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DESCRIPCION
Tratamiento de disfuncidn endotelial en pacientes diabéticos
Campo de la invencion

Esta invencion se relaciona con un método para el tratamiento de disfuncion endotelial en pacientes diabéticos. En
particular, esta invencion se relaciona con un método para mejorar la funcion endotelial en el tratamiento de
trastornos que se relacionan con la disfunciéon endotelial, tanto macrovascular como microvascular, en pacientes
diabéticos.

Antecedentes de la invencion

En la enfermedad crénica diabetes mellitus (diabetes), el cuerpo pierde la capacidad de producir o responder
adecuadamente a la hormona insulina, de tal manera que las células de los tejidos periféricos no toman de forma
activa la glucosa de la sangre para su uso o almacenamiento. En el individuo diabético, el nivel de la glucosa en la
sangre periférica se puede elevar (hiperglucemia) y por lo general permanece asi a menos que se emplee alguna
forma de intervencion (por ejemplo, administracion de insulina exdgena) para que la glucosa en la sangre vuelva a
niveles normales. Si no se controla, la hiperglucemia de individuos diabéticos puede dar lugar a shock, degeneracion
o falla de los 6rganos (por ejemplo, insuficiencia renal, ceguera, enfermedad nerviosa, enfermedad cardiovascular),
necrosis de los tejidos (por ejemplo, que necesitan amputacion de los pies), e incluso la muerte

Dos formas independientes de la diabetes son la diabetes de tipo 1 y tipo 2. La diabetes de tipo 1, que se conoce
previamente como diabetes mellitus dependiente de la insulina (IDDM) o diabetes juvenil, es una enfermedad
autoinmune en la cual el cuerpo destruye las células B que producen la insulina (células de islotes) del pancreas que
resultan en un requisito indispensable para la administracion diaria de la insulina exdégena para mantener los niveles
normales de glucosa en sangre. Usualmente, la diabetes de tipo 1 se diagnostica en nifios y adultos jévenes, pero
pueden ocurrir a cualquier edad. La diabetes de tipo 1 representa el 5-10% de los casos diagnosticados de diabetes.

Con mucho, la forma mas frecuente de la diabetes es la diabetes tipo 2, que se conoce previamente como diabetes
mellitus no dependiente de la insulina (NIDDM). Previamente la diabetes tipo 2, también se conocié como diabetes
del adulto, sin embargo, cada vez con mas frecuencia esta forma de diabetes se esta haciendo prevalente en la
poblacién creciente de nifios obesos clinicamente y con sobrepeso y en adultos jovenes. La diabetes tipo 2
representa aproximadamente el 90-95% de todos los casos diagnosticados de diabetes. Por lo general, la diabetes
tipo 2 comienza con resistencia a la insulina, un trastorno en el cual las células del cuerpo no responden
adecuadamente a la insulina, seguido por una pérdida gradual en parte del pancreas para producir y secretar la
insulina. La diabetes tipo 2 se asocia con una variedad de factores incluyendo edad avanzada, obesidad,
antecedentes familiares de diabetes, antecedentes de diabetes gestacional, metabolismo alterado de la glucosa,
inactividad fisica, y diversas razas o grupos étnicos. Los individuos con diabetes tipo 2 deben tratar de controlar su
nivel glucosa en sangre con una dieta cuidadosa, ejercicio y reduccion de peso, y medicamentos adicionales.

Los principales factores que contribuyen al estado pro-aterogénico en la diabetes, particularmente la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), incluyen dislipidemia, hiperglicemia, hipertension, obesidad visceral y resistencia a la insulina
(1,2). Estudios observacionales han demostrado claramente la importancia de la dislipidemia diabética para
contribuir a la aterogénesis en la diabetes, ilustrada por el hecho que la correlacion entre las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) asi como lipoproteinas de alta densidad (HDL) contra eventos cardiovasculares superan la de la
glucosa en plasma en ayunas (3). Los estudios de intervencién de la estatina han demostrado un beneficio claro del
tratamiento con estatina en la reduccién de eventos cardiovasculares en DM2 (4, 5); sin embargo, a pesar de este
logro impresionante, la mayoria de los pacientes con DM2 aun sufren de eventos cardiovasculares, incluso cuando
utilizan estatinas (6).

Durante las dos ultimas décadas, la disfuncién endotelial se ha convertido en una de las etapas mas tempranas de
la aterogénesis. Se ha demostrado que la disfuncién endotelial, la cual es un signo caracteristico en todos los
pacientes diabéticos (i.e tanto de tipo 1 y 2) tiene un valor predictivo de futuros eventos cardiovasculares (7-9). De
acuerdo con la patogénesis multifactorial de la enfermedad vascular inducida por la diabetes (10, 11), se han
evaluado numerosas intervenciones terapéuticas por su potencial para mejorar la funcién endotelial en pacientes
con DM2 (9, 12). Sorprendentemente, mientras que la funcidon endotelial podria estar completamente restaurada
mediante la terapia con estatinas en pacientes dislipidémicos (13), varios estudios han demostrado que incluso un
tratamiento intenso con estatina no puede normalizar la disfuncién vascular en DM2 (14, 15). Esto ultimos hacen
hincapié en las posibilidades de modalidades terapéuticas adicionales en este grupo de alto riesgo.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDLs) representan un amplio grupo de las lipoproteinas en plasma sobre todo
las esferoidales, los cuales muestran una considerable diversidad en su tamafo, apolipoproteina (apo) y
composicion lipidica. Las particulas de HDL caen en el rango de densidad de 1.063-1.21 g/ml (16) y ya que son mas
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pequefias que las otras lipoproteinas, las HDLs pueden penetrar entre las células endoteliales méas facilmente
permitiendo que concentraciones relativamente altas se acumulen en los fluidos del tejido (17). La principal
apolipoproteina de casi todas las HDLs en plasma es la apo A-l, la cual en asociacion con los fosfolipidos y el
colesterol, encierra un ndcleo de ésteres de colesteril (16). Las HDLs nacientes (i.e. sintetizadas recientemente)
secretadas por el higado y el intestino no contienen ésteres de colesteril y son de forma discoidal (16). La asociacion
negativa de la concentraciéon de HDL en plasma con enfermedad de arteria coronaria ha sido bien documentada en
estudios epidemioldgicos (18). Aunque experimentos en animales han demostrado una actividad anti-aterogénica de
las HDLs (19), todavia no se sabe si este efecto protector se relaciona con el papel de la lipoproteina en el
transporte inverso del colesterol o con un mecanismo diferente. EI mecanismo/mecanismos a través de los cuales
las HDLs proveen estas acciones cardioprotectoras no se entiende claramente, pero pueden incluir un papel de
HDLs en el transporte reverso del colesterol a partir de tejidos periféricos al higado, inhibicién de la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad, o modulacién de la vasodilatacion y activacion de las plaquetas mediada por
cambios en la produccién de la prostaciclina (20). Las HDLs también pueden activar la sintasa del 6xido nitrico (NO)
endotelial posterior a su interaccion con el receptor-B1 secuestrante (SR-B1).

En vista de los datos emergentes sobre los efectos promotores de NO de HDL, los compuestos con capacidad de
aumentar la HDL son de interés particular (21-24). De hecho, en HDL de pacientes con DM2, se asocia
positivamente con respuestas del vasomotor dependiente del endotelio (8). En el trabajo que conduce a la presente
invencién, los inventores han evaluado si y en qué medida HDL aumenta con la infusion de HDL exdgena
reconstituida (rHDL) se traduciria en una mejora de funcidén vascular. Los niveles de ApoA-l y la funcién endotelial
fueron evaluadas tanto agudamente (4 horas después de la infusién), asi como 7 dias después de la infusion de
rHDL en DM2 y los controles correspondientes.

Los detalles bibliograficos de las publicaciones mencionadas en esta especificacion se mencionan al final de la
descripcion. La referencia a cualquier documento de la técnica anterior en la especificacién no es, y no se deberia
tomar como, un reconocimiento o ninguna forma de sugerencia de que el documento forma parte del conocimiento
general comun.

Resumen de la invenciéon

A lo largo de esta especificacién y de las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera otra cosa,
se entendera que la palabra "comprenden", y/o variaciones tales como "comprende"” o "que comprende", implican la
inclusién de un nimero entero indicado o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas pero no la exclusion de ningun
otro nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas.

El objeto de la invencion se define en las reivindicaciones.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 es un diagrama que muestra que la infusién intra-arterial del vasodilatador dependiente del endotelio
serotonina aumento el flujo sanguineo del antebrazo (FBF) de una manera dependiente de la dosis en voluntarios
saludables y pacientes con DM2. Al inicio del estudio, la respuesta del FBF a la serotonina se atenu6 en DM2 en
comparacién con los controles (p< 0.001). Después de la infusion de rHDL, la respuesta de FBF a la serotonina
aumento significantemente, pero no alcanzo los niveles comparables con los controles (p<0.01). La mejora en la
vasodilatacion dependiente del endotelio persistid 7 dias después de la infusion de rHDL (p<0.01). La infusion de
rHDL no afect6 la respuesta de la serotonina en los controles.

Figura 2 es un diagrama que muestra que en el inicio del estudio la respuesta del vasoconstrictor a L-NMMA, que
refleja la actividad 6xido nitrico (NO) basal, fue bloqueada en pacientes con DM2 en comparacion con los controles
(p<0.001). Después de la infusién de rHDL, la respuesta del constrictor de L-NMMA se mejoro, incluso sigue
presente 7 dias después de la infusion (p<0.01). De acuerdo con los datos de la serotonina, la infusion de rHDL no
tuvo efecto en respuesta de L-NMMA en sujetos control.

Figura 3 es un diagrama que muestra que vasodilatacion independiente del endotelio en respuesta a nitroprusiato
de sodio fue inferior en DM2 contra los controles (p<0.01) y la infusion de rHDL no mostr6 efecto sobre la respuesta
del vasodilatador SNP tanto en pacientes como en controles

Descripcion detallada de la invencion

Los pacientes con diabetes, particularmente diabetes mellitus tipo 2 (DM2), se caracterizan por un aumento marcado
en el riesgo cardiovascular. La disfuncion endotelial sistémica, un signo caracteristico en DM2, predice el riesgo
futuro de eventos cardiovasculares. En vista de la relacién entre HDL y la ruta de NO, los presentes inventores han
evaluado el efecto de la infusién de rHDL en la funcién endotelial en DM2. Especificamente, en 7 pacientes con DM2
y 7 controles normolipidémicos, la funcién endotelial fue evaluada utilizando pletismografia de oclusién venosa. Se
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determinaron las respuestas del flujo sanguineo del antebrazo (FBF) a la infusién intra-arterial de la serotonina (5HT)
de vasodilatadores independiente y dependiente del endotelio y nitroprusiato de sodio, respectivamente, y el
inhibidor de 6xido nitrico sintasa NG-monometil-1-arginina (L-NMMA), ambas antes de, 4 horas después de y 1
semana después de la infusion de rHDL (80mg/kg basandose en la proteina).

Al inicio del estudio HDL fue similar en DM2 contra los controles (1.1 + 0.2 vs. 1.2 + 0.3 mmol/L, ns). La
vasodilatacion inducida por 5HT (max 17+10%) y vasoconstriccion inducida por L-NMMA (max - 17+15%) fueron
reducidas en DM2 contra los controles (5-HT 114422 y L-NMMA -48+5%, ambos p<0.05). La infusion de rHDL elevé
los niveles de apoA-l (1.2 + 0.2 a 2.8 + 04 vs. 1.2 £ 0.2 a 2.7 £ 0.4 g/L, p<0.01) en DM2 y los controles,
respectivamente y restauraron las respuestas de FBF a 5HT (86+£22%, p<0.05) y L-NMMA (-45+9%, p<0.01) en
DM2. Este efecto persisti6 7 dias después de la infusion (5HT; 80+25%, p<0.05 y L-NMMA -37+7%, p<0.01 en
comparacién con el valor inicial). La infusion de rHDL no tuvo efecto en los controles. En consecuencia, este trabajo
demuestra que el aumento de HDL aguda mejora la funcion endotelial en DM2 y que la mejora persiste por al menos
7 dias a pesar del regreso al valor inicial de la concentracién de HDL.

En un aspecto, la presente invencién puede ser utilizada en un método para el tratamiento de disfuncién endotelial
en un paciente diabético, que comprende la administracion al paciente de una cantidad efectiva de lipoproteina de
alta densidad (HDL).

Preferiblemente, la administracion es administracion parenteral.

La referencia en este documento a "tratamiento" se debe considerar en su contexto mas amplio. El término
"tratamiento” no necesariamente implica que un sujeto se trata hasta su total recuperacion. En consecuencia, el
tratamiento incluye la mejoria de los sintomas de un trastorno o condicién particular asi como la reduccién de la
severidad de, o eliminacion de un trastorno o condicion particular.

Como se utiliza en este documento, las referencias a "tratamiento de disfunciéon endotelial" se deben considerar
como referencias a la mejora de funcién endotelial en el tratamiento de trastornos que se relacionan con la
disfuncion endotelial. Tales trastornos incluyen tanto los trastornos macrovasculares (en relacion con los grandes
vasos sanguineos) tales como ataque isquémico transitorio, accidente cerebrovascular, angina, infarto del miocardio,
falla cardiaca, y enfermedad vascular periférica, asi como trastornos microvasculares (en relaciéon con los vasos
sanguineos pequefios) tales como retinopatia diabética (no-proliferativa, proliferativa, edema macular),
microalbuminuria, macroalbuminuria, enfermedad renal en etapa terminal, disfuncién eréctil, neuropatia autonémica,
neuropatia periférica, osteomielitis e isquemia de extremidad inferior.

Las referencias en este documento a un paciente "diabético" se deben entender como una referencia a un paciente
que sufre de cualquiera la diabetes tipo 1 (DM1) o la diabetes tipo 2 (DM2).

De acuerdo con la presente invencion, HDL es para ser administrada a un paciente diabético. El término "HDL" como
se utiliza en este documento se relaciona con todas las formas de lipoproteinas de alta densidad e incluye HDL
madura, HDL naciente o HDL reconstituida (rHDL) o cualquier mezcla de estas, asi como rHDL producida de
apolipoproteina recombinante o un analogo de este con relacién funcional con HDL naciente o reconstituida. Tales
analogos incluyen péptidos funcionales derivados de la estructura de la apolipoproteina (Apo), tales como aquellos
descritos en International Patent Publications Nos. WO 99/16459 and WO 99/16408, los contenidos de los cuales se
incorporan en este documento por referencia.

Las lipoproteinas de alta densidad comprenden un componente de proteina, y lipido. Las proteinas preferiblemente
son apolipoproteinas, por ejemplo apolipoproteinas humanas tales como apolipoproteina A-l (apoA-I),
apolipoproteina A-Il (apoA-Il) o apolipoproteina AIV (apoA-IV) o apolipoproteinas recombinantes, o péptidos
funcionalmente homélogos con propiedades similares. Los lipidos apropiados son fosfolipidos, preferiblemente
fosfatidilcolina, opcionalmente mezclada con otros lipidos (colesterol, ésteres del colesterol, triglicéridos,
esfingolipidos, u otros lipidos). Los lipidos pueden ser lipidos sintéticos, lipidos que ocurren naturalmente o
combinaciones de estos.

Preferiblemente, la HDL es HDL reconstituida.

Produccion de HDL reconstituida se describe, a modo de ejemplo, en US Patent No. 5652339 y por Matz and Jonas
(25) y Lerch et al. (26). La produccion de rHDL con apolipoproteinas recombinantes se describe, a modo de ejemplo,
en European Patent No. EP 469017 (en levadura), US Patent No. 6559284 (en E. coli), e International Patent
Publications Nos. WO 87/02062 (en E. coli, levadura y células Cho) y WO 88/03166 (en E. coli).

La HDL se administra en una cantidad efectiva. Una "cantidad efectiva" significa una cantidad necesaria al menos
parcialmente para alcanzar la respuesta deseada, o para retrasar el inicio o inhibir la progresion o detener por
completo, el inicio o progresién del trastorno o condicidn particular que se trata. La cantidad varia dependiendo de la
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condicion de salud y fisica del individuo que se trata, los antecedentes raciales del individuo que se trata, el grado de
proteccién deseado, la formulacién de la composicion, la evaluacion de la situacion médica, y otros factores
relevantes. Se espera que la cantidad caiga en un rango relativamente amplio que se puede determinar mediante
ensayos de rutina.

Los rangos de dosificacion de HDL preferidos son de 0.1-200 mg, mas preferiblemente 10-80 mg, HDL (peso basado
en apolipoproteina) por kg de peso corporal por tratamiento. Por ejemplo, la dosificacion de HDL que se administra
pueden ser aproximadamente 0.2-100 mg de HDL por kg de peso corporal (peso basado en apolipoproteina) dada
como una inyeccién intravenosa y/o como una infusién durante un periodo de tiempo necesario clinicamente, por
ejemplo por un periodo que oscila de unos pocos minutos a varias horas, por ejemplo hasta 24 horas. Si es
necesario, la administracion de HDL se puede repetir una o varias veces. La cantidad actual administrada sera
determinada tanto por la naturaleza de la condicién o trastorno que se esta tratando como por la velocidad a la cual
la HDL esté& siendo administrada.

Preferiblemente, el paciente es un humano, sin embargo la presente invencion se extiende al tratamiento y/o
profilaxis de otros pacientes mamiferos incluyendo primates, animales de ganaderia (por ejemplo ovejas, cerdos,
ganado vacuno, caballos, burros), animales para ensayos de laboratorio (por ejemplo ratones, conejos, ratas,
conejillo de Indias), animales de compafiia (por ejemplo perros, gatos) y animales salvajes en cautividad.

De acuerdo con la presente invencion, la HDL preferiblemente es para ser administrada a un paciente mediante una
ruta de administraciéon parenteral. La administracion parenteral incluye cualquier ruta de administracion que no sea a
través del canal alimentario (es decir, no enteral), incluyendo administracién por inyeccion, infusion y similares. La
administracion por inyeccion incluye, a modo de ejemplo, en una vena (intravenosa), una arteria (intraarterial), un
musculo (intramuscular) y bajo la piel (subcutdnea). La HDL también se puede administrar en un depdsito o
formulacion de liberacién controlada, por ejemplo, por via subcutdnea, intradérmica o intramuscular, en una
dosificacion que sea suficiente para obtener el efecto farmacoldgico deseado.

Las composiciones apropiadas para la administracion parenteral convenientemente comprenden una preparacion
acuosa estéril del componente activo que preferiblemente es isoténica con la sangre del recipiente. Esta preparacion
acuosa se puede formular de acuerdo con métodos conocidos utilizando apropiados agentes dispersantes o de
humectacion y agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una suspension o
solucion inyectable estéril en un diluente o solvente no-téxico aceptable parenteralmente, por ejemplo como una
solucion en un polietileno glicol y acido lactico. Entre los vehiculos y solventes aceptables que pueden ser
empleados son el agua, solucidon de Ringer, carbohidratos apropiados (por ejemplo sacarosa, maltosa, trehalosa,
glucosa) y solucion de cloruro de sodio isoténico. Ademas, se emplean convenientemente aceites fijos, estériles
como un medio de suspension o solvente. Para este propdsito, cualquier aceite fijo blando se puede emplear
incluyendo mono- o di-glicéridos. Ademas, los &cidos grasos tales como &cido oleico encuentran uso en la
preparacién de inyectables.

La formulacién de tales composiciones terapéuticas es bien conocida por los expertos en este campo. Los
apropiados portadores y/o diluentes farmacéuticamente aceptables incluyen cualquiera y todos los convencionales
solventes, medios de dispersion, agentes de carga, portadores sdlidos, soluciones acuosas, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcién, y similares. El uso de tales medios
y agentes para las sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en el oficio, y se describe, a modo de
ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, Mack Publishing Company, Pennsylvania, USA.
Excepto en la medida que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se
contempla el uso de este en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion. Los ingredientes activos
suplementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

Otros sistemas de entrega pueden incluir sistemas de entrega de liberacién controlada. Los sistemas de entrega de
liberacion controlada preferidos son aquellos que pueden proporcionar la liberacién del componente activo de la
invencion en pellets o cépsulas de liberacion controlada. Muchos tipos de sistemas de entrega de liberacion
controlada estan disponibles. Estos incluyen, pero no se limitan a: (a) sistemas de erosion en los cuales el
componente activo esta contenido dentro de una matriz, y (b) sistemas disfuncionales en los cuales el componente
activo permea a una velocidad controlada a través de un polimero.

La presente invencion también proporciona la lipoproteina de alta densidad (HDL) para su uso en el tratamiento de
un paciente con diabetes tipo 2, para mejorar la funciéon endotelial en el paciente, en donde la mejora en funcion
endotelial persiste por al menos 7 dias después de la administracion.

En incluso otro aspecto, la invencién proporciona el uso de HDL en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de un paciente con diabetes tipo 2, para mejorar la funcion endotelial en el paciente, en donde la mejora
en funcion endotelial persiste por al menos 7 dias después de la administracion.
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EJEMPLO
I. Métodos

Se inscribieron siete pacientes no fumadores con DM2 no complicada (4 hombres y 3 mujeres) y 7 no fumadores
con edad- y sexo correspondientes a sujetos control normolipidémicos (4 hombres y 3 mujeres). El criterio de
inclusion de los pacientes con DM2 fueron de la siguiente manera: (1) glucosa en plasma en ayunas > 7.0 mmol/L,
(2) bajo tratamiento con dieta y metformina; (3) sin utilizar insulina exdgena; (4) dislipidemia leve con niveles
plasmaticos de triglicéridos y colesterol LDL de menos de 2.0 y 3.5 mmol/l, respectivamente. La presencia de
enfermedad macrovascular, definida como anormalidades de ECG, indice de &ngulo branquial anormal o un
antecedente de eventos vasculares periféricos cardiacos, cerebrales y la neuropatia autonémica fueron el criterio de
exclusion para cualquiera de los pacientes o sujetos control. Todos los pacientes femeninos fueron post-
menopausicos y no estaban bajo terapia de reemplazo hormonal. La duraciéon media de la diabetes fue 5.2 + 1.2
[mediatSD] afios. Las evaluaciones se realizaron al menos 4 semanas después del cese de medicamentos
vasoactivos, tales como inhibidores de ACE, bloqueadores del receptor de la angiotensina, bloqueadores del canal
de calcio, aspirina, NSAIDs, y suplementos de vitaminas. Ninguno de los pacientes utilizaba la terapia con estatinas.
El alcohol, la cafeina y la metformina fueron retenidos dentro de 12 horas antes del estudio. Todos los sujetos dieron
su consentimiento informado por escrito y se obtuvo la aprobacion de la junta la revision interna del Academic
Medical Center (AMC), University of Amsterdam, Amsterdam, The Netherlands. El estudio se llevd a cabo de
acuerdo con los principios de la declaracién de Helsinki.

Protocolo del Estudio

La funcion vascular fue evaluada en el inicio del estudio y después de la infusién de rHDL utilizando pletismografia
de tension de calibre de oclusidon venosa segin se publicé previamente (EC-4; Hokanson Inc, Bellevue, USA) (27).
Las mediciones se realizaron en una habitacién tranquila con una temperatura constante (22°C a 24°C) y se
iniciaron a las 08:00 a.m. Los sujetos permanecen en posicidon supina a lo largo de todo el estudio. La arteria
braquial del brazo no dominante se canulé con un catéter de poliuretano, flexible, de calibre 20 (Arrow Inc, Reading,
USA). La insercion se continud por un intervalo de 30 minutos de infusién salina para permitir el re-establecimiento
de las condiciones iniciales. Posteriormente, el flujo sanguineo del antebrazo (FBF), expresado como mililitros por
minuto por 100 mL de volumen de tejido del antebrazo (FAV), y se midié6 simultaneamente en ambos brazos. Se
utilizé un sistema desencadenante de onda R basado en microordenador para el monitoreo en linea. Durante cada
medicién, se inflaron los manguitos de presion arterial alrededor de ambos brazos superiores (40 mm de Hg)
mediante el uso de un inflador de manguito rapido. De forma simultanea, se inflaron los pufios de las mufiecas
bilaterales a la presion arterial sistélica superior para excluir la circulacion de la mano (200 mm de Hg). La presion
sanguinea intra-arterial y la frecuencia cardiaca fueron monitoreadas continuamente. Después, se midi6 la respuesta
de FBF a las dosis acumulativas del vasodilatador dependiente del endotelio serotonina (5HT, Sigma; 0.6, 1.8,y 6
ng - 100 mL FAV?. min'l), el vasodilator independiente del endotelio nitroprusiato de sodio (SNP, Spruyt Hillen; 6,
60, 180, y 600 ng - 100 mL FAV? . min'l), y el inhibidor competitivo de sintasa de NO endotelial (eNOS) NG-
monometil-L-arginina (L-NMMA, Kordia; 50, 100, 200, y 400 pg - 100 mL FAV™ - min™). Los bloques de infusion de
serotonina y nitroprusiato de sodio fueron administrados en orden aleatorio, seguido por infusion de L-NMMA. Todas
las infusiones se prepararon en la farmacia del AMC de acuerdo con las directrices de buenas practicas de
manufactura (GMP). Los agentes fueron administrados via intra-arterial por 6, 4, y 8 minutos en cada dosis,
respectivamente, con una bomba de infusién de velocidad constante. Seis mediciones durante los Gltimos 2 minutos
de cada blogue de infusién se promedian para determinar la media del FBF. Los 3 diferentes bloques de infusion
procedieron después de un periodo de descanso de 15 minutos o hasta que el FBF ha regresado al valor inicial.
Posteriormente, un catéter venoso se inserto en el brazo contralateral para la administracién de rHDL a una dosis de
80 mg/kg de peso corporal durante un periodo de 4 horas (CSL Behring, Bern, Switzerland) (26, 27). Posteriormente,
se repitieron los bloques de infusion. Se les pidid a los pacientes que no iniciaran su medicacién (ademas de la
metformina) y tuvieron que regresar 7 dias después de la infusion de rHDL para repetir las mediciones de funcion
endotelial.

Evaluaciones de Laboratorio

Las muestras de sangre fueron extraidas de los sujetos después de un ayuno durante la noche de 12 horas,
inmediatamente, 4 horas y 7 dias después de la infusién de rHDL. Después de la centrifugacion dentro de 1 hora
después de la recoleccion, las alicuotas fueron congeladas instantaneamente en nitrégeno liquido y se almacenan a
-80°C hasta que los ensayos se realizan. Todas las mediciones se realizaron en el Vascular and Clinical laboratory
of the Academic Medical Center, University Hospital of Amsterdam. ALAT y ASAT se midieron mediante el ensayo
de activacién de fosfato de piridoxal (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). HbAlc se midié por HPLC (Reagens
Bio-Rad Laboratories B.V., the Netherlands) en una Variante Il (Bio-Rad Laboratories). La glucosa en plasma fue
evaluada por duplicado utilizando el método hexoquinasa (Gluco-quant on Hitachi 917; Hitachi). Los triglicéridos en
plasma, colesterol total, niveles de LDL y HDL fueron determinados mediante métodos enzimaticos estandar (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland). Los niveles plasmaticos de apoA-l y apoB fueron evaluados en el plasma
almacenado mediante nefelometria cinética.
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Anélisis Estadistico

Todos los resultados de los parametros clinicos, incluyendo los datos pletismograficos, se expresan como la media +
SD. Las estadisticas descriptivas entre los 2 grupos fueron comparados por medio de test t de Student
independiente de 2-colas. FBF se promedio sobre 6 registros consecutivos durante los Ultimos 2 minutos de cada
etapa de infusion. Los registros del FBF hicieron en los primeros 30 segundos después de la inflacion del brazalete
de la mufieca no fueron utilizadas para el analisis. El andlisis estadistico de las mediciones de FBF, calidad de HDL
y marcadores inflamatorios para sujetos individuales entre los 2 grupos se llevé a cabo mediante un ANOVA de 2
vias para mediciones repetidas. Un valor de probabilidad de P<0.05 se consideré significante y un valor de P<0.01
como altamente significante.

Il Resultados

Las caracteristicas del sujeto se enumeran en la Tabla 1. Los valores iniciales de FBFs no fueron significantemente
diferentes entre pacientes y sujetos control (Tabla 1). Como era de esperar, los niveles plasmaticos de la glucosa en
plasma en ayunas (P<0.01), hemoglobina Alc (P<0.01), triglicéridos (P<0.01) y apoB (P<0.05) fueron mas altos en
pacientes con DM2. Los niveles de HDL-C y de apoA-I fueron comparables entre pacientes con DM2 y controles.
Después de la infusion de rHDL, apoA-I en plasma aumenté en DM2 y control después de 4 horas (1.2 +0.2a 2.8 +
0.4 contra 1.2 £ 0.2 a 2.7 + 0.4 g/L, p<0.01 respectivamente), mientras que un ligero incremento permanece en
pacientes con DM2, 7 dias después de la infusién (1.5 £ 0.3 g/L, p<0.05 en comparacion con el valor inicial). Los
niveles de apoB en plasma fueron mas altos en DM2 en comparacion con los controles y no se afectaron por
infusién de rHDL (1.0+0.3 a 0.9+0.3 contra 0.7+£0.2 a 0.7+0.2 g/L, ns, respectivamente).

Los efectos agudos y a largo plazo de la infusién de rHDL en la bio-disponibilidad de NO

La infusion intra-arterial del vasodilatador dependiente del endotelio serotonina aumenté el FBF de una manera
dependiente de la dosis en ambos grupos. Al inicio del estudio, la respuesta de FBF a la serotonina se atenu6 en
DM2 en comparacion con los controles (p< 0.001, Figura 1). Después de la infusién de rHDL, la respuesta del FBF a
la serotonina aument6 significantemente, pero no alcanzé niveles comparables a los controles (p<0.01, Figura 1).
Curiosamente, la mejora en la vasodilatacion dependiente del endotelio persistié 7 dias después de la infusion de
rHDL (p<0.01, Figura 1). La infusién de rHDL no afect6 la respuesta de serotonina en los controles (Figura 1).

Al inicio del estudio la respuesta del vasoconstrictor a L-NMMA, que refleja actividad de NO basal, fue bloqueada en
pacientes con DM2 en comparacion con los controles (p<0.001, Figura 2). Después de la infusion de rHDL, la
respuesta del constrictor de L-NMMA se mejord, incluso sigue presente 7 dias después de la infusion (p<0.01,
Figura 2). De acuerdo con los datos de la serotonina, la infusion de rHDL no tuvo efecto en la respuesta de LNMMA
en sujetos control (Figura 2).

Por ultimo, la vasodilatacién independiente del endotelio en respuesta a SNP fue inferior en DM2 contra los controles
(p<0.01, Figura 3) y la infusion de rHDL no mostr6 efecto sobre la respuesta del vasodilatador SNP, tanto en los
pacientes como en los controles.

Il Discusion

El presente estudio demuestra que tanto la actividad de NO estimulada y basal se comprometen gravemente en
pacientes con DM2 en comparacion con los controles correspondientes en edad y sexo. Curiosamente, a pesar de
los niveles de HDL cercanos a los normales en pacientes con DM2, la infusién de rHDL significantemente mejora la
funcion endotelial. Esta mejora persiste hasta 7 dias después de la infusién de rHDL, en los cuales los niveles de
HDL ya han regresado a los valores iniciales. Estos datos implican que las estrategias de incremento de HDL
pueden ofrecer beneficios terapéuticos en DM2, incluso si los niveles de HDL-C no se disminuyen claramente en
estos pacientes.

Funcion vascular en el inicio del estudio

De acuerdo con estudios previos (8, 9, 12), se confirma la presencia de ambas la actividad de NO basal alterada asi
como la liberaciéon de NO atenuada en DM2 bajo la estimulacion mediada del receptor. Se ha demostrado que varios
mecanismos contribuyen a la disfuncion endotelial en la diabetes. La disminucion de la bio-disponibilidad del cofactor
esencial tetrahidrobiopterina (BH4) se asocia con el desacoplamiento de la sintasa de NO endotelial que conduce a
la produccion directa de radicales de oxigeno en lugar de NO por eNOS (28-30). Otras fuentes también pueden
contribuir al aumento de la producciéon del radical, incluyendo NADPH-oxidasa asi como el desacoplamiento
mitocondrial (10). El papel central de ROS en la disfuncion vascular diabética se ha acentuado por estudios de
intervenciones, informando la restauracion completa de la funcién endotelial bajo la infusion intra-arterial de
concentracion alta de los antioxidantes (9, 12).
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Efecto de infusion de rHDL en la funcién vascular

La infusién de rHDL se asocié con una mejora rapida de tanto la actividad de NO basal asi como actividad de NO
estimulada del receptor, dentro de unas pocas horas después de la infusién. Una primera explicacién seria que rHDL
incrementa la produccion de NO. El 6xido nitrico (NO) se sintetiza por eNOS a través de la conversion de L-arginina
a L-citrulina. Su actividad se regula por complejas vias de la transduccion de la sefial incluyendo la activacién de las
guinasas que alteran la fosforilacién de eNOS, i.e. sefializaciéon de MAP quinasa y akt-quinasa, o incremento del
contenido intracelular de Ca** seguido por la activacion dependiente de calcio-calmodulina de eNOS (33). Yuhanna
demostré que el enlace de apoA-l con el receptor B-1 secuestrante endotelial se logré mediante las respuestas
mejoradas de relajacién dependiente del endotelio en aortas (24), en gran parte debido a la activacion de akt y MAP-
quinasa (32). Ademas, HDL también tiene la capacidad de favorecer la expresion del contenido de la membrana de
eNOS dentro de las células endoteliales preservando la estabilidad de la proteina eNOS, asi como mediante la
prevencion del desplazamiento de eNOS a partir de la membrana celular a organelos intracelulares (23). Todos
estos efectos pueden haber contribuido al incremento en la disponibilidad de NO basal, evaluado como respuestas
aumentadas del vasoconstrictor al inhibidor de NO competitivo L-NMMA, después de la infusién de rHDL. En
contraste, los mecanismos mencionados anteriormente no pueden explicar completamente el incremento en
disponibilidad de NO estimulada del receptor, dependiente de la serotonina, que es dependiente en la activacion de
calcio-calmodulina de eNOS (31). Dado que es poco probable que el enlace de la serotonina con el receptor 5HT-2A
endotelial (33) cambie con la infusién de rHDL, la degradacién disminuida de NO mediante radicales de oxigeno
proporciona una segunda ruta principal que puede contribuir al incremento de la biodisponibilidad de NO. De hecho,
HDL tiene potentes propiedades anti-oxidativas, no en lo mas minimo debido a la presencia de enzimas tales como
paraoxonasa y factor hidrolasa de activacion de las plaquetas en la particula de HDL (23).

Efectos a largo plazo de rHDL en la funcién vascular

Sorprendentemente, la vasodilatacion dependiente del endotelio incluso mejoré significantemente 1 semana
después de la infusién de rHDL. En contraste, ambos apoAl asi como los niveles de HDL habian vuelto casi a los
niveles de pre-infusion. Notablemente, en los niveles iniciales de HDL en DM2 tampoco fueron significantemente
diferentes de los de los sujetos control. En contraste, la infusion de rHDL no tuvo efecto en absoluto sobre la funcién
vascular en los controles. Estos datos implican que, a pesar de la concentracion normal de HDL, la calidad de HDL
puede ser alterada en DM2. De hecho, la pérdida de efectos protectores de HDL en DM2 ha sido atribuida
parcialmente a la glicacion no enzimatica de cadenas de leucina predominantemente en HDL. La glicacién de apoAl-
HDL compromete la capacidad de HDL para proteger LDL a partir del dafio oxidativo, entre otros por la pérdida de
actividad de PON-1 (34). Ademas, la HDL glicosilada reduce la expresién de eNOS dentro del endotelio, que
conduce a capacidad de producir NO alterado (35). De hecho, el nivel de actividad antioxidativa de HDL en
pacientes con DM2 se liga intimamente a los niveles de estrés oxidativo y control glicémico (36).

Limitaciones del Estudio

Dado que un efecto de rHDL no se observd 4 horas después de la infusion en el grupo control, los estudios de
funcién vascular no se repitieron después de 7 dias en el grupo control. Por consiguiente, los datos de funcién
vascular el dia 7 en pacientes con DM2 fueron comparados con las observaciones iniciales y del dia 1 en los
controles. Sin embargo, dado que la conclusion mas importante en la funcion vascular se relaciona con la
persistente mejora en comparacion con los pacientes con DM2 en el inicio del estudio, la falta del estudio del dia 7
en los controles no tiene impacto en las conclusiones recogidas en el presente estudio. En segundo lugar, aunque
solo un grupo relativamente pequefio de pacientes con DM2 se estudio, el hecho que una mejora significante ya se
encontr6 en un grupo limitado de pacientes y reproducible después de 4 horas y 1 semana, es soporte de una
conclusion clara en el efecto de HDL en funcién vascular en pacientes con DM2, a pesar del pequefio tamafio de
muestra.

Implicaciones clinicas de los pacientes con DM2

Las estatinas son el paradigma central de estrategias preventivas cardiovasculares. Sin embargo, en vista del gran
ndamero de eventos no prevenidos durante la terapia con estatinas, la bisqueda de las terapias de combinacion
Optimas es un progreso completo. La promesa de estrategias de incremento de HDL se expande rapidamente. La
relacion inversa fuerte entre HDL-C y los eventos cardiovasculares es un hallazgo consistente en ambos pacientes
no-diabéticos asi como diabéticos. Lamentablemente, los datos sdélidos que proporcionan evidencia de la reduccion
del riesgo cardiovascular seguido por las intervenciones del aumento de HDL son escasos, predominantemente
debido a la falta de compuestos que incrementan la HDL potente y selectiva (37).

Datos recientes han demostrado que 5 infusiones semanales de rHDL producida con una apolipoproteina variante
(apoA-I Milano) fueron capaces de frenar la progresion o incluso inducir la regresion del volumen de ateroma
coronario en paciente con infarto del miocardio reciente (38). De acuerdo con un efecto tan rapido, ambos estudios
experimentales asi como in vivo han demostrado que la capacidad antiaterogénica de HDL no es solamente
restringida con su papel en el transporte inverso del colesterol. La presente observacion de restauracion aguda y
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persistente de la disfuncién endotelial en DM2 presta mayor apoyo a los efectos de HDL mas alla de su papel en el
transporte inverso del colesterol. Este apoyo de un papel del incremento de HDL en DM2 incluso si los niveles de
HDL no se disminuyen claramente.

Tabla 1.

DM2 (n=7) CON (n=7)
Edad, afios 53.6+£3.0 486=x15.1
Sexo (femenino/masculino) 3/4 3/4
BMI, kg/m* 28.9+24 256+3.6
Fumador (s/n) /7 o/7
Presion sanguinea sistélica, mm de Hg 148 £ 12 135+ 16
Presion sanguinea diastélica, mm de Hg 78 +13 83+9
Frecuencia cardiaca, bpm 65+5 61+4

Glucosa en plasma en ayunas, (mmol/L) 8.3+1.2 52+044#

HbA1c,% 7.1+£03 54+£03#
Colesterol total, mmol/L 56+04 5304
LDL-C, mmol/L 29+0.6 3.0£0.7
HDL-C, mmol/L 1.1+0.2 1.2+0.3
ApoA-I, g/L 1.2+0.1 1.2+0.2
ApoB, g/L 1.1+03 0.8+02*
Triglicéridos, mmol/L 15+04 0.8+03#
Basal FBF, ml - 100 mL FAV-1 - min 41+20 26+09

*p< 0.05, #p < 0.01
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REIVINDICACIONES

1. Lipoproteina de alta densidad (HDL) para su uso en el tratamiento de un paciente con diabetes tipo 2, para
mejorar la funciéon endotelial en el paciente, en donde la mejora en funcién endotelial persiste por al menos 7 dias
después de la administracion.

2. El uso de HDL en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un paciente con diabetes tipo 2, para
mejorar la funcién endotelial en el paciente, en donde la mejora en funcién endotelial persiste por al menos 7 dias
después de la administracion.

3. La HDL para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, o el uso de la reivindicacion 2, en donde dicha mejora es
la mejora de la vasodilatacion dependiente del endotelio.

4. La HDL para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 3, o el uso de la reivindicacion 2, en
donde dicha mejora esta en el tratamiento de un trastorno macrovascular inducido por la diabetes, seleccionado de
ataque isquémico transitorio, accidente cerebrovascular, angina, infarto del miocardio, falla cardiaca, y enfermedad
vascular periférica.

5. La HDL para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 3, o el uso de la reivindicacion 2, en
donde dicha mejora esta en el tratamiento de un trastorno microvascular inducido por la diabetes seleccionado de
retinopatia diabética (no-proliferativa, proliferativa, edema macular), microalbuminuria, macroalbuminuria,
enfermedad renal en etapa terminal, disfuncidn eréctil, neuropatia autonémica, neuropatia periférica, osteomielitis y
isquemia de extremidad inferior.

6. La HDL para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1y 3-5, o el uso de acuerdo con las reivindicaciones 2-5,
en donde dicha HDL se selecciona del grupo que consiste de HDL madura, HDL naciente, HDL reconstituida, HDL
producida con apolipoproteina recombinante, un péptido funcional u otro anélogo de este.

7. La HDL para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 3-6 o el uso de acuerdo con las reivindicaciones 2-6,
en donde dicha HDL es HDL reconstituida.

8. La HDL para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1y 3-7 o el uso de acuerdo con las reivindicaciones 2-7,
en donde dicha HDL es para ser administrada en un rango de dosificacion de 0.1-200 mg por kg de peso corporal
del paciente por tratamiento, preferiblemente en un rango de dosificacion de 10-80 mg por kg de peso corporal por
tratamiento.

9. La HDL para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 3-8 o el uso de acuerdo con las reivindicaciones 2-8,
en donde dicha administracién es la administracion parenteral.

10. La HDL para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, o el uso de la reivindicacion 9, en donde dicha
administracion parenteral se selecciona del grupo que consiste de inyeccion o infusion intravenosa, intraarterial,
intramuscular y subcutanea.

11. La HDL para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9, o el uso de la reivindicacion 9, en donde dicha
administracion parenteral es inyeccién o infusion intravenosa.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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