con el nimero de arterias coronarias afectadas y con
el grado de obstruccion arterial (19).

El estrés oxidativo aumentado parece ser importante en la génesis de
la disfuncion endotelial que ocurre en la diabetes mellitus (20) y en las
enfermedades cardiovasculares (21).

En consenso se entiende que los distintos factores de riesgo
cardiovascular causan disfuncion endotelial y que ésta es la condicion
definitiva de la génesis posterior de la aterosclerosis (22).

La disfuncion endotelial también aparece como un mecanismo
potencial en las complicaciones microvasculares de la diabetes
mellitus, especialmente en la nefropatia diabética (20,23).

En la enfermedad venosa cronica, el incremento sostenido de la presion

TRASLACIONAL

venosa genera el incremento de diversas moléculas endoteliales
proinflamatorias como las moléculas de adhesion leucocito endotelio:
molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesion
vascular 1 (VCAM-1). Elevaciones importantes de éstas sustancias y
el incremento concomitante del factor de Von Willebrand diferencia la
enfermedad venosa severa de la leve (24). Al parecer el reclutamiento
y adhesion leucocitario que inducen son los responsables de lo citado
(25).
EL GLICOCALIX ENDOTELIAL
Estructura
Es la capa luminal que recubre el endotelio del arbol vascular (arterias,
venas, capilares).
Dependiendo del método utilizado para la fijaciéon en microscopia
electronica, puede verse de la siguientes formas: (figura 1)

* Rojo de rutenio: Como un material amorfo o grumoso.

e Azul alciano: Como una malla de finos filamentos.



INTRODUCCION AL GLICOCALIX ENDOTELIAL:
RELEVANCIA CLINICA Y ENFOQUE

INTRODUCCION AL GLICOCALIX ENDOTELIAL:
RELEVANCIA CLINICA Y ENFOQUE

TRASLACIONAL

Figura 1. Visualizacion del glicocalix en microscopia electronica,

en A con rojo de rutenio y en B con azul de alciano.

A |

Glicocdliz

Célula endotelial

Luz vascular

«Célula andotelial

* 0.2 ym

*Modificado de Frati-Munari 2013

Su espesor varia dependiendo del método y del tipo de vaso sanguineo,
varia de entre 20 a 500nm (26-29).
La estimacion del grosor in vivo del glicocalix puede hacerse midiendo
la distancia entre el endotelio y la columna de eritrocitos, esto se ha
hecho en vasos sublinguales y retinianos (30).
El glicocalix esta formado por tres componentes basicos (figura 2):

* Proteoglicanos.

* Glucosaminoglicanos (GAG)

* Glicoproteinas.

TRASLACIONAL

PROTEOGLICANOS

Los proteoglicanos son sintetizados en las células endoteliaes, los més
abundantes son: sindecanos 1, 2 y 4; glipicano 1 y perlecano.

Son cadenas proteicas con un dominio a nivel del citoplasma de la
célula endotelial (sostiene el glicocalix) y otro dominio externo en

donde se anclan las moléculas de glucosaminoglicanos.

GLUCOSAMINOGLICANOS

Se producen en la células endoteliales y probablemente a nivel
plasmatico, se unen fundamentalmente al proteoglicano en su dominio
externo, los principales son: heparan sulfato, condritin sulfato,
dermatan sulfato y en pequenas cantidades de queratan sulfato.

El hialuronano (4cido hialurénico) es un GAG no sulfatado que no
forma parte de proteoglicanos y que se encuentra de manera abundante

en la porcion mas superficial del glicocalix.

GLICOPROTEINAS
También de sintesis endotelial, se anclan al citoplasma endotelial
(al igual que los proteoglicanos), son proteinas cortas con cadenas
laterales de azticares ramificados, son de dos tipos:
a. Moléculas de adhesion endotelial que juegan un rol importante
en la senalizacion celular, como la familia de las selectinas (E,
P, L), integrinas y moléculas de adhesion intracelular (ICAM-
1, VCAM-1).
b. Complejos funcionales que regulan la coagulacion, fibrin6lisis
— 23—
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y hemostasia como el complejo de glicoprpteina Ib-IX-V que
se une al factor de Von Willebrand (28).
La porcion luminal del glicocélix, la que tiene contacto directo con
la sangre, tiene ademas incrustadas proteinas plasmadticas como la
albumina y GAG y proteglicanos de origen plasmatico.
Cabe mencionar que el glicocdlix es una estructura dindmica, no
estatica, que depende la interaccion de sus constituyentes y el
microambiente vascular (31-33).
Figura 2. Estructura del glicocalix, nétese la conformacion
transmembrana de los proteoglicanos y las glicoproteinas,

con azucares (GAG) unidos a nivel de la cubierta celular.

( ESPACIO EXTRACELULAR

glucoproteina  glucoproteina lr:rnos!ﬁ-\?r:ﬁ;ﬁa
transmembrana absorbida

glucolipido

cubierta celular
(glicocalix)

Bicapa lipida

. CITOsOL
* unidad de azucar |
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FUNCIONES

Se han identificado varias funciones (tabla 2).

Tabla 2. Funciones del glicoc:ilix endotelial.
»  Protector, sensory transductor de las fuerzas mecanicas del torrente sanguineo.
* Regulacién delapermeabilidad de agua v solutos.
»  Regulacién dela filtracién glomerular.

* Regulacién delapermeabilidad de macromoléeulas (proteinas).

*  Regulacién del hematocrito capilar v el flujo sanguineo capilar.

*  Barreraala filtracién delipoproteinas.

*  Prevenciéndela adhesién de plaquetas al endotelio.

= Prevenciéndela adhesién deleucocitos al endotelio.

* Regulaciénlocal dela coagulacién (prevencidn de trombosis, activacién de fibrinolisis).

*Modificado de Frati-Munari 2013

EN LA TRASDUCCION DE FUERZAS MECANICAS

El glicocélix es un modulador entre las fuerzas mecanicas tangenciales
del torrente sanguineo (fuerzas de tension) y las células del endotelio
vascular. Someter a fuerzas de tension (estaticas o pulsatiles) al
endotelio genera liberacion de NO, al degradar previamente el
glicocalix mediante lisis enzimatica (hialuronidasa, heparinasa)
se evita éste fendmeno (34-35), lo que demuestra la relevancia del
glicocalix en éste fendmeno.

Las fuerzas de tension excesivas causan una torsion del dominio
intracitoplasmatico de los proteoglicanos que se transmite al
citoesqueleto cortical de actina en la célula endotelial, ésta seria el
desencadenante de la liberacion de NO, parte de éstos cambios han
podido verse con microscopia confocal (1, 32-36)

Las fuerzas de tension normales son un factor de bienestar del

—_— 25—
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glicocdlix ya que incrementan la sintesis de hialuronano y GAG

sulfatados (37-39).
EN LA REGULACION DE LA PERMEABILIDAD

El glicocalix es mediador de los cambios de permeabilidad del agua
ante las fuerzas de tension, evita el edema y regula la filtracion de
proteinas (40-43). La carga negativa de los GAG es de alta importancia
para ello (44).

Al aportar sodio (Na) en grandes cantidades se observ disminucion del
grosor del glicocalix, esto permitio ingreso masivo de Na a las cé€lulas
endoteliales produciendo rigidez vascular y disminucion de la sintesis
del NO (45), esto explicaria por qué el consumo de sal agravaria y
perpetuaria la rigidez vascular en pacientes con hipertension arterial
(46).

Anivel renal el glicocalix es la primera capa de cuatro que determinan la
selectividad en el filtrado glomerular (glicocalix, endotelio fenestrado,

membrana basal glomerular, podocitos) (47-49).

EN LAADHESION DE LEUCOCITOS E INFLAMACION
Lesionar intencionalmente el glicocdlix con heparitinasa genera
incremento de la adhesion leucocitaria (50, 51). El hialuronano
(acido hialuronico) es cardinal para la activacion de los neutrdfilos
interactuando con el contrarreceptor CD44 de adhesion estimulado
por en TNF alfa (52).

Las citocinas proinflamatorias lesionan el glicocalix y generan
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aumento de la permeabilidad vascular a las macromoléculas. Henry
y Duling (53), infundieron TNF alfa en el musculo cremasteriano de
hamster, demostraron disminucion del grosor endotelial, penetracion
transcapilar de macromoléculas como alblimina, dextranos 70 y 580 e
inmunoglobulina G y adhesion leucocitaria incrementada.

Se postula que la degradacion del glicocalix estd dado por proteasas,
fundamentalmente por la metaloproteinasa de matriz (MMP) que se
almacena en vesiculas de la célula endotelial y que tiene afinidad
por el heparan sulfato y sindecano-1, esto desnudaria el endotelio y
expondria moléculas de adhesion como el ICAM-1 y el VCAM-1.
Este aspecto es relevante, ya que es el paso inicial de la diapedésis
leucocitaria e inflamacion vascular (54). Un dato a favor del concurso
de las MMP en la degradacion del glicocélix es su recuperacion y
estabilizacion tras la administracion de doxiciclina una tetraciclina
que inhibe la activacion de las MMP (55-57)

El fenémeno isquemia reperfusion también disminuye el grosor del

glicocalix e incrementa la adhesion leucoctaria (1,55-57).

EN LA COAGULACION

La lesion y pérdida de sustancia del glicocalix incrementa la adhesion
plaquetaria, también expone al heparan sulfato el mismo que activa
un efecto anticoagulante local al inducir produccion de antitrombina e
inhibir el factor Xa de la coagulacion.

El dermatan sulfato ejerce un efecto antitrombdtico al interactuar con
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el cofactor II de la heparina (HC II), esto inactiva directamente a la
trombina, por ende paraliza la cascada de la coagulacion.

En la regulacion del hematocrito y flujo capilar (58-60)

El glicocalix regula la concentracion de eritrocitos a nivel capilar, al
lesionarlo (con heparinasa) se produce una elevacion sostenida del
hematocrito capilar y se pierde el efecto Fharaeus Lindquist (efecto
del diametro del vaso sobre el riego sanguineo) (61, 62).
Experimentalmente se ha encontrado que la hiperglicemia aguda, a
mas de lesionar el glicocalix incrementando su permeabilidad, también
causa una disminucion de la densidad capilar con flujo sanguineo
efectivo.

Luego de relatar las funciones del glicocalix, es evidente que su
disrupcion genere consecuencias clinicas, las cuales las citaremos en

la tabla 3.
Tabla 3. Consecuencias del deterioro del glicocalix endotelial.

= Edema pericapilar.

* Incremento delapermeabilidad a macromoléeulas.

»  Incremento del hematocrito capilar.

» Disfuncién endotelial.

»  Disminucién delaliberacién de éxido nitrico en respuesta alas fuerzas de tensién.
= Filtracién de lipoproteinas (LDL) al espacio subendotelial.

»  Adhesién deleucocitos al endotelio.

= Adhesién de plaquetas al endotelio.

» Activacién dela coagulacién plasmatica.

*Modificado de Frati-Munari 2013

ENFOQUE TRASLACIONAL
Ahora que tenemos un concepto establecido del glicocalix, hay

TRASLACIONAL

que tratar de extrapolar éstos conocimientos y potenciales blancos
terapeuticos al uso clinico, para ello citaremos ciertas patologias en
las cuales la lesion endotelial y por ende del glicocélix tienen un rol
cardinal en su fisiopatologia.

* Glicocalix y Diabetes: El factor de dafio endotelial es la
hiperglicemia, el blanco clinico seria la restauracion del
glicocalix, para ello se administra un farmaco llamado sulodexide
(una mezcla de heparina, dermatan sulfato y condritin sulfato)
que inhibe la heparanasa y a la MMP, los resultados en diabéticos
tipo II han sido alentadores (64).

* Glicocalix e Isquemia: En donde el dafio del glicocalix se da
tanto por la isquemia, como por la reperfusion posterior, se
ha planteado la medicion de GAG para determinar el grado
de lesion endotelial y se esta usando ya con relativo éxito
farmacos que regeneran el glicocalix como el suledoxide ya
citado (64), verificando disminucion del area de infarto, de las
concentraciones de proteina Creactiva y moléculas de adhesion
intracelular en el 4rea de miocardio estudiado.

* Glicocalix y Sepsis. El dano al glicocalix es producido por
un estado inflamatorio sistémico que lleva a sobreexpresion
de las moléculas de adhesion intracelular (65-68) y activacion
de la heparanasa (69, 70), cualquiera de éstas dos vias podria

ser modificada farmacoldgicamente y verificar si esto conlleva
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a disminucion de la trombosis microvascular, la fuga capilar
que entre otros son determinantes independientes de falla
multiorganica.

* Glicocalix y Aterosclerosis: Se busca principalmente restaurar
el glicocdlix disminuyendo la acumulacion de colesterol y
plaquetas (estatinas y aspirina respectivamente), y a nivel
experimental se estd usando albumina, heparan sulfato, condritin
sulfato y rhamnan sulfato (similar al heparan sulfato) para

restaurar el endotelio y glicocalix lesionado.
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“Todos los triunfos nacen cuando nos atrevemos a comenzar”

-Eugene Ware.

RESUMEN

Anatomicamente, el recubrimiento interno de estructuras como el
corazdn, vasos sanguineos y vasos linfaticos, estd conformado por
células endoteliales y estas a su vez, en su porcion apical, contienen
una estructura compleja conformada por macromoléculas, a la que se
denomina glicocélix. Como componentes principales de esta estructura
tenemos a proteoglicanos, glicoproteinas y proteinas de union, cuya
funcion principal la desarrolla en territorio endotelial, regulando la
permeabilidad mediante el mantenimiento de la presion oncoética
en la barrera endotelial, ademas, regula la acciéon de moléculas de
adhesion y la migracion leucocitaria, evitando de esta manera la
trombosis intravascular, sin olvidar su funcién de regulacion del tono
microvascular. El objetivo de esta revision es conocer los conceptos
actuales acerca de la funcion del glicocéalix dentro de una patologia
muy comun en la actualidad como la diabetes, lo que nos ayudara a un
manejo mas especifico de estos pacientes en estado de gravedad. (1)
Palabras clave: Glicocalix, proteoglicanos, glicoproteinas, proteinas
de union, diabetes (DeCS-BIREME).
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ABSTRACT

Anatomically, the internal coating of structures such as the heart, blood
vessels and lymphatic vessels, is made up of endothelial cells and these
in turn, in their apical portion, contain a complex structure made up
of macromolecules, which is called glycocalyx. As main components
of this structure we have proteoglycans, glycoproteins and binding
proteins, whose main function is developed in the endothelial territory,
regulating the permeability by maintaining the oncotic pressure in the
endothelial barrier, also regulates the action of adhesion molecules and
leukocyte migration, thus avoiding intravascular thrombosis, without
forgetting its microvascular tone regulation function. The objective of
this review is to know the current concepts about glycocalyx function
in a very common pathology such as diabetes, which will help us to
more specific management of these patients in a state of gravity. (1)
Keywords: Glycocalyx, proteoglycans, glycoproteins, binding
proteins, diabetes (MESH-NIH).

INTRODUCCION

La hiperglucemia en su forma aguda o en su forma crénica como la
que esta presente en pacientes con diabetes mellitus, se asocia con
mayores tasas de morbilidad, mortalidad y disminucién del resultado
clinico. Se conoce que la hiperglucemia genera una vasculopatia con

disminucién de la vasodilatacion dependiente del endotelio, aumento
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de la permeabilidad capilar en general, sobre todo para proteinas
grandes como la albimina, edema de células endoteliales, disminucion
de las dimensiones y diametros capilares y engrosamiento de la lamina
basal.

El glicocélix de las células endoteliales, es un factor significativo
en la regulacion microvascular por su accion sobre el volumen y la
permeabilidad de los capilares, la evidencia demuestra un papel de
este en modelos de lesion endotelial por hiperglucemia, convirtiendo
en protagonista al estrés oxidativo y a una mayor adherencia de
leucocitos, obteniendo como resultado, una alteracion endotelial
global con pérdida funcional de los capilares. (2-12)

Como sabemos, la diabetes mellitus es una enfermedad de origen
metabolico clinicamente bien conocida, relacionada con la ausencia
o resistencia a la insulina y la posterior génesis de hiperglucemia.
Los pacientes que poseen esta patologia, tienden a desarrollar
complicaciones vasculares, microalbuminuria, retinopatia y nefropatia,
y riesgos elevados de eventos cardiovasculares aterotromboticos.
Los mecanismos patoldgicos que son la génesis en la enfermedad
vascular asociada a la diabetes, incluyen inflamacion vascular
acentuada y aumento del estrés oxidativo. Todas estas complicaciones
estan relacionadas con funciones vasculares alteradas, como la
permeabilidad endotelial mejorada y la funcion del 6xido nitrico

sintetasa alterada, lo que compromete la capacidad protectora de la
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pared del vaso y afiadido a ello, una funcién alterada del endotelio en
pacientes con diabetes mellitus que muestran signos de degradacion
del glicocalix. En el glomérulo, el dafio al glicocalix endotelial puede
alterar la permeabilidad de los lechos capilares(18), que se evidencia
clinicamente como la albuminuria mas un aumento de la permeabilidad
microvascular sistémica. (4)

Una caracteristica importante de la diabetes es que la vasculatura se
torna muy vulnerable, con la caracteristica de presentar aterogénesis
acelerada.(19) Se ha demostrado que existe asociacion positiva
entre la diabetes y una disminucion de la capacidad protectora de la
pared del vaso, asi mismo, se asocia también, con un aumento de la
permeabilidad del endotelio, un aumento de la adhesion leucocitaria
y una alteracion de la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO), de
esta manera se esclarece la fisiopatologia inicial del dafio endotelial,
sin embargo, ain falta descubrir completamente la via comun de
afectacion del glicocalix. (2-8)

Como se ha explicado anteriormente, el glicocalix, con un grosor de
hasta 1 pm, cubre el endotelio y consiste en proteoglicanos derivados
de células endoteliales, glicoproteinas y proteinas plasmaticas
adsorbidas, de todos sus componentes(17), resalta uno en especial, los
glicosaminoglicanos hialuronanos(9), ya que toman un protagonismo
crucial para mantener las propiedades de barrera endotelial para las

macromoléculas plasmaticas. El glicocalix también sirve como un
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mecanosensor de estrés por cizallamiento, mediando la liberacion de
NO inducida por cizallamiento por las células endoteliales.(13-20)

Con todo esto podemos concluir que la homeostasis vascular depende
en gran medida de la integridad del glicocalix y que cualquier alteracion
en el mismo, contribuye a una mayor vulnerabilidad del sistema

vascular y mds atin en un panorama de hiperglicemia sostenida. (2)
Fig. 1. Representacion esquematica del

glicocalix y sus constituyentes (15)

Tomado de: H. Kolarova, B. Ambruzova, L. Svihalkova Sindlerova, A. Klinke,

L. Kubala, Modulation of endothelial glycocalyx structure under inflammatory
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Papel de las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno en la
degradacion del glicocalix en la enfermedad vascular.

El estrés oxidativo y las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
de nitrogeno (RNS) son de real importancia en el contexto de la
degradacion del glicocalix(11-14); al referirnos a ROS tomamos en
cuenta a perdxidos y radicales aniones como carbonato (CO3. —)
y radical hidroxilo (. OH) que actian de una forma no enzimatica,
formando enlaces quimicos de alta afinidad con moléculas como
ADN, proteinas, lipidos y otras especies de oxigeno, modificando su
estructura; citamos como ejemplo la reaccion quimica de union entre
el anion superdxido (O2 -) y un (RNS) el 6xido nitrico (NO) formando
peroxinitrito (ONOO) que es otro tipo de (RNS), pero tal union,
conlleva a la disminucion del (NO) que es clave para la regulacion del
tono vascular en condiciones fisiologicas. De manera similar (ROS)
y (RNS) se caracterizan por actuar directamente en componentes del
glicocalix como lo son los glucosaminoglicanos como heparan sulfato
(HS), seguido de sulfato de condroitina (CS) y sulfato de dermatan
(DS), pero hay un GAG especial conocido como hialuronano (HA)
(13) que es sintetizado en la cara interna de la membrana plasmatica y
que se caracteriza por ser lineal, no sulfatado, cargado negativamente
y compuesto de unidades repetitivas de acido glucuronico y N-acetil-
glucosamina, este HA es el mas susceptible a las modificaciones

quimicas y cuyos fragmentos estimulan la produccion de ROS por
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parte de fagocitos sanguineos de manera directamente proporcional al
tamano. (3-5)

Efecto de metaloproteinasas de matriz activada en la degradacion
del glicocalix

De manera indirecta, las ROS en el tejido endotelial, activan
metaloproteinasas (MMP) de la matriz que son endopeptidasas
dependientes de zinc que tienen como funcion principal, la degradacion
de gelatinas, elastina y por su puesto, coldgeno de la matriz celular,
dando como resultado la remodelacion vascular, dentro de las
patologias vasculares, entre ellas la diabetes, las fuentes de produccion
principales de MMP son las células inflamatorias, pero también se
mencionan una vez que son estimuladas por citocinas de macréfagos
activados(10), a células del musculo liso tanto endoteliales como
vasculares.

Las MMP dafian los componentes del glicocalix una vez g han escindido
el nucleo proteico de los proteoglicanos, como los sindecanos, lo que
da como resultado la disminucion del HS unido a sindecanos en la
capa superficial, la presencia de sindecanos libres de HS, promueve
la trombosis y la inflamacion endotelial. Por lo tanto, se cree que la
inhibicién de MMP especificas podria proporcionar una opcion para

atenuar la destruccion del glicocalix en la enfermedad vascular. (3-5)
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Efectos de la heparanasa y la hialuronidasa activadas en la
degradacion del glicocalix

La permeabilidad de la barrera endotelial estd generada por la
produccion de ROS, que, a su vez, su fuente de produccion estd
basada en la presencia de HA de bajo peso molecular que provienen
de hialuronidasas extracelulares especificas, esto junto con el
desprendimiento de HS por heparanasas, permiten la adhesion al
endotelio de leucocitos circulantes mediante la uniéon de moléculas
de adhesion intercelulares como lo son el (ICAM-1) y la molécula de
adhesion de células vasculares (VCAM-1).

Por otro lado, HA y HS de bajo peso molecular, tienen la capacidad
de activar la expresion de citoquinas tanto en monocitos como en
macrofagos(10), activando a moléculas como el CD44 y a receptores
Toll-like 2 y 4 para la activacion y translocacion nuclear del
factor nuclear-kB, que da como resultado la expresion de citocinas
inflamatorias (por ejemplo, TNF-a, IL-1p e IL-8) y de ellas el TNF-a
puede activar MMP para la generacion de ROS, intensificando
de esta manera el dafio de la membrana endotelial y del glicocalix
especificamente. (3-5)

Acidos sialicos y sus enzimas moduladoras en patologia vascular
En la actualidad, estudios sobre el efecto del monosacarido terminal
(SIA) sobre glucanos unidos a oxigeno y nitrégeno de glicoproteinas

y sobre glicoesfingolipidos estan tomando importancia. Los SIAS
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comprenden una familia de azicares a-ceto acidos que contribuyen
a la carga negativa de la capa de superficie endotelial y, ademas,
juegan un papel muy importante en la interaccion célula — célula y
en los procesos de comunicacion celular. La sialilaciéon de varios
receptores y moléculas de adhesion en la membrana plasmatica
afecta su capacidad para interactuar con otras macromoléculas, lo
que afecta mecanismos de sefializacion extra e intracelulares, ademas,
los SIAS estan involucrados en la regulacion de la via alternativa de
la activacion del complemento, el trafico de leucocitos y el control
de la activacion de las células inmunes. La sialilacion de proteinas y
receptores de superficie depende de numerosas enzimas que sintetizan
SIAS libre de glucosa y que activan o modifican los SIAS, transportan
SIAS activadas al aparato de Golgi y las transfieren a glicoproteinas
y glicolipidos (sialiltransferasas). Ademas, las sialidasas desempefan
un papel importante en la patologia vascular, en la regulacion de la
adhesion de células inmunitarias y plaquetas al endotelio. Teniendo en
cuenta todos aspectos anteriores, esta claro que la multitud de procesos
regulados por enzimas moduladoras de SIA y esta molécula en si
requieren mas investigacion, especialmente en el sistema vascular,
donde regulan procesos fundamentales en patologia vascular. (3-5)

Ademas, relacionando de forma indirecta con las alteraciones de
la estructura del glicocéliz, los mediadores inflamatorios también

pueden aumentar el ancho de la union endotelial y, en algunos casos,
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inducir orificios transcelulares parafuncionales, asociados con una
mayor permeabilidad, como se ha demostrado tanto en modelos
animales como en humanos con diabetes. El dafio mediado por la
hiperglucemia a los podocitos puede dar como resultado una reduccion
de la produccion del factor de crecimiento endotelial vascular, lo
que conduce a la disfuncion glomerular de las células endoteliales y
posiblemente también a la disrupcion del glicocalix. (4)
Fig. 3. Mediadores de la degradacion del glicocalix en

los trastornos vasculares asociados a la inflamacion.
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Tomado de: Irina Sieve, Anja K Miinster-Kiihnel. Regulation
and function of endothelial glycocalyx layer in vascular diseases.
Elsevier Vascular pharmacology 100 (2018) 26-33.

Estrategias terapéuticas dirigidas a evitar el dafio del glicocalix
De acuerdo a todos los procesos que hemos citado que desencadenan
dafio del glicocélix, podemos esperar que la inhibicion de algunos de
ellos pueda frenar el dafio endotelial. Dada la importancia de mantener
una estructura endotelial intacta, se han desarrollado algunos estudios
para promover la integridad del glicocdlix, sin embargo, la mayoria
de estos trabajos no se han realizado en humanos, asi que se requieren
mas estudios que demuestren acciones reales para evitar el dafio del
glicocalix con el objetivo de mejorar la patologia vascular desde su
esencia. (3)

Se ha demostrado que la restauracion completa del espesor del
glicocalix después de sufrir dafo agudo estructural por citoquinas y
enzimas, requiere alrededor de 7 dias. (7)

Estudios en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 han demostrado
que la administracion oral de GAG de bajo peso molecular en forma
de sulodexide que es una mezcla de 82% de heparina 17% de DS y
<1% de CS, restaur6 el espesor del glicocalix mediante la inhibicion
de la heparanasa y la actividad de MMP-9, después de 8 semanas
de tratamiento, ademads, sulodexide posee actividad antitrombotica,
profibrinolitica, vasculoprotectora y efectos benéficos sobre la
resistencia a la insulina en estudios preclinicos, no se han reportado
hasta el momento efectos adversos en pacientes diabéticos hasta los 12

meses de uso, convirtiéndolo en un fairmaco bastante prometedor.(3)
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Otra terapéutica toma en cuenta a los glucocorticoides por su accion
antiinflamatoria, en especial la hidrocortisona ya que cumple un papel
protector, preservando la integridad del glicocalix, sin embargo, su
mecanismo de accion en este ambito, aun no es claro y se piensa que
con el uso de antiinflamatorios mas comunes se podria tener el mismo
resultado y sin los efectos secundarios caracteristicos de este tipo de
farmacos. (3)

La antitrombina III es un inhibidor fisioldgico de las serina proteasas,
como la trombina y la elastasa, esta sustancia, no solo inhibe las
anormalidades de la coagulacion, sino que también reduce la
respuesta inflamatoria con un mecanismo de acciéon basado en
promover la produccion endotelial de prostaciclina al interactuar
con glucosaminoglicanos similares a la heparina, una parte vital del
glicocalix endotelial. Esta union también es fundamental para acentuar
su inhibicion de la trombina. Ademas de lo anterior, se ha descubierto
que la antitrombina se une fuertemente al glicocalix, posiblemente,
un nivel suficiente dentro del glicocélix puede obstruir el ataque de
proteasas, heparanasa e hialuronidasa, evitando asi la diseminacion.
Estos prometedores resultados claramente justifican una evaluacion
adicional del glicocalix como un objetivo terapéutico que se beneficia
de la antitrombina III en entornos clinicos. (5)

Otras terapias basadas en el uso de antioxidantes estan igualmente en

estudio, pero hasta la fecha no existe evidencia convincente en este

—_— 50—

sentido, asi que se deberan realizar mas investigaciones basadas en
este enfoque terapéutico para disminuir la permeabilidad vascular. (3)
En este sentido, y con las terapéuticas detalladas, observamos que
hay un buen enfoque hacia la disminucion del dafio del glicocélix que

permita un manejo mas completo de la patologia vascular.

CONCLUSION

Estudios experimentales han demostrado que el glicocalix es un
compartimento intravascular crucial que modula la permeabilidad
vascular y alberga una amplia gama de proteinas anticoagulantes y cuya
disfuncion lleva a la progresion de las enfermedades vasculares como
la diabetes, resaltando en su fisiopatologia a mediadores involucrados,
como el estrés oxidativo, la heparanasa, las hialuronidasas, las MMP
y las sialidasas. Estos mediadores también pueden afectarse entre si 'y
potenciar los efectos perjudiciales.

Actualmente, los datos de estudios experimentales y clinicos sugieren
la posibilidad de proteccion o preservacion de glicocélix por diversos
medios. Sin embargo, a pesar de algunos resultados positivos en
varios estudios, aun existe escepticismo sobre su uso clinico, dando
la necesidad de mas estudios con adecuada validez interna y externa
basados en los datos actuales, que concluyen que cualquier enfoque
terapéutico que mejore la estructura y funcion del glicocalix, tendria
un buen potencial para prevenir los procesos patologicos relacionados

con la inflamacion vascular.
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GLICOCALIX ENDOTHELIAL AS A WHITE
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ISCHEMIA REPERFUSION.
Montalvo Villagémez Mario Patricio MD. MSc.
“No te rindas, aun estas a tiempo de alcanzar y comenzar de nuevo,
aceptar tus sombras, enterrar tus miedos,
liberar el lastre, retomar el vuelo.
no te rindas que la vida es eso, continuar
el viaje, perseguir tus suenos.”

-Mario Benedetti

RESUMEN

El glicocélix endotelial es una estructura rica en glucosaminoglicanos,
proteoglicanos y glucoproteinas que recubre el endotelio de la cara
luminal de los vasos sanguineos, en otras palabras aquella estructura
que esta en contacto directo con la sangre, razon por la cual se convierte
no solo en una estructura de proteccion del endotelio, sino que a su vez
es blanco de agresion de diversos mecanismos fisiopatoldgicos , entre
ellos el fenomeno isquemia/reperfusion, mecanismo este que termina
siendo comun en gran nimero de patologias del paciente critico, tales

como infarto cerebral, infarto cardiaco, sepsis, traumatismos mayores,

AGRESION DEL FENOMENO ISQUEMIA REPERFUSION

choque de diverso origen, diabetes, cirugias: cardiaca, trasplante,
etcétera. Si bien la gravedad resultante del fendmeno isquemia/
reperfusion va a variar entre los distintos tejidos, algo que termina
siendo comun de este proceso, es la disfunciéon microvascular, que en el
peor de los casos en el paciente critico conlleva a fallo multisistémico.
Palabras claves: Glicocdlix, endotelio, isquemia, reperfusion,

glucosaminoglicanos (DeCS-BIREME).

SUMMARY

The endothelial glycocalyx is a structure rich in glycosaminoglycans,
proteoglycans and glycoproteins that covers the endothelium of the
luminal face of blood vessels, in other words that structure that is in
direct contact with blood, which is why it becomes not only a structure
of protection of the endothelium, but in turn is the target of aggression
of various pathophysiological mechanisms, among them the ischemia /
reperfusion phenomenon, this mechanism that ends up being common
in a large number of pathologies of the critical patient, such as cerebral
infarction, cardiac infarction , sepsis, major trauma, shock of different
origin, diabetes, surgeries: cardiac, transplant. Although the severity
resulting from the ischemia / reperfusion phenomenon will vary
among different tissues, something that ends up being common in this
process, is microvascular dysfunction, which in the worst case in the
critical patient leads to multisystemic failure.

Keywords: Glycocalyx, endothelium, ischemia, reperfusion,
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glycosaminoglycans (MESH-NIH).

INTRODUCCION

Si bien el glicocalix constituye la capa externa que recubre a todas las
células del cuerpo humano y que cumple multiples funciones; en esta
revision nos enfocaremos exclusivamente en el glicocalix que recubre
a las células del endotelio vascular, y no porque el glicocalix que
recubre el resto de células del organismo no sea importante, sino
porque el endotelio termina siendo el blanco de agresion de gran
cantidad de mecanismos de lesion tisular que afectan al paciente
critico.

Es importante que recordemos que el glicocalix endotelial constituye
la estructura rica en glucosaminoglicanos, proteoglicanos y
glucoproteinas que recubre el endotelio de la cara luminal de los vasos
sanguineos, es decir aquella que esta en contacto directo con la sangre
y por ende sometida a los diferentes mecanismos fisiopatologicos de
agresion, se da por entendido que este glicocalix serd el primero en ser
agredido y desestructurado por cualquier ataque hacia el endotelio

vascular.
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Como se acaba de mencionar cualquier mecanismo que altere al
glicocdlix ya sea en su estructura como en las funciones que este
cumple dard lugar a disfuncion endotelial y las consiguientes
alteraciones en la microcirculacion que evolucionara en el peor de los
casos a disfuncion multiorganica. Todo apunta a que esta, es una capa
en constante interaccion que no solo depende de su propia estructura
sino ademads de su microambiente local (1- 2- 3).

Al hablar de microambiente local tenemos que referirnos de manera
inequivoca al oxigeno y glucosa que son la materia prima esencial
para el desarrollo de todas las actividades metabdlicas de la célula.
Siendo en este escenario, donde la supervivencia celular se convierte
en una constante inherente al ser humano, donde tenemos que entender
que existen un sinnumero de circunstancias en las cuales los distintos
organos pueden sufrir isquemia, por consiguiente, un inadecuado

aporte de oxigeno y glucosa a las células para sus distintas actividades
— 61 —
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metabolicas. En este contexto no solo cabe describir el dafio que ya de
por si causa la isquemia, sino ademas el dafio subsecuente derivado
de la restauracion del flujo sanguineo, fenomeno este conocido como
isquemia — reperfusion (4-5).

Si bien la gravedad resultante del fendémeno isquemia/reperfusion
varia entre los distintos tejidos, algo que es comun de este proceso,
es la disfuncion microvascular; que termina siendo el resultado de
un proceso iniciado por la falta de energia (ATP) fruto de la isquemia,
que daré lugar a un sinnimero de procesos bioquimicos con alteracion
de la concentracion de calcio intracelular que incrementara el
estrés oxidativo, con falla de los mecanismos de transporte celular
por desestructuracion de su citoesqueleto, generacion de formas
reactivas de oxigeno, alteracion de la permeabilidad celular y
finalmente perpetuado y potenciado por la reperfusion teniendo como
intermediario a las especies reactivas de oxigeno, que provocaran
mayor desestructuracion del glicocélix y del endotelio, provocando
una mayor expresion de moléculas de adhesion leucocitaria, activacion
del complemento, secrecion de citoquinas que determinaran como
resultado final destruccion celular, con la consiguiente disfuncién
microvascular (6- 7- 8- 9).

Algo que debemos tener muy claro es que el fendémeno isquemia/
reperfusion, es un mecanismo que termina siendo comun en gran

numero de patologias del paciente critico, tales como infarto cerebral,
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infarto cardiaco, sepsis, traumatismos mayores, choque de diverso
origen, diabetes, cirugias: cardiaca, trasplante, etcétera. Por tal
motivo el reconocerlo, y tener claro su mecanismo fisiopatologico nos
permitira actuar de manera correcta al momento de enfrentarlo. (4-

10)
MECANISMOS QUE INTERVIENEN EN LA ISQUEMIA/
REPERFUSION

Durante la isquemia mantenida cualquiera sea la causa desencadenante
se producen cambios bioquimicos dados por la deficiencia de ATP,
esto explicado por el paso de un metabolismo aerobio dependiente de
oxigeno a través del ciclo de Krebs que produce 36 moléculas de ATP,
a un metabolismo anaerobio con apenas produccién de 2 moléculas
de ATP, como podrd notarse con un déficit grande de produccion
de energia, que resulta ser insuficiente para cubrir las necesidades
metabolicas de la célula (11-13-14). Si este mecanismo de isquemia
se perpetua, conducird de manera inevitable hacia la muerte celular.

* Mecanismos fisiopatolégicos del dafio por isquemia/
reperfusion: El desencadenante del proceso serd dado por
deficiencia de ATP que generard los siguientes procesos
bioquimicos:

1. Incremento del calcio (Ca++) intracelular : Los sistemas de

transporte de membrana estan totalmente alterados, puesto que

el incremento del calcio provoca disminucion en la actividad de
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las (Na+, K+, H+, Ca++) ATPasas , provocando despolarizacion
de la membrana celular, esto ocasiona acumulacion de Ca++
dentro de la célula ya sea por su liberacion a partir de sus sitios
de deposito a nivel mitocondrial y del reticulo endoplasmico,
asi como por incremento de su recaptacion hacia sus sitios de
deposito, este incremento del calcio intracelular conlleva a que
los sistemas citoplasmaticos enzimaticos se activen atipicamente
con la consiguiente generacion de mediadores de inflamacion
(15-17). A nivel mitocondrial el calcio incrementado induce
edema mitocondrial lo cual se expresara con desacople de la
fosforilacion oxidativa y por ende menor produccion de ATP
(76). Alapar se activan 2 grupos de proteasas dependientes de
calcio: las calpainas y las caspasas, estas ultimas directamente
relacionadas en el proceso de apoptosis y muerte celular.
(18).Como consecuencia del mal funcionamiento de los
sistemas de transporte a través de la membrana se provoca un
desequilibrio en la homeostasia de los iones Na+, K+ y Ca++,
lo que genera inhibicion del potencial de membrana, con la
consiguiente generacion edema celular producto de alteracion
de la permeabilidad. El Ca++ intracelular incrementado
activa enzimas como la fosfolipasa, proteasas, endonucleasas
que en ultima instancia provocaran lisis de las membranas

celulares (16). Este dafio de la membrana citoplasmadtica con
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desestructuracion y lisis, es un punto sin equanén en la isquémia
irreversible pues de manera inevitable evolucionara a muerte y
necrosis celular (12-21).

Generacion de especies reactivas de oxigeno (RLO): Estos
van a generarse como resultado de la desestructuracion del
citoesqueleto de la membrana lo que determina la acumulacion
de adenosina y de sus productos de degradacion tales como
nucledtidos de adenosina, xantina, hipoxantina; papel
importante desempefia en este punto la rapida conversion de
xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa, pues estas enzimas
seran las encargadas de la transformacion de la hipoxantina
en xantina, y de la xantina en &cido urico. La xantina
deshidrogenasa utiliza NAD+ como cofactor, mientras que
la xantina oxidasa utiliza oxigeno generando una produccion
masiva de anion superdxido, peroxido de hidrogeno durante
la reperfusion (19). Fuentes adicionales de generacion de
especies reactivas de oxigeno constituyen: 1) la cadena
transportadora de electrones en el complejo III de esta cadena
2) los macrofagos a través de la actividad de la NADPH
oxidasa (20). Una vez generados los RLO se convierten en
mediadores cuyo papel es crucial en la lesion generada por el
fendémeno isquemia/ reperfusion (26). Estas especies reactivas

de oxigeno acttan directamente sobre el glicocalix y por ende
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sobre el endotelio vascular, provocando la peroxidacion de
los componentes del glicocalix asi como de los lipidos de
membrana del endotelio, condicionando incremento dentro de
la célula de las concentraciones de calcio, lo que determinara
que las proteasas no especificas y fosfolipasas (Fosfolipasa A2)
se activen, dando lugar a mayor disfuncion de la membrana
celular por aumento de la permeabilidad y edema celular; esto
como consecuencia de la liberacion de sustancias quimio
atrayentes para los leucocitos entre las cuales podemos
mencionar a los metabolitos derivados del acido araquidénico
(28-29). Finalmente, también se podria mencionar que estas
especies reactivas de oxigeno también actuan de manera directa
a nivel del DNA provocando mutaciones con alteracion de los
sistemas enzimaticos lo que contribuye con el incremento en
la generacidon de citocinas y 6xido nitrico, las que, a su vez,
aumentaran la produccién de més especies reactivas de oxigeno
perpetuando y potenciando asi el dafio (27-30-31).

Activacion y acumulacion de los neutréfilos y células
fagociticas en el tejido postisquémico: Lo cual provoca
disfuncion microvascular reflejado en el incremento de la
permeabilidad vascular a las proteinas, la misma que esta en
relacion directa al grado de acumulacion de neutrdfilos en el

tejido luego de la reperfusion, por lo que se considera que estas
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células son mediadores primarios del dafio ejercido sobre el
endotelio y por ende sobre el glicocalix que lo recubre (23- 32).
Durante la reperfusion, se generaran productos de inflamacion
como consecuencia de esta activacion leucocitaria; a saber:
interleucina-1 (IL-1), interferéon-gama (IFN-gama), factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) y el factor activador de
plaquetas (PAF), productos estos que actian favoreciendo la
adhesion de los leucocitos al endotelio vascular, potenciando
el dafio ejercido por el proceso de inflamacion (25).
Activacion del complemento: Esto contribuiria a potenciar el
dafio de dos maneras: 1) directa, por formacion del complejo de
ataque de membrana, 2) indirecta, estimulando la produccion
de citoquinas proinflamatorias y la migracion y adhesion
de leucocitos (35). Los factores C3a, C5a, iC3b y C5b-9 se
podrian mencionar entre los mas importantes (33-34).

El é6xido nitrico (-NO): En la isquemia / reperfusion el 6xido
nitrico ejerce un efecto protector sobre el endotelio lo cual
pareceria estar mediado por su efecto vasodilatador asi como
por la generacion de sefiales que inhiben la expresion de
moléculas de adhesion celular (CAMs) en especial selectina
E a nivel endotelial (4- 36- 37). Cabe también mencionar el
papel que el 6xido nitrico tiene en el proceso de muerte celular

programada o apoptosis, en concentraciones normales la inhibe
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por inactivacion via nitrosilacion de la caspasa 3. Y cuando se
encuentra en concentraciones elevadas en cambio estimula
la apoptosis via produccion de peroxinitrito lo cual provoca
alteracion en la permeabilidad mitocondrial con liberacion de
citocromo ¢ y dafio del ADN con activacion de PARS [poly
(ADP-ribose) synthase] (4- 37).

Cambios en la microcirculaciéon: Lo cual va a ser el resultado
final de los 5 mecanismos antes descritos. Que para efecto
didactico los resumiremos: 1) desbalance entre mediadores
vasoconstrictores y vasodilatadores , 2) sobreexpresion
de moléculas de adhesion celular (CAMs) en la superficie
endotelial, en especial selectina E , 3) activacion y migracion de
neutrofilos circulantes que se unen al endotelio vascular. Estos
determinardn incremento de la permeabilidad vascular con el
consiguiente edema celular, mayor migracion y acumulacion de
neutrofilos en los tejidos isquémicos que en definitiva provocan
destruccion del tejido local provocando obstruccion de tipo
mecanico al flujo durante la reperfusion, lo que se conoce como
el fenémeno de “no reflujo”’(22). Posteriormente, durante la
reperfusion, puede también exacerbarse este dafio isquémico
“reflow paradox” (24). En la figura 2 se podra observar en

forma resumida los mecanismos antes descritos
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IMPLICACIONES CLINICAS Y ENFOQUE TRASLACIONAL

En la actualidad el papel del glicocalix ha tomado importancia y mayor
interés al ser reconocido como componente fundamental del endotelio
vascular con funciones especificas que le confieren el ser reconocido
como la capa de proteccion del endotelio, y que por estar en contacto
directo con la sangre se convierte en blanco del dafo secundario
inducido por la isquemia/reperfusion (38-40-41). Por tal motivo
es comprensible que cualquier agresion que provoque disrupcion

o alteracion de su estructura determine efectos verdaderamente
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perjudiciales que ponen en riesgo no solo a esta estructura sino al
endotelio con todas las implicaciones que tiene el dafio endotelial
para el correcto funcionamiento de los tejidos, en este contexto se
estd poniendo énfasis en promover investigaciones tanto clinicas
como experimentales, que permitan profundizar en el conocimiento
glicocalix y todas las alteraciones derivadas tras el proceso de isquemia
/ reperfusion (38-42-43).

Todas estas investigaciones se estan dando no solo en miras de
entender el proceso fisiopatoldgico sino ademas en buscar la forma de
que este glicocalix pueda ser protegido o en su defecto restaurado en
el caso de ya haber sido dafiado.

Estudios in vitro han demostrado que el estrés oxidativo parece
afectar directamente la estructura del glicocélix, provocando pérdida
de algunos de sus componentes lo que determina disfuncion de esta
estructura (1- 48).

Estudios experimentales concluyeron que la isquemia causa desgaste
del glicocalix. Lo cual pudo ser comprobado en cobayos mediante
mediciones realizadas con microscopia electronica donde fue evidente
la disminucion del grosor de esta estructura, en tanto en seres
humanos se ha procedido a medir ciertos componentes del glicocalix
en sangre arterial, evidenciandose un incremento considerable de las
concentraciones de sindecano-1 y heparan sulfato, en pacientes que

fueron sometidos a bypass cardiopulmonar durante cirugia de aorta,
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otras circunstancias en las cuales se observaron los mismos resultados
fue en la reperfusion y en la isquemia regional cardiopulmonar e
infrarrenal (1- 49).

Este resultado nos permite plantearnos una pregunta: ;Sera
que los niveles o concentraciones sanguineas de glusaminoglicanos
(sindecano-1 y el heparan sulfato) nos permite determinar la
severidad del dafio endotelial? Tal vez la respuesta a esta pregunta
nos permita usarlo como determinante temprano de dafio endotelial
y de esta manera prevenir los dafios subsecuentes evitando llegar a la
disfuncion multiorganica. De ser afirmativa la respuesta, la siguiente
pregunta de cajon debe ser encaminada a ;Qué se debe hacer? o
(Qué se debe usar? para prevenir el dafio del glicocalix. En el futuro
cercano probablemente tendremos respuesta a estas interrogantes
pues ya se esta trabajando en algunos compuestos que permitan
restaurar el glicocdlix dafado en ciertas patologias especificas. Se
ha experimentado ya con la sulodexina con resultados sumamente
alentadores pues se logrd restauracion del glicocalix, lo que muy
posiblemente se vio reflejado en resultados especificos como fueron
reduccion de la isquemia, reduccion del area de infarto, reduccion del
deposito de proteina C reactiva y de moléculas de adhesion (MAC) en
el miocardio afectado (1- 50- 51). Por otro lado, la degradacion del
glicocélix aumenta la superficie de adhesion de moléculas asi como la

adhesion de neutrdfilos. Por este motivo, la proteccion del glicocalix

S § [
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deberia disminuir la expresion de moléculas de adhesion, asi como la
acumulacion de los neutréfilos (38- 46).

En los ultimos afios, se ha propuesto que el precondicionamiento
anestésico (PCA) podria ejercer efectos protectores frente al dafio por
isquemia-reperfusion en diversos organos como el corazdn, rifion,
higado y cerebro (38-47). Se ha sometido a investigacion la posible
influencia sobre el glicocélix de los anestésicos locales, llegando a la
conclusién que el uso de lidocaina previene el dafio del glicocélix
secundario a la isquemia/reperfusion. Por ello, la administracion de
lidocaina podria ser potencialmente beneficiosa. (38- 39- 44- 45).
Como podemos darnos cuenta mientras mas avanzamos en el
conocimiento molecular de los mecanismos fisiopatologicos de la
enfermedad se nos abren nuevas puertas con expectativas terapéuticas
innovadoras que un futuro no muy lejano podrian darnos soluciones a

muchas de las patologias que nos aquejan.

CONCLUSIONES
 El glicocalix endotelial termina siendo el blanco de agresion del
fendmeno isquemia reperfusion lo que determina disfuncion del
mismo, con alteracion del citoesqueleto de la membrana celular
que provocara alteraciones de la concentracion del calcio,
generacion de formas reactivas del oxigeno como son el peroxido
y subperédxido, disfuncion de la microvasculatura, incremento

de adhesion de leucocitos y células fagocitarias, activacion del
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complemento, secrecion de citoquinas mecanismos estos que de
perpetuarse conducirdn de manera irreversible hacia la muerte
celular, y en el peor de los casos a disfuncion multiorgénica.

+ Elfendomeno isquemia/ reperfusion termina siendo el mecanismo
fisiopatoldgico que comparten un gran numero de patologias de
tal manera que se vuelve imperativo ahondar en el conocimiento
de este fendémeno y su repercusion en el glicocélix endotelial,
en miras a instaurar terapéuticas dirigidas a la proteccion y
restauracion de esta capa, que permita cortar el ciclo de dafo y

muerte celular.
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ROL DEL GLICOCALIX EN LA ATEROSCLEROSIS

ROLE OF GLYCOCALYX IN ATHEROSCLEROSIS
Santiago Aguayo Moscoso. MD
“Dos obstaculos hay, principalmente, que dificultan el
conocimiento. la vergiienza, que en gran manera eclipsa
la inteligencia, y el miedo, que, presentando el peligro,
disuade de acometer las empresas arriesgadas”.

-“Elogio de la locura” de Erasmo de Rotterdam.

RESUMEN

La importancia del glicocalix endotelial para la homeostasis vascular
es evidente. Es la interfaz entre la sangre y los componentes solubles
dentro de la capa superficial endotelial. La ateroesclerosis es
propensa a formarse cuando existe un dafio endotelial. Restaurar el
glicocalix, seria un potencial tratamiento temprano de la enfermedad
cardiovascular. En el paciente critico, existen ademas otras condiciones
que repercuten en la funcionalidad del glicocalix, es por ello que los
pacientes con ateroesclerosis tienen un factor mas para incrementar la
morbi-mortalidad.

Palabras claves: Glicocalix, ateroesclerosis, endotelio. (DeCS-
BIREME).

ABSTRACT

The importance of the endothelial glycocalyx for vascular homeostasis

is evident. It is the interface between blood and soluble components
— 81 —
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within the superficial endothelial layer. Atherosclerosis is prone to
form when there is endothelial damage. Restoring the glycocalyx
would be a potential early treatment of cardiovascular disease. In
the critical patient, there are also other conditions that affect the
functionality of the glycocalyx, which i1s why patients with
atherosclerosis have one more factor to increase morbidity and
mortality.

Keywords: glycocalyx, atherosclerosis, endothelium. (MESH-NIH)

INTRODUCCION

Las enfermedades isquémicas del corazén y las enfermedades
cerebrovasculares son la primera y la cuarta causa de mortalidad
en Ecuador en 2016, respectivamente (1). El desencadenante es la
ateroesclerosis, porque existe un dano y disfuncion del endotelio
vascular. Tanto la aterogénesis como la disfuncion endotelial coinciden

con la pérdida del glicocalix que cubre la pared endovascular (2).

GLICOCALIX: QUE ES Y SUS COMPONENTES

El glicocalix es una cobertura que separa la sangre y el endotelio. Esta
formado por glicoproteinas, proteoglicanos (sindecanos y glipicano-1)
y glicosaminoglucanos (GAG) que son: heparan sulfato (HS),
condroitin sulfato (CS), dermatan sulfato (DS), acido hialurdnico.
El HS, tiene cuatro miembros de sindecanos: (-1, -2, -3, -4). Este

glicocalix, interacciona con los componentes del plasma y forma
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una capa activa fisiologica. Se ha determinado, a través de estudios
experimentales, que el espesor del glicocalix, mide de 0.02 a 8.9 um
in vivo, en cambio in vitro mide hasta 3 um (3,4). Este es un breve
resumen de los componentes del glicocalix. Veamos, como se forma

la placa ateromatosa.

FISIOPATOLOGIA DE LA ATEROESCLEROSIS

Una vez que existe dafio en el endotelio, ocurre una respuesta
inflamatoria, en la cual el sistema inmune reacciona a estimulos
que comentaremos mdas adelante. En circunstancias crénicas, la
inflamacion de la vasculatura es un factor importante para el desarrollo
de la ateroesclerosis (3, 5, 6).

Cuando hay un deterioro a nivel endotelial, las moléculas de adhesion
(VCAM-1, ICAM-1, P-selectina, PSGL-1) se localizan en la superficie
y facilitan que tanto los monocitos como los linfocitos T se peguen en
estos sitios y se introduzcan a nivel de la capa intima. Los monocitos
se diferencian y proliferan a macroéfagos en donde existen receptores
CD36 clase B. Las lipoproteinas de baja densidad que circulan por
el torrente sanguineo, también atraviesan el endotelio, se convierten
en LDL oxidada (LDLox), son digeridas por los macrofagos (que
se transforman en células espumosas) y luego tras sufrir apoptosis,
liberan LDLox. Por otro lado, las células endoteliales, experimentan
apoptosis y necrosis llevando a la formacion de un ntcleo, una

zona desestabilizadora rica en lipidos. Las células musculares lisas
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proliferan y migran, formando una capa fibrosa sobre el nucleo Figura 1. Formacion de la placa ateroesclerdtica.
necrdtico. Mientras crece la placa, causa estenosis (llevando a Tomado de Zeng Y. 2017 (3).
condiciones hipdxicas) y aumenta la tension cizallante (de esto w  Glycocalyx

hablaremos maés adelante). Establecida la placa ateroesclerdtica, Endothelial cells
puede crecer o romperse y desencadenar problemas como sindrome - Smooth muscle cell
coronario agudo (SCA) o enfermedad cerebrovascular (ECV) (7-9). Leukocyte
(Figura 1). Monocyte

Macrophage

Foam cell

LDL

ox-LDOL

Adhesion molecules

Neovascularization

Platalet

Cell debris

Flow separation zones
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.QUE CAUSA LA LESION DEL GLICOCALIX?
Se han determinado algunos factores que lesionan al glicocalix. Dentro
de estos, podemos mencionar (2, 10):

* Lesion directa

* Flujo turbulento

 Hiperglicemia

* Circulacion de radicales libres

* Incremento de LDL

* Hipertension

* Toxinas y/o deterioro del sistema del 6xido nitrico
Como podemos ver, existen multiples condiciones que, de una u otra
manera, alteran al glicocalix. En este capitulo, nos enfocaremos como
la lesion directa y el flujo turbulento, intervienen en esta interrelacion
entre el glicocalix y la ateroesclerosis.
Para comprender el efecto de la aterosclerosis en el endotelio, hay que

recordar un poco de fisiologia: los patrones de flujo sanguineo.

PATRONES DE FLUJO SANGUINEO

Cuando el flujo sanguineo se mantiene en equilibrio a través de un
vaso sanguineo largo y liso, presenta un tipo de flujo que se denomina:
laminar. En cambio, el flujo turbulento es el que transcurre en todas las
direcciones del vaso y se mezcla continuamente en su interior. Cuando
la velocidad del flujo sanguineo es demasiado grande, como cuando

atraviesa una obstruccion en un vaso, hace un giro brusco o pasa sobre
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una superficie rugosa, el flujo puede volverse turbulento y se forman
espirales que se denominan corrientes en torbellino, que aumentan
mucho la friccion global del flujo en el vaso (11).

En este punto, hay que recordar una caracteristica importante del
endotelio, que es la capacidad de sensar las variaciones y cambios
hemodinamicos (ademas de los bioquimicos). Asi, las células
endoteliales tienen la facultad de realizar modificaciones morfologicas
y funcionales de acuerdo a sus requerimientos, efectuando actividades
de angiogénesis, homeostasis, o tareas vasomotoras (12).

Cuando existen flujos sanguineos continuos, el endotelio est4 protegido
y funciona adecuadamente dependiendo de la expresion del glicocalix,
por lo que permite la sintesis del 6xido nitrico (ON), un conocido
vasodilatador. Sin embargo, en flujos cadticos en donde las células
endoteliales estan expuestas, existe predisposicion a la aterogénesis,
porque se modifica la produccion de ON, afectando a la funcion de
barrera, asi como también a la comunicacion intercelular (2, 10, 13,

14). (Figura 2)
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Figura 2. Activacion endotelial mecanica y de la matriz
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A. Esquema de los sitios de formacion de las placas aterosclerdticas.

B. Asociacion de los patrones de flujos a nivel endotelial. C.
Mecanismo de la activacion endotelial debido a cambios en los
patrones de flujo. Tomado de Yurdagul Jr. 2016 (10).

Ahora vamos analizar diversos factores que deterioran el glicocélix,
y como cada uno de ellos, estd relacionado con el desarrollo de la
ateroesclerosis.

Estos determinantes son:

a. Fuerzas de cizallamiento

ATEROSCLEROSIS

b. Esfingosina-1-fosfato (S1P)

c. Permeabilidad endotelial

d. Comunicacion intercelular

e. ON

a. Fuerzas de cizallamiento

El glicocdlix es un mécano-sensor y transductor de las fuerzas de
cizallamiento. Las sefiales se traducen a 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) a través del HS y en respuesta al flujo sanguineo se regula
la sintesis de ON. Cuando disfunciona el glicocélix, el mecanismo
dominante es la falla en la expresion de la eNOS vy, por lo tanto, la
falta de produccion del ON (3, 10).
En nuestro organismo, existen sitios susceptibles al desarrollo de
aterosclerosis, como en las curvaturas o bifurcaciones (por ejemplo,
en el arco aortico o carotideo). En el estudio realizado por Cancel
(2), un grupo de ratones fueron alimentados con una dieta occidental
y desarrollaron placas ateromatosas en las ramas braquiocefélicas
asi como en la aorta. En los andlisis histopatologicos de la region
subintima, encontraron acimulos de LDL, las mismas que forman
estrias grasas, y esto ocasiona que se pierda las propiedades de barrera
del glicocdlix (2, 3, 10). (Figura 3)
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Figura 3. Vasos de ratones alimentados con dieta

normal y dieta con alto contenido de grasa

A. Esquema de la aorta y sus ramas. B. Vasos de ratones con dieta normal,
se observa los vasos limpios. C. Vasos en ratones con dieta con alto contenido

graso, se observa placas ateromatosas. Tomado de Cancel 2016 (2).
Se ha determinado que, si las fuerzas de cizallamiento son bajas,
se producen ordenamientos irregulares de las células endoteliales
vasculares y se secretan sustancias vasoconstrictoras como la
endotelina-1, enzima convertidora de angiotensina y citocinas
proinflamatorias, ademés existe incremento de la permeabilidad
endotelial, facilidad en el reclutamiento e infiltracién inflamatoria
celular. La tension baja induce la lesion inicial y la tension alta
promueve la formacién de la placa vulnerable (15-18).

b. S1P
Es un modulador potente de la barrera endotelial y del tono vascular,
cuya funcién adicional es proteger del derramamiento e induce a la
sintesis del glicocalix. Esta S1P es un metabolito de los fosfolipidos

de membrana, importante como sefial molecular de células como las
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endoteliales, musculares lisas y fibroblastos. Cumple un papel en la
sobrevida de la célula, conversion de fenotipos celulares, angiogénesis,
trombosis, cicatrizacion de heridas e inflamacion. Ejerce una variedad
de acciones a través de la unidén con receptores relacionados a la
proteina G (S1P1-5) de la superficie celular, activando sefales o
actuando como segundo mensajero. Promueve la formacion de
anillos de actina alrededor de las células endoteliales y fortalece las
interacciones celulares y la matriz celular por la via del SI1P1, el cual
ademas inhibe el desarrollo de ateroesclerosis. En cambio, por la via
del S1P2, incrementa la permeabilidad vascular y la inflamacion. La
S1P ejerce entonces un rol protectivo de la ateroesclerosis via S1P1, y
un rol proaterogénico a través de la SIP2 y S1P3 (3, 19-23).
c. Permeabilidad endotelial

La degradacion del glicocalix, permite que las células endoteliales
dejen pasar mas particulas de 10 nm, a comparacion del glicocalix
intacto como lo demostré Cheng (24). Ademas, en flujos turbulentos,
disminuye el espesor del HS en un 11% y del acido sialico en un 21%.
Aproximadamente la mitad del endotelio no estaria recubierto con
estos compuestos (25).

Una vez que se da la apoptosis de las células musculares lisas,
¢éstas inducen la expresion de la matriz de metaloproteasas (MMPs)
y degradan la matriz extracelular. Las MMPs, son una familia de

endopeptidasas, las cuales degradan el coldgeno, gelatina y elastina
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de la matriz extracelular, promoviendo el remodelamiento vascular.
Y en el glicocalix? La accion de las MMPs en los componentes
del glicocalix ocurre a nivel de las proteinas de los proteoglicanos
como los sindecanos, asi intervienen en la disminucioén de la uniéon
del sindecano con el HS. El derramamiento del sindecano (como el
sindecano-1) por las MMPs, promueve la trombosis y la inflamacion
endotelial (6).
Cancel (2), determind que, en las paredes vasculares de los ratones,
solamente un 71% del glicocalix cubria estas zonas, con un
engrosamiento de 0.85 um. En cambio, en el grupo control, con flujos
uniformes, el glicocalix cubria un 97% de la pared vascular con un
grosor de 1.2 um.

d. Comunicacion intercelular en el endotelio
Estas uniones cumplen funciones vasculoprotectivas. El recubrimiento
del glicocalix expresa conexinas. En flujos uniformes, las uniones se
realizan a través de conexinas Cx40, que se correlaciona con la no
proliferacion de células endoteliales. En flujos turbulentos, se lleva a
cabo con conexinas tipo Cx43, con caracteristicas proliferativas, como
son en sitios ateroesclerdticos (26, 27).

e. ON
El ON juega un rol antiateroesclerdtico (inhibe la agregacion
plaquetaria, evita la proliferacion de musculo liso, previene la

adhesion leucocitaria y tiene capacidad dilatadora). La disfuncion
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del ON, favorece el desarrollo de la ateroesclerosis, evidenciado
en la reduccion de la eNOS de las caveolas. Otro mecanismo de la
disminucién del ON, es por accion de la oxidasa de la nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato (NADPH).

Las especies reactivas de oxigeno/nitrogeno (ROS/RNS) en el
remodelamiento vascular también cumplen un papel importante
en la inflamacion y el dafio endotelial. Dentro de las ROS se
encuentran las peroxidasas y radicales (como el superoxido). Los
aniones superdxidos (O2—), pueden reaccionar con el ON, formando
aniones de peroxinitritos (que son fuentes de RNS y disminuyen la
disponibilidad de ON). Tanto la ROS como la RNS son capaces de
destruir directamente los GAG.

Enlaateroesclerosis, los O2—, son generados por laNADPH, expresado
por células inmunes y células musculares lisas del endotelio vascular.
La severidad de la enfermedad se correlaciona con la expresion
de subunidades de NADPH oxidasa. La xantina oxidasa (XO) y la
mieloperoxidasa (MPO) presenta otra fuente enzimatica de ROS.
La XO genera O2— , peroxido de hidrogeno y su actividad se puede
incrementar por un proateroesclerotico como la angiotensina II. La
XO es expresada en las c€lulas endoteliales, y puede ser encontrada en
las cadenas de HS del glicocalix, lo que genera ROS cerca de la capa
de superficie vulnerable. En conjunto con el radical ON producido

por la sintasa inducible de ON, los O2— constituyen los radicales
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precursores para la generacion de radicales aniones de bicarbonato,
radicales hidroxilos y 4cido hipoclorico (HOCI), los cuales inducen a
la fragmentacion del glicocalix.

La MPO es producida por la lesion de los macréfagos y contribuye al
estrés oxidativo en la ateroesclerosis generando HOCI. Un importante
mecanismo de ateroesclerosis, constituyen los macréfagos en las
placas ateroescleroticas que producen no solamente MMPs, sino que
también generan MPO.

Si existe una lesion local del vaso, la continua exposicion del endotelio
a una tension alta, puede inducir a un incremento anormal de ON, lo
cual ocasiona una degradacion de la matriz extracelular y glicocalix a
través de las MMPs. El remodelamiento del glicocalix, esta asociado
con cambios en las funciones de las células endoteliales (proliferacion,
migracion, adhesion), activacion de la eNOS y produccion de ON. La
degradacion del HS inhibe la motilidad y la respuesta proliferativa de
las células endoteliales a las fuerzas de cizallamiento e incrementa la

adhesion de los leucocitos al endotelio (6, 28-32).

UTILIDAD CLINICA ACTUAL

(Como medimos el glicocalix? En este aspecto, se han utilizado varias
técnicas para visualizar y medir el glicocélix, entre las cuales estan: la
microscopia electronica de transmision (TEM), microscopia intravital
(IM), velocimetria de imagen de microparticulas (p-PIV), imagen

espectral de polarizacion ortogonal (OPS), imdgenes de campo
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oscuro de flujo lateral (SDF), microscopia de escaneo laser confocal
(CLSM) y microscopia de escaneo laser de dos fotones (TPLSM).
Tanto la TEM como la CLSM necesitan fijacion de muestra para
mantener su estructura original, lo que puede comprimir o distorsionar
la configuracion del glicocalix. La IM, pu-PIV, OPS y SDF predicen
el grosor del glicocalix endotelial indirectamente y se limitan a la
microcirculacion. Por el contrario, TPLSM con su profundidad de
penetracion mejorada, buena resolucion y baja fototoxicidad, puede
ser una herramienta prometedora para visualizar directamente el
glicocdlix en las arterias mas grandes, tanto in vivo como ex vivo (33).
Como en la ateroesclerosis existen altos grados de inflamacion vascular
que degradan la capa endotelial, esto destruye el glicocalix, que implica
la liberacion de sus componentes como HA, HS sindecano-1 al torrente
sanguineo, donde pueden ser analizados como una medicion directa
del dafio endotelial. Estos se han correlacionado con la severidad de
la enfermedad y la mortalidad como sefiala Sieve (6). En este sentido,
se podrian solicitar estos marcadores, para determinar la gravedad de
esta condicion.

En el estudio realizado por Miranda (34), se evalud el dafno endotelial
en pacientes con SCA. Se encontrd que niveles altos de sindecano-1,
fueron observados en estos pacientes, sugiriendo que el dafio
endotelial podria participar en el proceso de la vulnerabilidad de la

placa ateroesclerdtica.
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Si se compara las células endoteliales en los pacientes con poco riesgo
de enfermedad cardiovascular, estos presentan menor cantidad de
NADPH oxidasa4 (NOX4), el mismo que se encuentra elevado en flujos
turbulentos. Niveles elevados de NOX4 disminuyen la disponibilidad
de ON, que se puede utilizar para determinar la disfuncion endotelial
(35, 36).

Asi como medimos la glucosa o lactato, es probable que a futuro exista
algiin método para medir el dafio del glicocalix, y de esta manera tener
una herramienta mas, para el manejo integral del enfermo critico.
(Cudles son los objetivos del manejo del enfermo critico? El
diagnostico y tratamiento oportuno. En consecuencia, seria interesante
determinar como estd el endotelio, sin embargo, habrd que tomar
en cuenta otros factores como son la sepsis, shock, diabetes, falla
multiorganica por nombrar algunos. En otras palabras, si el paciente
ya tenia establecido la aterosclerosis, si le sumamos uno o varios de
los factores antes mencionados, se exacerbaria el dafio endotelial, y si

no hay reversibilidad de la misma, ocasionaria la muerte del paciente.

ENFOQUE TRASLACIONAL (31, 37-44)

* Para disminuir la hiperlipidemia y las complicaciones
trombdticas se encuentran las estatinas, porque reducen los
niveles lipidicos, tienen respuesta antiinflamatoria, reducen la
degradacion de la matriz por las enzimas, estabilizan la placa

ateroesclerotica y reducen el riesgo de ruptura. Dentro de estos
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farmacos, la rosuvastatina recupera parcialmente el glicocalix.
La aspirina tiene propiedades antiateroesclerdticas,
antiinflamatorias y reduce la formacién del trombo. Ha sido
efectiva como prevencion secundaria, que combinado con las
estatinas reduce la mortalidad.

Con la estabilizacion del glicocalix, se busca bloquear los
depositos de lipoproteinas y la recaptacion por parte de los
macrofagos, deteniendo la progresion de la placa, estimulando
la comunicacion intercelular y las vias del ON.

Dentro de los farmacos que estan en investigacion, los objetivos
a nivel del glicocdlix son: estabilizacion de su estructura,
reemplazo con componentes de su estructura, bloqueo de la
degradacion enzimatica y mejoramiento de su sintesis.

La albiimina, es conocida por estabilizar el glicocélix, y la
hipoalbuminemia se ha relacionado con el colapso del glicocélix.
La albimina se une a la S1P, la misma que modula la estructura
del glicocalix uniéndose a dicho receptor, el cual tiene el efecto
de inactivar la degradacion de la matriz.

Con HS exoégeno, las células endoteliales se vuelven
impermeables a pequefias particulas, contrarrestando el efecto
de la degradacion enzimatica. El sulodexide (contiene HS y DS),
restablece la funcion de barrera endotelial, inhibe la degradacion

enzimatica, restringe la actividad inflamatoria, y desacelera la
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muerte celular programada endotelial.

 El CS, inhibe la expresion de citocinas proinflamatorias,
disminuye el numero de monocitos que migran a las células
inflamatorias y reduce la presencia de macrofagos en placas
arteriales.

* El rhamnan sulfato, similar al HS, a nivel de las células
endoteliales previene y trata las condiciones asociadas con la
permeabilidad transendotelial, incluyendo la inflamacion y

ateroesclerosis.

CONCLUSIONES

» La sangre y sus componentes, estan intimamente relacionados
con el glicocalix.

* Cualquier modificaciéon del glicocélix, altera al endotelio
vascular y su funcionamiento.

* Mantener el glicocalix en buen estado, ayudaria a preservar al
endotelio para que éste funcione de manera 6ptima.

e Para la formacidén de la aterosclerosis, existen una serie de
determinantes para su desarrollo, uno de ellos: la lesion endotelial
inicial, o, mejor dicho, la lesion inicial del glicocalix.

* Los farmacos que se estan investigando, tienen como objetivo
el glicocalix.

* A manera de pregunta: en el paciente critico, en los proximos

afios /solicitaremos marcadores del dafio del glicocalix?

ATEROSCLEROSIS
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ROLE OF GLYCOCALYX IN THE SEPSIS
Gustavo Velarde Montero. MD
Todos podemos cambiar la estrella con la que nacimos.

-Lic. Carlos Velarde

RESUMEN

Elendotelio vascular esta cubierto por glicocalix en suregion apical; una
estructura compleja de macromoléculas formada por proteoglicanos y
glicosaminoglicanos. Alteraciones en la fisiologia de esta estructura
en la sepsis podrian explicar la permeabilidad endotelial, vasoplejia,
el estado procoagulante y la inflamacion persistente; que clinicamente
se ven asociados a disfuncion de los o6rganos y consecuentemente
alta mortalidad. Por lo que productos de la degradacion del glicocalix
podrian usarse como biomarcadores para diagnostico y pronostico.
Ademas de convertirse en objetivos farmacologicos o guias de
reanimacion temprana, por lo que el conocimiento de los mecanismos
moleculares involucrados es de vital importancia en la practica clinica.

Palabras clave: Glicocalix, sepsis, endotelio. (DeCS-BIREME)
ABSTRACT

The vascular endothelium is covered by glycocalyx in its apical region;
a complex structure of macromolecules formed by proteoglycans and
glycosaminoglycans. Alterations in the physiology of this structure in

sepsis could explain endothelial patency, vasoplegia, the procoagulant
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state and persistent inflammation; that are clinically associated with
organ dysfunction and consequently high mortality. Thus, products of
glycocalyx degradation could be used as biomarkers for diagnosis and
prognosis. In addition to becoming pharmacological targets or early
resuscitation guides, so the knowledge of the molecular mechanisms
involved are of vital importance in clinical practice.

Keywords: Glycocalyx, sepsis, endothelium. (MESH-NIH)
INTRODUCCION

“La disfuncion organica que amenaza la vida causada por una respuesta
desregulada del huésped a la infeccidon", Sepsis representa un trastorno
grave con una mortalidad devastadora de aproximadamente 40% en
choque séptico [1]. En el ultimo milenio su definicion ha cambiado
varias veces por ladificultad compleja de lacomprension mas proximay
real de su fisiopatologia. La definicion actual se centra en la disfuncién
organica [1]. Originada en la respuesta desregulada del huésped a la
infeccion que se inicia por el reconocimiento del patdgeno mediante
los (PAMPs), o también por ligandos endégenos (DAMPs) [2]. Que
a nivel endotelial causan degradacion del glicocalix y liberacion de
sus constituyentes; generando (DAMPs) altamente potentes con
consecuencias devastadoras en cascadas pro inflamatorias, que afectan
practicamente a todos los vasos sanguineos, con una injuria sistémica
en la microcirculacion generando pérdida del control adecuado en el

tono vascular, en la hemostasia, y como barrera capilar evento clave
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en la progresion de la disfuncion multiorganica y la mortalidad en la
sepsis.

La intencion de esta revision es ofrecer un contexto bioldgico breve,
fisiopatoldgico, y en torno a la evidencia disponible del rol actual del
glicocalix en la sepsis como herramienta diagnoéstica, prondstica y

objetivo farmacoldgico
Biologia de la capa superficial endotelial o “ESL” (endothelial

surface layer)

La capa superficial endotelial es un sistema vascular tinico clave en la
armonia entre la célula endotelial y el plasma sanguineo, definida como
una estructura vascular multicapa heterogénea entre los diferentes
organos [3], cuya integridad y funcionalidad es estrictamente regulada
por el citoesqueleto endotelial y el glicocalix.

Glicocalix

Es una capa gelatinosa de 0,2 a 0,5 um de grosor que recubre el
ESL, constituida por proteoglicanos que difieren por el tamafio
de su nucleo proteico (sindecano, perlecan, glipicano); estas son
moléculas con tres dominios: extraendotelial, transmembrana e
intracitosol con capacidad de ser fosforilado, es decir iniciar procesos
de sefializacion intraendotelial. Ademas, cargados negativamente
por glicosaminoglicanos (acido hialuronico. dermatan sulfato y

heparan sulfato en un 50 a 90%) que cubren la mayoria de células
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endoteliales en el cuerpo humano [4], esta estructura compleja evita
el contacto innecesario de células plasmaticas (plaquetas, leucocitos),
macro y micro moléculas entre el plasma y el endotelio; sin embargo,
conserva la posibilidad de enlazar proteinas plasmaticas (albumina) y
glicosaminoglicanos solubles que mantienen su armonia fisiologica.
Critico en la regulacion y correcto funcionamiento de:

* Hemostasia

* Sensor vasomotor

* Inmunologia — Inflamacion

e Barrera

Fisiopatologia aplicada a la sepsis

En esta seccion se revisard los mecanismos conocidos hasta el
momento por los cuales la injuria al glicocélix, en el contexto de la
sepsis genera: inflamacion desregulada, vasoplejia, edema, y trastorno

de la hemostasia

Daiio del glicocalix sinonimo de inflamacion persistente
La inflamacion local o sistémica origina cambios en la estructura
y fisiologia del glicocalix en las etapas iniciales de la sepsis con el
subsecuente dafio endotelial, de no generarse una reparacion adecuada
del mismo, genera una inflamacion persistente.
A continuacion, describimos los mecanismos

1. Sobreexpresion de moléculas adherencia

2. Teoria de la Heparanasa
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Sobreexpresion de moléculas adherencia

En el contexto de la sepsis una vez activa la inmunidad innata frente
a los PAMPs; los neutrofilos-monocitos cumplen un rol fundamental
en el control del patégeno en un equilibrio armonico entre factores
inflamatorios y antiinflamatorios, roto este equilibrio y ante la presencia
de IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a desregulada, y otras como bradicinina,
histamina, trombina, VEGF dan como resultado la exteriorizacion y
sobreexpresion de ICAM-1 y VCAM-1 (fisioldgicamente cubiertas
por el glicocalix). Estudios demuestran el incremento proporcional de
moléculas de adhesion celular y citoquinas [5], siendo més evidente
en la sepsis mas hiperglicemia [6], que promueven el rodamiento,
adherencia y migracion de leucocitos proceso denominado como
diapédesis, con el subsecuente incremento del dafio tisular por mayor
estrés oxidativo [7], este mecanismo lo hacen a través de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS / RNS) y liberando proteasas
de sus granulos de almacenamiento. Los ROS / RNS son capaces de
degradar los glicosaminoglicanos y proteoglicanos y pueden potenciar
la protedlisis del glicocalix a través de las proteasas que son importantes
mediadores liberados y activados durante condiciones inflamatorias.
Estos incluyen especialmente MMP y elastasa de neutrdfilos que
curiosamente se ha demostrado que las MMP tenian una alta afinidad
por heparan sulfato. [7]

Como resultado final mayor degradacion del glicocalix, que genera
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fuga capilar (edema), alteracion de la hemostasia (microtrombosis),
perdida del tono vascular (vasoplejia); que se han relacionado con

mayor disfuncion organica y mortalidad [8]

Teoria de la Heparanasa

Heparanasa es una pro enzima con un peso molecular de 50-KDa, que
se activa por citoquinas pro inflamatorias (IL-6) [9]. La Heparanasa
— 1, [10] es la tnica forma conocida en el humano, esta enzima es
altamente especifica en la degradacion de heparan sulfato de los
proteoglicanos del glicocalix, genera liberacion de grandes cantidades
de heparan sulfato a la circulacion sanguinea que se convierten en
DAMPs al tomar contacto con TLR-4 [11], potenciando al estado
inflamatorio inicial al generar activacion adicional de la via NF-kB,
como resultado una inflamacion persistente ocasionando mayor lesion
endotelial. Figura 1.

Figura 1. Heparanasa- 1, tomado de [LukasMartin, Patrick Koczera]
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Daiio del glicocalix sinonimo de vasoplejia

El endotelio regula el calibre de los vasos sanguineos a través de la
contraccion de las células musculares lisas mediante el 6xido nitrico
y la endotelina, proceso denominado control midgeno vascular [4], en
este proceso participa el glicocalix siendo un transductor mecanico del
estrés endotelial. La degradacion del glicocalix obstaculiza la deteccion
del estrés vascular puro; por lo que podria generar una produccion
sostenida de ON (0xido nitrico) endotelial o inducible, generando
vasodilatacion patoldgica exponencial al sumarle el mecanismo de
comunicacion inter endotelial [12]; cruce de informacion a distancia
resultando en una sostenida vasodilatacion sistémica en la sepsis.
Estudios han demostrado estos incrementos plasmaticos de endotelina

y 6xido nitrico en choque séptico [13].

Daiio del glicocalix sinénimo de edema intersticial
Los mecanismos que generan edema intersticial en la sepsis por injuria
del glicocalix son:

1. Barrera endotelial

2. Modelo de permeabilidad paracelular.

Barrera endotelial

En condiciones de reposo, la funcion de barrera endotelial
microvascular se mantiene mediante (TJ) uniones fuertes endoteliales
que se estabilizan mediante (AJs) uniones adherentes en el espacio

intercelular y mediante la capa superficial de glicocalix que cubre
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la hendidura. La integridad de (AJs) esta controlada por el estado
de fosforilacion de las caderinas endoteliales vasculares para el que
se requiere un conjunto especifico de fosfatasas, como VE-PTP, por
ejemplo. Tanto los TJ como los AJ se anclan al citoesqueleto endotelial
conformado por actina cortical a través de varias proteinas adaptadoras
como GEF y GAP; previamente moduladas por GTPasas como Racl y
RhoA en su estado inactivo. Todo este proceso contribuye a una barrera
intacta. Sin embargo, Rac1 es la molécula de sefalizacion central que
estabiliza las uniones, al menos en parte, mediante la regulacion de
las ABP y es el objetivo de sefializacion extracelular que incluyen
S1P y Ang-1; vias relacionadas directamente con la estabilidad de la
membrana.

Las vias de sefalizacion que activan Racl convergen en los GEFs,
Tiaml1, Vav2 que producen altas concentraciones de AMPc, que
en condiciones basales garantizan la normo funcion de las vias de
sefializacion, en un concierto armoénico de integridad endotelial [14].

Figura 2.
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Figura 2. Barrera endotelial en reposo.
Tomado de [Radeva MY, Waschke J]
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En sepsis los mediadores inflamatorios aumentan la permeabilidad

paracelular de las vénulas poscapilares principalmente a través de la
apertura de (TJ) y (AJs) endoteliales, lo que provoca la formacion de
un espacio intercelular. Dos mecanismos principales impulsan este
escenario

3. La fosforilacion de los componentes de las uniones fuertes.

4. Desequilibrio de la sefializacién de Racl / Rho A,
Ambos conducen a la endocitosis de las caderinas y las pérdidas de las
uniones intercelulares generando un espacio intercelular que refleja
fuga de liquido y solutos.
La fosforilacion de las caderinas endovasculares se realizan mediante

la via SRC por union del VEGF a su receptor VEGF-R2 junto con
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otras quinasas. Sin embargo, el paso critico es la inactivacion de
Racl y la sobre activacion de Rho A que puede potenciar las fuerzas
contractiles, ejerciendo tension e induciendo la reorganizacion de
AJ en un proceso para el cual es importante el reclutamiento de
vinculina. Algunos mediadores inflamatorios de sepsis (TNF-a LPS,
PAF), actlian principalmente sobre Racl generando su inactivacion y
reduccion de los niveles de AMPc con la subsiguiente apertura de las
uniones fuertes y adherentes generando un espacio intercelular como
resultado final fuga de liquidos y solutos [14]. Figura 3.

Figura 3. Barrera Endotelial en la Sepsis.

Tomado de [Radeva MY, Waschke

= S

T

e

Modelo de permeabilidad paracelular
El endotelio en el vaso sanguineo y linfatico es una fila tinica de células
y la unidén entre estas dos células se denomina Hendidura Paracelular,

por la cual se da el flujo de solutos y fluidos. Esta hendidura en su
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region apical estd cubierta por glicocalix en condiciones fisioldgicas
retiene albumina debido a su alta densidad de cargas negativas por sus
cadenas cortas de glicosaminoglicanos evitando la fuga de albumina y
manteniendo el gradiente oncotico intravascular, con paso de liquidos
en pequefias cantidades que retornan a la circulacion por el sistema
linfatico, esto es llamado el modelo de permeabilidad paracelular.
Recientemente se ha propuesto que la presion oncdtica generada por
el glicocalix en las hendiduras celulares o poros capilares juega un rol
determinante en el flujo transcapilar [15]. En patologias como sepsis la
inflamacion desregulada genera injuria del glicocalix, denudamiento
de heparan sulfato, con la subsecuente fuga de albumina al intersticio
y disminucion de la presion oncoética intravascular, perdida del modelo
de permeabilidad paracelular, y clinicamente esto se asocia con,
hipovolemia, edema y disfuncidén orgédnica , mecanismo que vendria
a ser mas importante para ciertos autores en relacion al mecanismo
propuesto por Starling. Figura 4.

El uso de coloides en la reanimacion hidrica se ha asociado con mayor
mortalidad y terapia de sustitucion renal [16], esto quizds podria
explicarse por la acumulacion de proteinas en el espacio intersticial
debido al dafio del glicocalix, es decir perdida del modelo paracelular
generando edema extravascular; ademds se podria asociar porque
la administracion de coloides no resuelve el edema intersticial en el

paciente séptico [15], [17].
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Figura 4. Hendidura paracelular en reposo y en inflamacion.

Tomado de [LukasMartin, Patrick Koczera]

L

Interstitium si Vascular space Interstitium
.t =
Erstsahetial Y H.0 -
call v . H:O

'C, [ (T o - _

L Tissue

ro] edema

¥
+an
ETC « ® Proteins LE » Proteins
7+
(=
1 T Theombosis
Eraisahstisl "
el A

e
s * WO
} tone

- =

e - il
Mormal endothelivm endothelial dysfunction

li.e. sensis)

Dario del glicocadlix y la hemostasia

Ya mencionamos la importancia del glicocélix en evitar el contacto y
activacion excesiva de células plasmaticas (neutrofilos y plaquetas)
en estados inflamatorios. En esta seccion se hara hincapié en otros
mecanismos donde la degradacion del glicocalix contribuye a un
estado procoagulante en la sepsis.

El inicio de la coagulacion in vivo requiere la exposicion de la proteina
transmembrana denominada factor tisular. Su dominio extracelular
se une y mejora la actividad proteolitica del factor VII, que a su vez
activa factor X y factor IX por escision enzimatica; originando factor
X activado (Xa) subsecuentemente activa protrombina a trombina,
esta proteasa convierte el fibrindogeno en fibrina generando una malla
que estabiliza el coagulo [18].
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Una vez que la coagulacion comenzo a producir trombina, se vuelve
altamente amplificada.

Por lo tanto, es importante que la superficie endotelial proporcione
varias proteinas y receptores que inhiban la trombina y regulen el
progreso de la coagulacion:

(TFPI) proteina inhibitoria del factor tisular

Se expresa particularmente en la superficie del endotelio indemne;
poseen dominios que permiten el enlace con el factor Xa y Vlla

inhibiendo rapidamente sus funciones pro tromboticas.

Antitrombina
Es un potente inhibidor de la trombina que se encuentra unido a los
heparan sulfatos especificos de proteoglicanos en el glicocalix, de ahi

la importancia de la integridad del mismo.

Trombomodulina

Es una proteina transmembrana que se sintetiza predominantemente
en las células endoteliales con funciones anticoagulantes y
antiinflamatorias; convierte la proteina C en proteina C activada este
proceso facilitado por EPCR. La proteina C activada inhibe cofactores
de coagulacion como el V y el VIlla con la participacion de la proteina
S. (anticoagulante)

Ademéds, la trombomodulina inhibe el factor 5a del complemento.
(antiinflamatorio)

En estudios in vitro, se ha demostrado que la activacion de PAR-1
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endotelial mediante la interaccion del complejo EPCR-APC caus6
la activacion de la proteina Gi y la fosforilacion de MAPK con
subsiguiente activacion de esfingosina-1-fosfato (S-1-P) que al unirse
a su receptor activa la via ARAC 1 generando altas concentraciones
de AMPc como producto final una estabilizacion endotelial [18].
Proceso que lo describimos a mayor profundidad en la seccion de
barrera endotelial. Figura 5.
La via PAR -1 también se puede activar por la trombina en un intento
de un equilibrio en el estado de hemostasia y lo hace mediante los
siguientes mecanismos:
1. Produccién de 6xido nitrico (NO) y prostaciclina, que causan
vasodilatacion y limitan la activacion plaquetaria;
2. Liberacion de t-PA que se une a la fibrina generada y causa
fibrindlisis efectiva.

Figura 5. Endotelio control de la coagulacion.
Tomado de [S. R. Ostrowski, R. M. G. Berg]
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que son sintetizados en el reticulo endoplasmico y procesados en el
complejo de Golgi; se encuentran en el endotelio, megacariocitos y en
granulos de las plaquetas; P selectina y las Angiopoietina 2 también
son almacenadas en los cuerpos de Weibel-Palade en menor cantidad.
Las plaquetas normalmente son repelidas desde la superficie del
endotelio por los glicosaminoglicanos cargados negativamente, sin
embargo, en estados inflamatorios esta defensa puede ser superada
en plaquetas activadas por interacciones receptor-ligando como:
P-selectina o VWF en la superficie del endotelio, e indirectamente a
través de Gpllb / I1la e ICAM-1. La Heparanasa que se libera a partir
de plaquetas activadas, puede facilitar esta interaccion degradando el
heparan sulfato del glicocalix endotelial [19].

Las células endoteliales previenen la formacion del trombo mediante
la supresion de la adhesion y activacion plaquetaria sintetizando
prostaciclina y prostaglandina E2, que se liberan del endotelio después
de la estimulacion por agentes vasoactivos y trombina. La prostaciclina
es producida por el endotelio de grandes vasos, mientras que en los
pequefios vasos producen predominantemente prostaglandina E2; los
efectos de la prostaciclina se ven reforzada por el 6xido nitrico, que
es producido por el 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS), dando
como resultado final vasodilatacion e inhibicion de la agregacion
plaquetaria.

Las células endoteliales también proporcionan un mecanismo que
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contrarresta la acumulacion de fibrina, mediante la liberacion del
activador del plasminogeno tisular t-PA, que es el regulador principal
para activar el sistema fibrinolitico en sangre y cavidades corporales.
Tanto t-PA monocatenario como bicatenario activan el plasmindégeno
derivado del higado; normalmente las células la producen y liberan
continuamente t-PA. Una vez formado la plasmina es una proteasa de

accion amplia que degrada la fibrina [19].

Utilidad de los marcadores de degradacion del glicocdlix

En esta seccion se hard una revision de la utilidad predictiva y
diagndstica, en torno a la evidencia cientifica disponible al momento
de los componentes de degradacion del glicocalix en la sepsis; se

mencionaran solo estudios prospectivos.

Sindecano - 1

Es una glicoproteina anclada a la membrana endotelial constituyente
del glicocélix, sus niveles de concentracion plasmatica por la
degradacion del glicocalix en sepsis se han relacionado como una
posible herramienta prondstica y diagnostica.

En uno de los principales estudios con mayor numero de pacientes
hasta el momento, realizado por J. Steppan, S.Hofer (2011) [5]; Con
104 pacientes con sepsis severa y choque séptico de foco abdominal,
28 pacientes quirdargicos y 18 voluntarios jovenes sanos, demuestran
niveles de sindecano - 1 elevados en el grupo séptico y quirurgico,

en relacion al grupo control; ademas los pacientes sépticos muestran
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niveles mas altos de sindecano—1 paralelo con elevacion de interleucina
6, VCAM-1 e ICAM-1 demostrando relacién directa con estado
inflamatorio. Esto se ha corroborado en otros estudios de poblacion
mas pequeiios [20], [21].

Ademads, Maximilian Holzmann, y Martin Winkler (2018) [22].
Incluyen 55 pacientes de cirugia abdominal mayor 24 con cirugia
oncoldgica electiva y 31 duodectomia pancreatica, 22% desarrollaron
sepsis, el 11% murieron (todos con choque refractario y disfuncion
multiorganica). Con un corte de 27.1 ng/ml Sindecano -1 medido
el primer dia se correlaciono como predictor de incremento de
mortalidad, con 48ng/ml medido el primer dia tiene una curva ROC
de 0.84 (0.68 — 0.98) para predecir progresion a Sepsis; Con 91 ng/
ml tiene una curva ROC de 0.91 (0.70- 0.99) que predice mortalidad a
los 25 dias comparado con SOFA mayor de 4 puntos con unas curvas
ROC de 0.71 y 0.86 respectivamente. Figura 6

Figura 6. Kaplan Meyer sobrevida con altos y bajos niveles de
Sindecano -1 y Curvas ROC de Sindecano-1 como predictor de sepsis,
y mortalidad a los 25 dias. Tomado de [ Holzmann MS, Winkler MS]
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Lo mencionado en el estudio anterior se corrobora con otro estudio
reciente realizado por Mitsunori Ikeda, Hisatake Matsumoto (2018),
[23] niveles altos de sindecano -1 el primer dia se correlacionan con
mayor mortalidad a los 28 dias con un AUROC de 0.85, y mayor
gravedad (SOFA y APACHE). Interesantemente en este estudio [23],
demuestran que la medicidén en el dia 1 muestra un fuerte poder
predictivo de coagulopatia intravascular diseminada con un AUROC
de 0.79.

Con la evidencia disponible al momento nos indica que sindecano -1
medido el primer dia con los cortes ya mencionados en el paciente
séptico de varias etiologias muestra una correlacion muy buena como
predictor de mortalidad y severidad. Més interesante atin se asocia
como un buen predictor de progresion a sepsis, sin embargo, cabe
mencionar que se requiere estudios con mayor cantidad de pacientes,
para confirmar estos resultados que podrian facilitar el diagnostico e

intervenciones mas tempranas en pacientes de riesgo.

Heparan sulfato

En el estudio de J. Steppan, S.Hofer [5], previamente citado de sepsis
y choque séptico también evidenciaron una correlacion directa entre
heparan sulfato plasmatico e interleucina 6 en el grupo séptico y
quirurgico.

Ademas, en otro estudio mas reciente por A. Nelson et al. [24] (2014)

con 24 pacientes con sepsis y choque séptico y 24 pacientes control
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(neuroquirurgicos), midieron glicosaminoglicanos evidenciando
niveles altos de heparan sulfato en el grupo de choque séptico,
demostrando que se asocian como predictor de mortalidad a los 90
dias, y se correlacionan de forma paralela con actividad inflamatoria
(IL-6 IL -1).

Sin embargo, los mismos autores de mencionados estudios destacan
la cantidad pequetia de pacientes, por lo que estudios a mayor escala

requieren para confirmar los resultados mencionados

Endocano
Endocano es una glicoproteina del glicocalix, que se expresa de forma
preferencial a nivel de los vasos pulmonares, ha sido propuesto como
un biomarcador prometedor, probablemente til como una herramienta
diagnostica, predictor de mortalidad y severidad en dos escenarios
principalmente.

1. Sepsis y choque séptico

2. Sindrome de distrés respiratorio agudo
En sepsis y choque séptico en el trabajo de Pauly D, Hamed S [25].
En un total de 150 pacientes: 15% sepsis, 23% sepsis severa, y 61%
de choque séptico determinan que el endocano como herramienta
diagnostica para sepsis severa tiene una curva ROC de 0.66 y en choque
séptico una curva ROC de 0.74 comparado con (PCT) procalcitonina
con una curva ROC de =0.83 en el dia 1.

En consecuencia, los autores dan como niveles de corte los siguientes
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sepsis > 1.8 ng / mL, sepsis grave > 2.6 ng / mL, y shock séptico >2.9
ng / mL). Y como herramienta pronostica los niveles de endocano
medidos el primer dia predicen de mortalidad tanto a los 30 dias (AUC
0.63) y a los 6 meses (AUC = 0.65).

Sin embargo, otros estudios evidencian mayor utilidad diagnostica
y pronostica del endocano. (Sheng-Yuan Hsiaoa,b , Chia-Te Kung
- 2018) [26] en 153 pacientes con sepsis severa determinan una
curva ROC de 0.75 como predictor de mortalidad a partir del corte
de 6.28 ng/ml y por cada un punto de ascenso determina 11.1% de
incremento en la tasa de mortalidad. Asi como Zhao R. Dong S [27]
en (104 pacientes con sepsis) con un corte de 4.37 ug/L de endocano
establece una curva ROC de 0.88 versus 0.84 con procalcitonina para
el diagnodstico de sepsis, y una curva ROC de 0.91 de endocano como
predictor de mortalidad a los 28 dias versus 0.76 con procalcitonina.
El Sindrome de distrés respiratorio agudo aun mantiene una alta
mortalidad 35 a 40% [28], para categorizar la severidad de este
sindrome se usa la PaF102, que ademas gatilla la optimizacion de su
manejo con varias estrategias ya establecidas, sin embargo, el poder
pronostico de esta variable permanece aun baja con un AUROC de 0.58
(0.56-.59) [29]. Por lo que nuevos biomarcadores son necesarios que
permitan una mejor categorizacion en un sindrome tan heterogéneo.
En este contexto, estudios sugieren una asociacion entre niveles altos

de endocano y falla respiratoria aguda [30], sin embargo en un trabajo

—127—



ROL DEL GLICOCALIX EN LA

ROL DEL GLICOCALIX EN LA

EN LA SEPSIS

reciente realizado por Diego Orbegozo, Lokmane Rahmania [31]
(2017), en 96 pacientes encontraron que el endocano en SDRA tiene
una baja sensibilidad y moderada especificidad medidos a las 24 horas
con un corte de 6 ng/mL y de 14 ng/ml, para prediccion de pobre
evolucion con una curva ROC de 0.66 (0.55-0.74), y no evidenciaron
correlacién con mortalidad.
Figura 7. Endocan curva ROC para prediccion de mala
evolucion; C, Diagrama de cajas, Endocan en sobrevivientes

y no sobrevivientes. Tomado de [Orbegozo D, Rahmania L]
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Todos estos biomarcadores son prometedores, ain es necesario definir
en un contexto clinico adecuado, el nivel de corte, y utilidad ya sea
como medida pronostica, diagnostica u objetivo de reanimacion. La
disponibilidad cientifica en humanos aun es pequefia, el optimismo
que ha generado en el campo experimental en animales ain debe ser

plasmado en beneficios concretos para el ser humano.

Enfoque traslacional
Al inducir sepsis en ratones mediante LPS han evidenciado de forma

temprana a nivel endotelial: activacion de neutrdfilos, adhesion,
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migracion y aumento de la permeabilidad vascular tanto a nivel
glomerular como peri tubular con una disfuncion en los mecanismos
de regulacion local del tono capilar ocasionando una heterogeneidad
en la perfusion renal, todo esto en una via comun para la progresion
rapida hacia una lesion renal aguda.

El contexto fisiopatoldgico aun no es bien entendido en relacion a la
falla renal aguda en el paciente séptico, podria estar en relacion a la
degradacion del glicocalix, en ratones sujetos a sepsis inducida hay
una fuerte correlacion entre aumento de albumina urinaria, cambios
estructurales en la barrera de filtracion glomerular y disminucion de
la expresion de sindecano -1 y acido hialurénico. El restablecer la
integridad endotelial es un area de rapida expansion cientifica; Wang
et al. [33] demostraron que el agonista SIP1 SEW2871 fue capaz de
reducir la permeabilidad microvascular renal y restablecer la perfusion
capilar peritubular en modelos murinos. Estos hallazgos vinculan la
estimulacion de SIP1 con la reparacion de la microcirculacion y la
preservacion de la funcion renal en modelos sépticos.

La pérdida de las defensas antioxidantes en el glicocalix hace que la
terapia antioxidante sea un candidato 16gico para proteger la ECL. De
hecho, la adicion de catalasa y SOD puede bloquear la degradacion
del glicocalix. Aun asi, los ensayos clinicos aleatorizados no han
demostrado de manera concluyente que los antioxidantes generalizados

mejoran los resultados en pacientes s€pticos. Una posible razén para
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los resultados mixtos de los estudios de antioxidantes puede ser un
objetivo ineficaz de la terapia antioxidante. A este respecto, varios
estudios en animales han probado la administracion dirigida, y han
demostrado, por ejemplo, que la SOD conjugada con anticuerpos
dirigidos a endosomas endoteliales tuvo efectos beneficiosos en ratones
expuestos a endotoxinas [34]. Patil et al. [35] probaron antioxidantes
dirigidos a la mitocondria, MitoTEMPO, en ratones inducidos sepsis, y
encontraron una mejor funcidn del érgano y una mayor supervivencia.
Otra 4rea emergente de interés es la posibilidad de dirigir los
mecanismos de reparacion endotelial con células progenitoras
endoteliales, pero, aunque prometedora, todavia hay mucho por
conocer.

Aunque controvertido en sepsis, hay varias lineas de evidencia para
sugerir los efectos protectores de los esteroides sintéticos en el endotelio
[36] Se ha demostrado que los corticosteroides protegen el glicocalix
y la dexametasona ha demostrado ser beneficioso para proteger la
microcirculacion renal [37]. Sin embargo, la accidén protectora de los
esteroides sintéticos en la funcidon del endotelio celular, pueden ser
neutralizados por la excesiva presencia de NO, que puede bloquear el
receptor de glucocorticoides.

La funcion de barrera endotelial alveolar también esta regulada por
miembros de la familia conexina (Cx), que forman canales funcionales

de unidn en el endotelio y permiten el flujo célula a célula de pequeiias
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moléculas y solutos [38]. La inhibicion de esta Cx evita el aumento de
la permeabilidad endotelial observado en un modelo experimental de
lesioén pulmonar.

El glicocalix establece una frontera muy amplia de posibles objetivos
farmacologicos, el gran salto en la investigacion cientifica de los
resultados alentadores en estudios experimentales en animales
(murinos); como inhibicion de la Heparanasa [32], o estimulacion
de receptores como S1P, esfingosina-1-fosfato con la subsecuente
activacion de la via Rac — 1 que genera una reparacion de los nucleos
proteicos sindecano-1; ah un beneficio en la humanidad es necesario.
De ahi la perspectiva de trasladar estos enfoques moleculares en
sustancias farmacoldgicas que generen un beneficio concreto en

objetivos tan fuertes como la mortalidad en el paciente séptico.

CONCLUSIONES
* Una estructura de micras de didmetro que recubre todas
las células endoteliales; Glicocalix podria ser la llave de la
microcirculacion el punto de fractura entre la regulacion y la
desregulacion de la inflamacion en la sepsis, su reconstitucion
pone en orden la homeostasis de las células endoteliales en el
cuerpo humano, en procesos criticos como es el tono vascular,
la homeostasis de la coagulacion, el flujo de liquidos/solutos y

el control de la inflamacion. Sus compuestos de degradacion
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podrian ser herramientas ttiles no solo como diagndsticas, mas
bien marcadores tempranos que predicen progresion a sepsis,
su poder predictivo de mortalidad los vuelve en posibles guias
de reanimacion temprana dirigida a la microcirculacion. Y
en el detalle de sus vias moleculares innumerables objetivos
farmacologicos que en el tiempo y escenario clinico correcto
podrian dar un giro a la batalla estacionaria que llevamos en
las unidades de terapia intensiva en relacion a la mortalidad de

choque séptico 40%.
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€

unca consideres el estudio como una obligacion,
sino como una oportunidad para penetrar en el
bello y maravilloso mundo del saber.”

-Albert Einstein.

INTRODUCCION

Las células del organismo, estan recubiertas por glucocalix (GCX),
una malla de polimero, conformada por proteinas y azucares, que
sirven de proteccion. Los cambios especificos del cancer, alimentan la
sintesis de bloques de construccion monoméricos y la maquinaria para
la produccion de polimeros de cadena larga que alteran la estructura
fisica y quimica del GCX(1).Ast el transporte y migracion de células
tumorales, esta relacionados con las modificaciones estructurales de
las células endoteliales (CE) y de las células tumorales circulantes
(CTC).

El GCX de las células endoteliales en condiciones fisiologicas,
cumple con una funcion de barrera, evitando la adhesion de células
tumorales al endotelio vascular. Sin embargo: la inflamacion, la
tension de cizallamiento “shear estress”, la presion intersticial dentro

del microambiente tumoral, generan cambios, que remodelan o
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desprenden el GCX de las CE, lo cual facilita 1a adhesion de las células
tumorales, y en consecuencia, se producen cambios en la sefializacion
celular, proliferacion, y migracion de las mismas.

No solamente el GCX endotelial se ve afectado, pues, ademas, las CTC
modifican su GCX, recubriéndose con una gruesa capa de hialuronano,
que sirve como escudo, facilitando con ello la adhesion a los ligandos
de las CE e impidiendo la llegada de sustancias terapéuticas hacia los
ligando de su superficie de la célula tumoral.

En este capitulo intentamos llevar al lector, a conocer algunos
mecanismos relacionados con el glucocalix y la proliferacion tumoral,
su enfoque traslacional, se explicara por lo objetivos actuales de
diagndstico y terapéuticos, muchos de ellos aun experimentales, pero

que se relacionan directamente con el cancer, glucocalix y metastasis.

ESTRUCTURA DEL GLICOCALIX

Como se ha mencionado en capitulos previos de este libro, la estructura
del glucocalix juega un papel importante, y su conocimiento, sera
la clave para el entendimiento de la presente revision por lo cual
iniciaremos con una breve resefia.

Las enfermedades como: aterosclerosis, eventos cerebro vasculares,
hipertension, enfermedad renal y sepsis, estdn asociadas con
degradacion del GCX, mientras que el crecimiento de células tumorales
y metastasis estdn asociadas con GCX excesivamente grueso o robusto
(2).
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Estructuralmente un tejido consiste de células envueltas por
glicocalix (parcial o completamente) matriz extracelular, microvasos
y linfaticos(3). Por lo tanto, existe una cantidad de glicocalix
intercalado entre la matriz celular y la membrana celular dependiendo
del tipo de célula y tejidos, asi como del tipo de biosistema. Los
glicanos encontrados en el GCX, son principalmente glicoproteinas y
proteoglicanos.(fig.1; fig. 2)

Las glicoproteinas son glicoconjugados en los que una proteina
porta uno o mas glicanos unidos covalentemente a un esqueleto
polipeptidico. Los receptores en la superficie de la célula endotelial:
E-selectina y P-selectina, integrinas y miembros de la superfamilia de
inmunoglobulinas tales como la molécula de adhesion celular 1 y la
molécula de adhesion de células vasculares 1, que facilitan la adhesion
durante proceso de inflamacion, son ejemplos de estos(4)(5).

Los proteoglicanos estdn compuestos de proteinas del nucleo con
cadenas de glicosaminoglicanos (GAQG) y sialoglicoproteinas unidas
covalentemente. Estas proteinas del nucleo se incorporan en la
membrana celular, mediante un anclaje de glicosilfosfatidilinositol
(glipican) o un dominio transmembrana que se une al citoesqueleto
(sindecans) mientras que las cadenas de GAG, se extienden dentro del
espacio extracelular.(6).

El heparan sulfato (HS), condroitin sulfato (CS) y acido hialurénico

o hialuronano (AH) son los GAG dominantes en la mayoria de las
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superficies celulares. Los GAG son polimeros lineales largos de
cientos a miles de unidades de disacaridos que tienen una fuerte carga
negativa y son hidrofilos.

La matriz extracelular, secreta proteoglicanos (agrecan, perlacan,
decorin, biglican) con GAG adicionales (sulfato de dermatan, sulfato
de queratdan), y glicoproteinas adhesivas (fibronectina, laminina,
tancasin), que son importantes para la integridad estructural de los

tejidos.

@ --K-, Na*, Ca*, L-arginine .1. K+, Na+, Ca++, L-arginine channels

& - Albumin, bFGF, LPL, polycationic peptides --Hyaluronic acid
I.{ --Cholesterol and glycosphingolipids =~ eses — Heparan sulfate
Q --Caveolin-1 ~ esss Chondroitin sulfate

[LIEY %

o CDa4
h g
P .‘"' &5

Glycoprotein

(fig.1) Representacion de proteoglicanos y glicoproteinas en la
superficie de célula endotelial (EC). Caveolin-1 se asocia con regiones
con alto contenido de colesterol y esfingolipidos en la membrana
(circulos mas oscuros, izquierda) y forma estructuras tipo cueva,

caveolae (derecha). Glipicans, junto con sus cadenas HS (lineas
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de puntos azules) se localizan en estas regiones. Los sindecanes
transmembrana se agrupan en el borde externo de las caveolas.
Ademas de HS, los sindecanes también contienen CS, menor en su
nicleo (lineas de puntos verdes). Una glicoproteina con sus cadenas
ramificadas oligosacaridas cortas y sus acidos sialicos (SA) ‘caps’
asociadas se muestran en la parte media de la figura (verde). Acido
hialuronico (HA) es un glucosamino glucnao (GAG) muy largo (linea
de puntos naranja), que se teje en el glicocalix y se une con CD44.
Transmembrana CD44 puede tener condroitinsulfato (CS), heparan
sulfato (HS) y oligosacaridos unidos a ¢él, y se localiza en caveolae. Las
proteinas plasmaticas (gris), junto con los cationes y los aminodcidos
cationicos (circulos rojos) se asocian con los GAG. La division
proteolitica puede arrojar un proteoglicano de la superficie (arriba a
la derecha). (a) Los dominios citoplasmicos de los sindecanes pueden
asociarse con moléculas, tales como ezrin, dynamin-2, syntenin,
syndesmos y a-actinin, que lo unen a elementos del citoesqueleto
(linea roja). (b) La oligomerizacion de sindecanes les ayuda a
establecer asociaciones directas con los efectores de sefalizacion
intracelular, como PKCa. (c) Una serie de moléculas involucradas con
la sefializacion de eNOS se localizan en caveolas: eNOS inactiva en
si misma, receptores acoplados a proteina G, numerosas quinasas, asi
como aminodcidos cationicos y canales de cationes. (Esta caricatura

no estd dibujada a escala, y algunos archivos adjuntos GAG fueron
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omitidos por simplicidad. Para su entendimiento algunos términos se
han conservado en el idioma original.(imagen tomada de Tarbell y
Pahakis)(6).

Glycocalyx Brush Structure 20 nm

e

T
Endothelial Cell Surface

wu og-05k

(fig.2) Glicocalix de la células endoteliales puede extenderse 150 —
500 nm desde la superficie celular endotelilal, con espacios de 20nm
entre los componentes del glicocalix. (imagen tomada de Mitchell,
modificada desde Weinbaum et al)(7)(8).

FISIOPATOLOGIA EN EL CANCER

Estructura del glicocalix en la célula tumoral

El efecto Warburg considerado uno de los mecanismos de las células
tumorales para obtener energia a través de glucolisis aerdbica, ha sido
uno de los mecanismos enigmaticos mas estudiado. Sin embargo,
hoy tras varias décadas de investigacion se sabe, que las células
tumorales, re estructuran su metabolismo energético mediante la
construccion de bloques que satisfacen las necesidades anabdlicas y
de crecimiento rapido, con un aporte de mayor de glucosa y nutrientes.
Esta reprogramacion metabolica favorece el aporte de nutrientes para

la construccion de bloques relacionados principalmente con la sintesis
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de glicanos.(9)(10).

El GCX de la célula tumoral, al igual que el GCX células endotelial
(EC), esta formado por una gran variedad de proteoglicanos y GAG,
ademas de proteinas fibrosas, como coldgeno, que comprenden la
matriz extracelular (11).

El GCX de las células tumorales circulantes y las células endoteliales
de los vasos sanguineos son los aspectos probables que regulan el
espaciamiento y el sitio de las interacciones entre los receptores y
los ligandos. La interaccion entre el GCX del endotelio de los vasos
sanguineos y las células tumorales circulantes, se ha considerado como
la teoria “semilla- suelo”. En la cual se considera a la célula tumoral
como la semilla, y al suelo como el 6rgano distante, que permite el
microambiente adecuado para el crecimiento, angiogénesis, invasion
y sobrevida.

En células cancerigenas el GCX es generalmente robusto, promoviendo
la agrupacion de integrinas, la sefializacion del factor de crecimiento,
y la mecanotransduccion, debida a la tension de cizallamiento del
flujo intersticial elevado en los tumores, para regular positivamente la
liberacion de metaloproteinasas de la matriz que potencian la motilidad
y metastasis celular(6).

El GCX voluminoso sobre todo produce (a) el agrupamiento de
integrinas unidas a la membrana al convergerlas y (b) cambia el estado

de las integrinas al elevar la tension sobre las integrinas unidas a la
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matriz. Este cambio promueve la adhesion, que causa la activacion de
los factores de crecimiento dependiente de las integrinas esto da como
resultado una senalizacion elevada y mejora el crecimiento celular y
la supervivencia(12).

Mencionado anteriormente, el efecto Warburg, deriva, grandes
cantidades de nutrientes y glucosa a la via hexosamina, lo que genera
monomeros nucledtidos de azucar, para la construccion de la cadena
de glicanos. El Acido hialurénico (AH) es un ejemplo, de como la
captacion de glucosa, la programacion metabdlica y la sintesis de
polimeros, estan estrechamente relacionados. Alimentar células de
un cultivo con glucosa o glucosamina, genera N — acetilglucosamina
como intermediario de la via hexosamina, lo cual incrementa en gran
medida el contenido de AH en el GCX celular(13).

En la transformacion maligna de las células tumorales, se produce
una alteracion en la formacion de hialuronano, o acido hialuréonico
(AH) el cual es producido en exceso. Los genes de hialuronano sintasa
(HAS1;HAS2; HAS3), codifican enzimas que regulan la sintesis de
hialuronano, asi como la formacion de matrices y el tamafio molecular
de hialuronano(14), sin embargo en las células tumorales los genes
de hialuronano sintasa incrementan, lo cual produce un exceso de
hialuronano. La expresion del receptor de superficie celular CD44 de

hialuronano, también incrementa en las células tumorales. (fig.3)
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Hyaluronan

Tumor Cell Surface

(fig.3) GCX de las células tumorales es caracterizado por un gran
contenido de hialuronano , que esta unido a la membrana de la celular
tumoral por CD44 (imagen tomada de Mitchell)(7).

Los altos niveles de expresion de hialuronano pueden crear una matriz
de tejido conectivo hidratado, que se puede unir a la superficie de
la célula tumoral a través de CD44 para formar una capa protectora
alrededor del célula tumoral(15). Esta cobertura limita la unién del

farmaco a los sitios de union terapéutica en la CTC.(fig.4)

@ @ @ Therapeutic Ligand

T
Tumer Cell Surface Therapeutic

Receptor

(fig.4) La sobreexpresion de componentes de glicocalix, tales como
hialuronano, puede crear una barrera molecular para “proteger”
receptores de union terapéutica de la interaccion con ligandos
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terapéuticos. (imagen tomada desde Mitchell (6))

Se encontrd que el aumento de la produccion de hialuronano aumenta la
presion del liquido intersticial en tumores solidos, lo que puede limitar
el suministro de productos terapéuticos a través de la circulacion al
colapsar los vasos sanguineos(16)(17) cercanos y eliminar el transporte
de agentes terapéuticos impulsados por la diferencia hacia el interior
del tumor.

El flujo metabolico a través de la via hexosamina también se asocia
con la O-glicosilaciéon de tipo mucina descendente, sialilacion
y polisialilaciéon en células cancerosas, lo que sugiere amplias
consecuencias del efecto de Warburg sobre las estructuras de glicocalix.
El estado de sialilacion juega un papel importante en la capacidad de
una célula para desencadenar o evadir el reconocimiento inmunologico.
Se considera al sialoma como el eje central de modulacion inmune,
que no ha sido estudiado en el cancer(18). Los glucanos que terminan
en residuos de acido sialico, pueden suprimir la activacién inmune.
(19) Los sialosidos de la superficie celular pueden reclutar lectinas
similares a inmunoglobulina (Ig) que se unen al 4cido sidlico (Siglecs),
que se encuentran en la mayoria de los tipos de leucocitos, a la sinapsis
inmunoldgica.

Los tumores que remodelan su GCX, al sobre expresar glicoproteinas
voluminosas como mucinas, exhiben una mayor predisposicion a

metastasis(20). La mayor parte de MUCI reside fuera de la célula
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donde domina las propiedades fisicas del glicocalix. En trabajos
previos, mostramos que este ectodominio influye profundamente en
la formacion de adherencias focales, la sefializacion de integrinas y la
supervivencia en un entorno de adhesion minima. (12). Las mucinas
mejoran profundamente las propiedades fisicas del glicocalix, y la
letalidad de varios tipos de cancer esta fuertemente correlacionada,
con el aumento en la produccidon de mucinas.

Las células epiteliales normales suelen estar polarizadas, manteniendo
las mucinas grandes en la superficie superior o apical de la célula.
Una pérdida de polaridad celular es una caracteristica comun en el
cancer y puede redistribuir los polimeros en cepillo, para cubrir toda

la superficie celular(21).

Migracion de las células tumorales

El tumor primario, se ha considerado como el origen de las células
cancerosas, estas c¢lulas se desprenden, y a través del proceso conocido
como extravasacion (22), circulan por los capilares sanguineos,
como células tumorales libres. Las células inicialmente se unen y
ruedan sobre el endotelio activado, se adhieren firmemente y luego
transmigran a través de la pared del vaso sanguineo hacia el tejido
inflamado(23)(24).Se cree que estas células a través de mecanismos de
adhesion al GCX endotelial, pueden empezar mecanismos de division
lo que daré origen a un tumor secundario(7).

El GCX endotelial de vasos sanguineos y microvasos actlia como
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una barrera de permeabilidad y también proporciona un medio de
fuerzas efectivas de mecanotransduccion y fuerzas cizallamiento
hidrodinamicas. Cambios en las células tumorales circulantes y el
grosor de GCX son dos factores que probablemente estan relacionados

con la migracién a través de las paredes de los microvasos.(8). (fig.5)

Normal
Vasculature

Blood Vessel

Normal Cell Interstitium

Tumor Cell

(fig.5) Aumento del flujo intersticial en capilares, a la derecha se
evidencia la fuga de células tumorales debido al estrés, en comparacion
con los capilares normales a la izquierda. (Imagen tomada de Tarbell
y Cancel)(2)

En las células tumorales, hay un aumento del estrés puro, debido a la
activacion de la mecanotransduccion dentro del ambiente intersticial
del tumor, y ademas incremento en la sefializacion de factores de
crecimiento y agrupamiento de integrinas. Todo esto, incrementa
la liberaciéon de metaloproteinasas (MMP) que son responsables
de movilidad celular y metastasis. Asi mismo las células tumorales
tienen niveles elevados de heparan sulfato y acido hialuronico que
incrementan el crecimiento celular y metastasis(6)

La selectina E ha demostrado facilitar las metastasis del cancer in vivo.

—151—



GLICOCALIX, SU ROL EN EL PACIENTE

GLICOCALIX, SU ROL EN EL PACIENTE

ONCOLOGICO Y ENFOQUE TRASLACIONAL

Asi mismo se considera que puede influir en la adhesion y circulacion
de células tumorales que se originan en la mama(25)(26), colon(27)
(26), y prostata(28)(29). Los niveles elevados de E-selectina circulante
se han asociado con metéstasis de cé¢lulas de carcinoma de mama y de
colon al higado(30)(31).

Las moléculas de adhesion como el ICAM-1 y selectinas de la
superficie de la célula endoltelial, pueden alcanzar una longitud de
20 a 40 nm(32)(33). Sin embargo, el grosor del glicocalix es mucho
mayor, lo que dificulta la adhesion celular mediada por receptor, en

condiciones de flujo fisioldgico.

Adhesion
Ligand

Adhesion
Receptor

Endothelial Gell

(fig.6) Bajo condiciones fisiologicas , el grosor del glicocalix de las
células endoteliales es mas largo que la mayoria de los receptores de
adhesion y actiia como berrea para la adhesion celular (imagen tomada
de Mitchell)(7).

Multiples estudios, utilizando leucocitos, han mostrado que la
disminuciéon del grosor del GCX, se relaciona directamente con el

incremento de la adhesion celular(34)(35).
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Esto se potencian debido a la facilidad de la interaccion entre el
pequefio tamafio de los receptores (alrededor de <100 nm) y el grosor
reducido de GCX de microvasos (menor o alrededor de 0,5 um)(36).
(fig.6)

Alteraciones como tension de cizallamiento, condiciones de
inflamacion, y exposicion de la matrix de metaloproteinasas (MMP)
pueden causar desprendimiento y remodelacion del glicoclix,
incrementando el namero de receptores disponible, para unirse a los
ligandos de adhesion de la células circulates tumorales. Proteasas de
la matriz celular, pueden alterar el GCX de las células endoteliales,
provocando desprendimiento, la mayor expresion de estas ha sido
relacionada con la lesion vascular, con areas de adhesion plaquetaria.
En cambio el desprendimiento del GCX, puede estar regulado por
MPP derivadas del endotelio, asi como a la sobre expresion de MMPs
en las cé¢lulas tumorales, de las cuales las MPP2 y MPP9, han sido
estudiadas(24)

fig.7 Cambios con desprendimiento del

glicocalix (imagen tomada Mitchell)(7)
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Inflammation g Shedding
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Remarket et al, analizaron la superficie luminal de personas sanas
y con neoplasias del tejido colorrectal, en relacion a la presencia y
arquitectura del glicocalix, se determiné que 93% de las personas sanas
tuvieron el glicocalix intacto, al contrario, en el 90% de superficie
de células neoplasicas, el glucocalix estuvo ausente. La sensibilidad
y especificidad del marcador “ausencia de glicocalix” es excelente
iniciando con 91% (83-96%) y 96% (89-99%) para adenocarcinomas
y 94% (73-100%) y 92% (85-97%) para pdlipos precancerosos(37).
Glucoconjugados liberados por las células tumorales se pueden medir
en el torrente sanguineo y se usan como marcadores tumorales de
canceres especificos, su principal papel consiste en ayudar a controlar
la evolucién del cancer y la respuesta a la terapia. Es el caso de CA19.9,
CA125, CA15.3, CA27-29, todas las mucinas con un alto contenido
de glicanos indicativo de una situacion tumoral.

Los fenotipos de cancer mas agresivos y letales a menudo se
correlaciona con la expresion abundante de biopolimeros de alto peso
molecular que forman un glicocalix grueso y, a menudo denso, en la
superficie de la célula cancerosa(12)

El MUCI1 y MUCI6, son mucinas de superficie celular, sobre
reguladas en canceres epiteliales, que se usan como biomaracadores
de la enfermedad(38). Los niveles altos de MUCI en el tumor

pueden predecir la metastasis, la respuesta deficiente del paciente al

—154—

ONCOLOGICO Y ENFOQUE TRASLACIONAL

tratamiento y la baja tasa de supervivencia del paciente en canceres
multiples, incluidos los de origen mamario, pulmonar, gastrointestinal
y pancreatico(21)(39).

Un alto contenido de hialuronano estromal se asocia con tumores
poco diferenciados y un comportamiento clinico agresivo en
adenocarcinomas humanos(11)

Se han detectado niveles elevados de HA en los linfomas agresivos de
células B, como el linfoma difuso de células B grandes(40)

Los receptores bien conocidos que promueven el cancer incluyen la
familia de receptores tirosina quinasas (RTK), como los receptores del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el receptor 2 del crecimiento
epidérmico humano (HER2) y c-MET(41)(42).

El heparan sulfato (HS) componente del GCX, ha sido estudiado por
Qazi et al, principalmente por su papel en la mecanotransduccion y
sobre el potencial invasivo metastasico. En su estudio, se demuestra
la primera evidencia en animales, en donde la reduccion del HS de las
células tumorales como método para suprimir la invasion local y las
metastasis a distancia.(43).

Hialuronidasa, es una enzima que degrada el glicocalix, por lo cual ha
sido estudiada, con el objetivo de mejorar el blanco terapeutico sobre
las células tumorales al degradar su glicocalix.

Dado su papel fisioldgico y su presencia en todo el cuerpo humano,

la administracion sistémica de hialuronidasa podria tener efectos

—155—



GLICOCALIX, SU ROL EN EL PACIENTE

GLICOCALIX, SU ROL EN EL PACIENTE

ONCOLOGICO Y ENFOQUE TRASLACIONAL

secundarios no deseados. La degradacién enzimatica a través de
hialuronidasa puede inducir inflamacion y dolor en las articulaciones,
y debido a su sensibilidad al pH y corta vida media en suero, es dificil
administrar de manera eficiente.

Rai et al (44). Demostraron que las células metastasis de cancer de
pulmoén facilitan su propia adhesion al endotelio cerebral al secretar
factores que dafian el glicocalix endotelial, lo que resulta en la
exposicion de las moléculas de adhesion previamente protegidas y el
compromiso del eje de adhesion mediado por E-selectin

Las estrategias terapéuticas de CTC que implican dirigirse a selectina
E se ven interrumpidas por el CGX de las CTC, bloqueando las
interacciones con los ligandos de selectina E y los receptores de muerte
en CTC. Las enzimas que degradan el GCX pueden asi aumentar la
disponibilidad de ligandos de CTC con fines terapéuticos

Poco se conoce sobre el glicocalix que recubre las CTC, y la resistencia
que este genera a los agentes terapeuticos. Las CTC sufren procesos
apoptoicos en la sangre(45). Es probable que este glicocalix grueso y
estructuralmente diferente, confiera la capacidad de resistencia a las
células que mestastatizan drganos distantes, principalmente evadiendo
el anoikis (46) (muerte celular en respuestas a inadecuada interaccion
entre la célula y la matriz extracellar)(47)

Los sialosidos, de las células tumorales, constituyen eje central de

la inmunidad para evadir la destruccion inmune tanto inanta como
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adquirida. Las estrategias terapéuticas que se dirigen a los sialosidos
pueden, por lo tanto, potenciar la inmunidad antitumoral. el uso
de conjugados que permiten actuar sobre el factor de crecimiento
epidérmico humano 2 (HER2), a través de sialidasas unidas anticuerpos
(trastuzumab) aumentan la sensibilidad de las células tumorales a la
citotoxicidad.(48).

Actualmente, la FDA tiene aprobado diez terapias contra HER2 /
EGFR a partir de 2016 y farmacos e base a anticuerpos que estan
disponibles para los canceres de mama HER2-positivos(49).

La regulacion del cancer de sialosidos no se entiende tan bien como
para la AH, pero la sobreexpresion de sus enzimas sintéticas también
predice una pobre supervivencia del paciente en varios tipos de
cancer(50).

Aunque en la actualidad, muchos de los trabajos son experimentales,
el estudio de las poblaciones oncoldgicas, en cuanto a la necesidad de
diagnostico y tratamiento tempranos para combatir el cancer, ain no
han logrado, en la mayoria de estos ser realizados en humanos. Falta

mucho por descubrir, de este interesante campo.
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