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I. RESUMEN

Introduccion: El estrés oxidativo es un mecanismo que contribuye a la enfermedad
cardiovascular. La interaccién de las Especies Reactivas de Oxigeno con las proteinas da
lugar a una oxidacién de los restos laterales de aminoacidos (productos avanzados de
oxidacion proteica, PAOP), lo cual puede traducirse en una pérdida o modificacion de la
funcién bioldgica que desempefian.

Objetivo: Investigar la asociacion de las enzimas de estrés oxidativo y productos
avanzados de oxidacién proteica con la resistencia a la insulina (RI) en individuos con
antecedentes heredofamiliares de DM2 y/o HTA.

Material y Métodos: Estudio transversal comparativo. A 87 familiares de pacientes con
DM2 y/o HTA se les realizé historia clinica completa y colecté 13 mL de sangre venosa
para la cuantificacién sérica de glucosa, perfil de lipidos, acido Urico, proteinas totales
(métodos enzimaticos colorimétricos); insulina, enzimas de estrés oxidativo [glutatidon
reductasa (GRd), glutatién peroxidasa (GPx), superoxido dismutasa (SOD),
mieloperoxidasa (MPO)] (técnica de ELISA) y los PAOP (Técnica colorimétrica). Se

dividieron en 2 grupos, Grupo con Rl (GRI; HOMA>2.5) y Grupo sin Rl (GSRI, HOMA <2.5).

Resultados: Entre los grupos en estudio fueron diferentes estadisticamente en la SOD,
MPO y PAOP (P<0.05). Se encontré correlacién positiva en los PAOP (r=0.394; P= 0.0001),
la MPO (r=0.341; P=0.001) con la RI.

Conclusiones: Existe asociacion del estrés oxidativo, PAOP y Rl en los pacientes con
antecedentes heredofamiliares de DM2 y/o HTA con obesidad. Los pacientes con
obesidad y Rl tienen un mayor desequilibrio en el sistema enzimatico antioxidante lo que
condicionara daiio en la célula beta pancreatica y endotelio vascular, ademas tienen una
mayor concentraciéon de PAOP lo que condicionara una probable disfuncién del adipocito
lo que favorecerd el desarrollo de DM2 y/o HTA y a futuro las complicaciones propias de

las enfermedades.

Palabras clave: estrés oxidativo, PAOPS, resistencia a la insulina.
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Il. ABSTRACT

Introduction: Oxidative stress is an early event in the development of endothelial
dysfunction. Interaction of reactive oxygen species (ROS) with proteins results in oxidation
of the amino acid side residues (advanced oxidation protein products, AOPPs), which may
result in loss or alteration of biological function of proteins.

Objective. To investigate the association between oxidative stress, AOPPs and insulin
resistance (IR) in relatives of patients with DM2 and/or HAS.

Material and Methods: Cross-sectional study. Complete medical history, % body fat, and
serum glucose, lipid profile, uric acid, total protein, insulin, enzymes oxidative stress
[glutathione reductase (GRd), gluthatione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD),
myeloperoxidase (MPO)] and, AOPPs were realized in 87 relatives of patients with DM2
and/or HAS. They were divided into 2 groups, Rl Group (GRI; HOMA > 2.5) and group
without RI (GSRI, HOMA <2.5). .

Results.. SOD, MPO and AOPP were statistically different between study groups (P<0.05).
PAOP (r =0.394, P = 0.0001) and MPO (r =0.341, P =0.001) were correlated with RI.
Conclusions. Oxidative stress and AOPP were associated with IR in relatives of patients
with DM2 and/or HAS with obesity. Patients with obesity and IR have a greater imbalance
in the antioxidant enzyme system which provokes the beta cell damage and vascular
endothelium. GRI has a higher concentration of AOPP what condition the greater
adipocyte dysfunction thereby promoting the development of DM2 and/or HAS and the

occurrence of future complications.

Key words: oxidative stress, AOPP, insulin resistance.
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lll. ABREVIATURAS

DIMI2 et e e st e e st et e e e e e e e e e e ennneaan Diabetes Mellitus tipo 2
HT A et ettt st st e e e e e e s st b e s aes et et ans Hipertension arterial
PAOP ettt Productos Avanzados de Oxidacion Proteica
RE e e e s e e e Resistencia a la Insulina
HDL ettt ettt st st st st s e e e e e s e e e naenan Lipoproteinas de Alta Densidad
HOMA s s e s Homeostasis Model Assessment
ICC ettt st e sa et et et ettt indice Cintura Cadera

IMIC vttt et et ss s st st sas e s e st ees ettt indice de Masa Corporal
LDL ettt ettt st et st st e e e e e enaenaes Lipoproteinas de baja densidad
TAS e e e e e e et et e e Presion Arterial Sistdlica

TAD e e e e st et Presion Arterial Diastolica
L1 T USRSt Triglicéridos

VDL ettt ettt ere et et aer e e e sae b sanaerae Lipoproteinas de muy baja densidad
GRO <ot e e e e e e Glutation Reductasa
1 = O SRR Mieloperoxidasa
(G 20 OO USRS Glutation peroxidasa
SOD ettt ettt et eb e e e nae sheereanbes b e et shesresrneenaerbenes Superoéxido dismutasa
EROS et et s st e e e ene s Especies Reactivas de Oxigeno

TRC ettt et e e s e e e e e e e n s Insuficiencia Renal Cronica
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IV. GLOSARIO

Circunferencia de cintura. indice que mide la concentracién de grasa abdominal. Se asocia
con procesos de salud-enfermedad y se correlaciona estrechamente con el indice de masa

corporal y la masa grasa intra-abdominal, asi como también con la grasa corporal total.

indice de masa corporal. Se calcula al dividir el peso en kilogramos sobre el cuadrado de

la talla en metros (Kg/m?).

HOMA Homeostasis Model Assessment, permite realizar estimaciones de resistencia
insulinica y funcidn de las células beta mediante las concentraciones de la glucosa y la
insulina plasmaticas en ayunas, segun la formula descrita por Mathew se calcula HOMA-

IR =[insulina (uU/mL) x glucosa (mmol/L)] / 22.5.

Obesidad. Es una enfermedad croénica que se caracteriza por el almacenamiento en
exceso de tejido adiposo en el organismo, se acomparfia de alteraciones metabdlicas y se

asocia en la mayoria de los casos a patologia endocrina y cardiovascular.

Resistencia a la insulina. Es la expresidon de una deficiencia organica por lo cual los tejidos
de un individuo no responden de forma normal a la accién de la hormona insulina, la cual
es producida por el pancreas, siendo indispensable para que la glucosa penetre a las

células de los tejidos.
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VI. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) y la Hipertension Arterial (HTA) son enfermedades que
se asocian a un incremento en el riesgo para tener enfermedad coronaria y en la
actualidad estan adquiriendo el rango de pandemia en la mayoria de los paises
desarrollados. *

Se conoce que los familiares de primer grado de los pacientes con DM2 presentan un
riesgo elevado de desarrollar dichas patologias a lo largo de la vida.”? Existen estudios
donde confirman que los familiares de pacientes con DM2 y con HTA cursan con
disminucién de la funcién de la célula beta pancreatica y resistencia a la insulina (RI).*?

La Rl se define como la disminucidn de la respuesta biolégica de dicha hormona sobre sus
tejidos blanco,® se considera uno de los factores etiopatogénicos fundamentales para el
desarrollo de la DM2 y/o HTA e influye para la aparicion temprana de proceso de
aterosclerosis que desarrollan los pacientes cuando ya se diagnostican con DM2 y/o HTA.
La relacidn entre Rl y el proceso aterogénico es compleja por la interaccidn entre diversos
genes predisponentes a la Rl y otros que de forma independiente regulan el metabolismo

lipidico y el endotelio vascular.®

El estrés oxidativo es un evento precoz en el desarrollo de la disfuncidn endotelial, uno de
los mecanismos que contribuye a la enfermedad cardiovascular. ® El estrés oxidativo y su
impacto sobre la funcidon endotelial son reversibles, su deteccién temprana en las
enfermedades crénicas como: obesidad, diabetes, hipertension arterial, dislipidemias etc,
podrian ser aplicables en la prevencién y deteccidn primaria para contribuir con
estrategias preventivas de las mismas, pudiendo otorgar en el primer nivel de atencién a
todo paciente con Rl medidas terapéuticas para prevenir dafio endotelial y/o retardar el

mismo.’

La mitocondria es el sitio primario de la produccion de las especies reactivas de oxigeno

(EROs) y un desequilibrio en la producciéon de EROs trae como consecuencia la
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acumulacion de EROs. La funcidn dafiada de la mitocondria asociada con los niveles

elevados de (EROs) se han propuesto como mecanismos que favorecen la RI.%°

Las proteinas son los componentes biolégicos que sufren el dafio oxidativo por el ataque
de radicales libres. La interaccidon de EROs con las proteinas da lugar a una oxidacion de
los restos laterales de aminoacidos, lo cual puede traducirse en una pérdida o
modificacién de la funcién bioldgica que desempefian.'’ Mediante reacciones de
agregacion, entrecruzamiento y fragmentacion, las proteinas atacadas por radicales dan
lugar a los productos avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP). Witko-Sarsat y
Descamps-Latscha aseguran que la determinacién de PAOP constituye un marcador de

valor predictivo en la IRC. 13-15

Q.F.B. DAISY YAZMIN RODRIGUEZ OCHOA. Pagina 12



ESTRES OXIDATIVO, PAOP Y RESISTENCIA A LA INSULINA EN FAMILIARES DE PACIENTES CON DM2 Y/O HTA.

VII. ANTECEDENTES

VIl.1 DIABETES MELLITUS 2

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia, como consecuencia de defectos en la secrecidn y/o en la accién de la
insulina. La hiperglucemia crénica se asocia con dafo, disfuncién e insuficiencia de
diferentes organos especialmente de los ojos, riflones, nervios, corazén y vasos
sanguineos.

La diabetes es la principal enfermedad presente en un gran porcentaje de la poblacién en
México y es un problema de salud publica prioritaria debido a su tendencia creciente y a

su relacidn con la obesidad.**8

Se sabe que una gran parte de las complicaciones asociadas a la DM se pueden prevenir;
para ello es imprescindible el diagndstico oportuno de la enfermedad, un estricto control
sobre los niveles de glucemia y una alta implicacién del paciente. *° La DM es un proceso
crénico que es controlable y en muchos casos prevenible, de gran relevancia clinica y
epidemioldgica, ya que afecta a un gran numero de personas, y constituye un problema

personal y de salud publica de enormes proporciones. 20

La DM tipo 2 (DM2) se presenta en personas con grados variables de Rl pero se requiere
también que exista una deficiencia en la produccidon de insulina que puede o no ser
predominante. Ambos fendmenos deben estar presentes en algin momento para que se
eleve la glucemia. Aunque no existen marcadores clinicos que indiquen con precisién cual
de los dos efectos primarios predomina en cada paciente, el exceso de peso sugiere la
presencia de Rl. Aunque este tipo de diabetes se presenta principalmente en el adulto,

. . e~ . 21
actualmente su frecuencia se ha incrementado en nifios y adolescentes con obesidad.
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VII.2 OBESIDAD

La obesidad se define como un exceso de grasa corporal debido a un desequilibrio entre la
ingesta excesiva y el gasto energético. La obesidad se asocia en diferentes condiciones
fisiopatoldgicas como la DM, HTA, dislipidemia y enfermedades cardiovasculares que
conllevan un alto costo econdmico y posee gran relevancia en salud pl’Jinca.22

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha designado a esta enfermedad como uno de
los principales problemas de salud mundial no reconocidos. Se ha estimado que cerca del

7 % de la poblacién mundial presenta un exceso de peso.?®

En México, la frecuencia de la obesidad oscila entre el 21 y 60%. Uno de los factores
predisponentes de la obesidad en la actualidad, es el cambio en el estilo de vida. En 1997,
la OMS reconoce que la obesidad, es una determinante principal de muchas
enfermedades no transmisibles que aumenta el riesgo de varios tipos de cancer (préstata,
endometrio, mama, colén), enfermedad hepatica no alcohdlica, enfermedad de la vesicula
biliar, afecciones musculoesqueléticas y problemas respiratorios.”?

En poblaciones con un alto grado de adiposidad el exceso de grasa corporal esta
altamente correlacionado con el peso corporal. Por esta razén el indice de Masa Corporal
(IMC) es una medicidn valida y conveniente de adiposidad. El IMC se calcula dividiendo el

peso en Kilogramos sobre el cuadrado de la talla en metros (Kg/mz). 24

En México, el sistema de salud cuenta con la Norma Oficial Mexicana NOM-174-SSA1-
1998 para el manejo integral de la obesidad en adultos, que establece lo siguiente:

e Se determina existencia de obesidad en adultos cuando existe un IMC mayor de 27
Kg/m2 y en poblacién de talla baja un IMC mayor de 25 Kg/m2 (talla baja es menor
de 1.50 metros en la mujer adulta, y para el hombre, menor de 1.60 metros).

o El sobrepeso es una condicién premdrbida de la obesidad, caracterizada por la

existencia de un IMC mayor de 25 Kg/m?y menor de 27 Kg/m?, en poblacién adulta
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general. Para poblacién adulta de talla baja, el IMC es mayor de 23 Kg/m?y menor
de 25 Kg/mz.
Se considera que en mujeres una circunferencia de cintura mayor de 80 y hasta 88 cm es
factor de riesgo elevado para sufrir enfermedad crdnica degenerativa. Si la circunferencia
es mayor de 88 cm el riesgo se considera muy elevado. Para los hombres una
circunferencia de cintura entre 95 a 102 cm se cataloga como riesgo elevado, y riesgo muy

elevado cuando la circunferencia es mayor de 102 cm.

El aumento de la prevalencia de obesidad se ha documentado mediante encuestas
periddicas que realizan las instituciones de investigacion y salud del pais. En 1993, la
Encuesta Nacional de Enfermedades Crdénicas (ENEC1993) encontré una prevalencia de
obesidad en adultos de 21.5%; para el aino 2000 la Encuesta Nacional de Salud (ENSA
2000) observé que 24% de los adultos en nuestro pais la padecian y en el 2006 se
encontré que alrededor de 30% de la poblacién mayor de 20 afios (mujeres, 34.5%,
hombres 24.2 %) padece obesidad. Se identificé que el sobrepeso y la obesidad, son
problemas que afectan a cerca de 70% de la poblacién mexicana entre los 30 y 60 afios.

Las mujeres son mas afectadas (71.9%) que los hombres (66.7%). 2

“Casi todos los gordos son presuntos diabéticos, muchos acaban siéndolo. El tratar la
obesidad, es pues, hacer una verdadera profilaxis antidiabética.”

Gregorio Morafon.

Veber Prediabetische Zustéinde

Budapest, 1926
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En la literatura médica se ha descrito un subgrupo de sujetos con obesidad que parece
que estdn protegidos o son mds resistentes a la aparicion de estas alteraciones
metabdlicas. Estos sujetos son conocidos como metabdlicamente sanos pero obesos, ya
que a pesar de tener un exceso de grasa corporal presentan un perfil metabdlico mas
benigno desde el punto de vista cardiovascular caracterizado por niveles elevados de
sensibilidad a la insulina, no hipertensién y perfiles favorables de lipidos, inflamacién,
hormonal, hepatico e inmune.

Recientemente Primetau y cols (2010)*® publicé una revision de los potenciales
mecanismos responsables de éste perfil protector en un grupo de sujetos obesos
metabdlicamente sanos ya que una mejor comprensiéon de estos mecanismos tiene
importantes implicaciones en la toma de decisiones terapéuticas, en la caracterizacion de
los sujetos para los estudios de investigacidén y en la educacion médica al comprender los
factores que predisponen, retardan o protegen a los individuos con obesidad de las

alteraciones metabdlicas.

Tabla 1 y 2. Caracteristicas de los pacientes con obesidad de acuerdo a su perfil

metabdlico.
TIPIFICACION DE OBESOS
OBESOS METABOLICAMENTE SANOS OBESOS “DE ALTO RIESGO”
ﬂ Grasa visceral ﬂ Grasa visceral
ﬂ IMC ﬂ IMC
Sensibilidad a la insulina ﬂ sensibilidad a la insulina
cHDL ﬂ Chd|
ﬂ Triglicéridos ﬁ Triglicéridos

IMC: indice de masa corporal; cHDL: colesterol de alta densidad
Fuente: Concepto de Resistencia a la insulina.
Dr. J. Martinez Valls.

Servicio de Endocrinologia.

. . . o 27
Hospital Clinico Universitario
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Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes con obesidad de acuerdo a su perfil metabdlico.

TIPIFICACION DE OBESOS

PESO NORMAL PERO METABOLICAMENTE | METABOLICAMENTE SANOS
OBESOS

1 Grasa visceral ﬂ Grasa visceral

d mc I ™mc

ﬂ Masa grasa ﬂ Masa grasa

ﬂ. Masa magra ﬂ Masa magra

ﬂ Sensibilidad a la insulina ﬂ Sensibilidad a la insulina
ﬂ Triglicéridos ﬂ Triglicéridos

ﬂ Grasa hepatica U Grasa hepdtica

IMC: indice de masa corporal; cHDL: colesterol de alta densidad
Fuente: _Concepto de Resistencia a la insulina.

Dr. J. Martinez Valls.

Servicio de Endocrinologia.

Hopsital Clinico Universitario 7
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Familiares de pacientes con diabetes

El riesgo elevado de diabetes es significativamente mayor en personas que tienen
antecedentes de diabetes en familiares de primer grado (padres, hermanos, hijos o
abuelos) y también de segundo grado (tios o sobrinos). Esto se debe a que la diabetes
tiene un componente hereditario importante, por lo que se va a tener mayor
predisposicion. Por otro lado, también en una misma familia es habitual que se compartan
estilos de vida, por lo que con frecuencia vemos familias con unos habitos dietéticos poco
saludables. Con respecto a la relacién existente entre los antecedentes familiares de DM
se plantea que estd relacionada con antecedentes patolégicos familiares de intolerancia a
la glucosa y dislipidemia. 26

Se estima que entre el 40-70 % de la variacidon en los fenotipos relacionados con la

obesidad es hereditario.”®

VII.3 RESISTENCIA A LA INSULINA (RI)

La Rl se define como la disminucién de la capacidad de la insulina para ejercer sus
acciones bioldgicas en tejidos diana tipicos como el musculo esquelético, el higado o el
tejido adiposozg. Actualmente se considera que la Rl crénica o mantenida es la base
comun de numerosas enfermedades metabdlicas y no metabdlicas, como la DM tipo 2, la
obesidad, la HTA, las dislipidemias (componentes del sindrome metabdlico -SM-) y/o la
enfermedad cardiovascular (ECV).*°

La Rl se caracteriza por una respuesta defectuosa condicionando como mecanismo de
compensacion un incremento en la secrecidn de insulina. Cuando existe la presencia de Rl
los niveles de glucosa suben mas de lo normal y con ello se incrementa con el tiempo el
riesgo de padecer de DM2 y enfermedades del corazén.

Los métodos de referencia para estimar la Rl son el clamp euglucémico-hiperinsulinémico
y el andlisis del modelo minimo de Bergman, sin embargo, la practica de ambas pruebas

resulta costosa y no son utiles para estudios clinicos y epidemioldgicos. Existen varios
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indices que se han obtenido a partir de las Pruebas de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG).
Las respuestas de la glucosa y de la insulina en esta prueba reflejan la capacidad de la
célula B para secretar insulina y la sensibilidad de los tejidos a la insulina. Se han validado
otros pardmetros resultantes de la PTOG como el drea bajo la curva de glucosa (ABCG) e
insulina (ABCI) que se utilizan como un indice de RI.

El indice de HOMA se basa en las cuantificaciones de glucosa e insulina en ayuno y tiene
una precision similar al “clamp” euglucémico-hiperinsulinémico validado en sujetos con
varios grados de tolerancia a al glucosa.31

El indice de HOMA se deriva de una estimacién matematica del balance entre la salida de
glucosa hepatica y la secrecion de insulina a partir de los niveles de glucosa e insulina en
ayuno*?

El modelo de HOMA requiere solo de una medicidn de insulina y glucosa en estado basal y

se considera como una alternativa en estudios donde el recurso econdémico es limitado.

En el cuadro 1. Se muestra que la interaccion existente entre los genes, el ambiente y
algunas alteraciones metabdlicas, que nos conducen a la resistencia a la insulina (RI) con
una variedad de alteraciones metabdlicas, entre las que se pueden encontrar el
incremento en los acidos grasos libres (AGL) que favorecen una mayor actividad de la
célula beta del pancreas y nos conduce a un hiperinsulinismo. En higado cuando hay una
mayor produccién de estos AGL, hay un incremento de VLDL y glucosa, ocasionando una
dislipidemia e hiperglucemia respectivamente y a nivel de musculo esta sobreproduccién
de AGL disminuye la captacion de glucosa por el musculo y nos genera una hiperglucemia

circulante.
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Interacciones genes, ambiente, alteraciones metabolicas

Genética
RI > Alteraciones
< metabdlicas
4 AGL
Ambiente /
Pancreas Higado Musculo
célula beta produccion
f VLDL TGIucosa ¢ Captacién
glucosa
Hiperinsulinismo /
Apoptosis
Dislipidemia

Hiperglucemia

Concepto de Resistencia a la insulina
Dr J. Martinez Valls
Servicio de Endocrionologia

Hospital Clinico Universitario. 7

En el cuadro 2. se muestra que la Rl en personas jovenes favorece la aparicidon del

sindrome metabdlico(SM), provocando una intolerancia a la glucosa, a través de los afios,

pudiendo llegar asi a la presencia de DM2, HTA y enfermedades cardiovasculares(ECV).
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EVOLUCION RI

RI

SM

/

Dislipemia
Intolerancia a afnos
HTA la glucosa
Inflamacidén
etc
Diabetes

ECV —

Concepto de Resistencia a la Insulina
Dr. J. Martinez Valls
Servicio de Endocrinologia

Hospital Clinico Universitario 7
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VII.4 ESTRES OXIDATIVO

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electron desapareado en su
ultima capa, lo que les permite reaccionar con un elevado nimero de moléculas de todo
tipo, primero oxidandolas y después atacando sus estructuras. Dentro de este concepto
genérico, las formas parcialmente reducidas del oxigeno se denominan Especies Reactivas
de Oxigeno (EROs), ya que generalmente son mas reactivas que la molécula de oxigeno en
su estado fundamental; el termino se aplica colectivamente a las moléculas radicales y no
radicales que son agentes oxidantes y son facilmente convertidos a radicales. En la Ultima
década se han acumulado evidencias que permiten afirmar que los radicales libres y el
conjunto de especies reactivas que se les asocian juegan un papel central en nuestro
equilibrio homeostatico (normal funcionamiento de los mecanismos de regulacion que
conservan el estado normal del medio fisioldgico). En mamiferos son muchos los procesos
fisioldgicos desencadenados por estas especies, como por ejemplo los mecanismos
patégenos asociados a virus, bacterias, parasitos y células anormales, constituyendo un

mecanismo de defensa del organismo frente a estos agresores.>

El desbalance en la produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs) y la defensa
antioxidante provoca el “estrés oxidativo” que lleva a una variedad de cambios fisioldgicos
y bioquimicos, los cuales provocan el deterioro y muerte celular.

El estrés oxidativo puede provenir de:

e Una deficiencia del sistema de defensa antioxidante.

e Un incremento de la formacidon de EROs, cuya alta reactividad puede provocar:
peroxidacién lipidica, dano de la membrana celular, rotura del ADN y degradacion
proteica.

El aumento de varios de estos agentes oxidantes a la vez, provoca cambios bioldgicos de
manera progresiva en el organismo, siguiendo mas o menos un patrén comun vy la

acumulacion progresiva de esos cambios ocasiona la enfermedad.® "
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Existe una primera linea de defensa antioxidante constituida por enzimas y eliminadores

de radicales (scavengers).

Rantirg
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IMAGEN 1. Muestra la via de accidn de las diferentes enzimas de estrés oxidativo.
Fuente: ¥ Métodos para medir el dafio oxidativo

Dr. Pedro Luis Perez Gastell

My. Jose Luis Perez de Alejo

Instituto Superior de Medicina Militar “Dr. Luis Diaz Soto”

Q.F.B. DAISY YAZMIN RODRIGUEZ OCHOA. Pagina 23



ESTRES OXIDATIVO, PAOP Y RESISTENCIA A LA INSULINA EN FAMILIARES DE PACIENTES CON DM2 Y/O HTA.

Via metabdlica de las EROs
Enzimas:
e La citocromo oxidasa estd encargada de evitar la reduccién univalente del
oxigeno
e La superdxido dismutasa (SOD) estd especializada en captar el radical anidn
superdxido mediante una dismutacion y asi convertirlo en perdxido de
hidrogeno.
e (atalasa y peroxidasas — glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GRd)

— que neutralizan al H,0, y lo convierten en agua.*

Estas enzimas tienen la capacidad de desarmar a los radicales libres sin desestabilizarse.
Constituyen la primera linea de defensa celular frente al dano oxidativo. En general,
funcionan eliminando radical superoxido (O y perdxido de hidrégeno (H,0, ) antes de
gue interactien para formar el radical hidroxilo OH". Pero existe una segunda linea de
defensa compuesta por secuestradores no enzimaticos, que actian sobre los radicales
libres residuales que escapan a las enzimas antioxidantes.*

Los antioxidantes se pueden agrupar segun su naturaleza quimica y su modo de accién en
enzimas antioxidantes (AOX), que actiuan sobre EROs especificas degradandolas a
moléculas menos nocivas. Los mecanismos de inactivacidon de las EROs incluyen etapas
sucesivas.

El proceso se inicia con la dismutacion del superéxido (O’;) a perdoxido de hidrégeno
(H20,), bajo la influencia de la Superdxido Dismutasa (SOD). La SOD es una enzima
distribuida en todo el organismo. Hay dos tipos intracelulares de SOD: la que estd
presente en la mitocondria, que contiene manganeso en su centro activo (Mn-SOD) y la
del citosol, que tiene iones de cobre y zinc (Cu-Zn- SOD). También existe la SOD

extracelular.®

En el cuadro 3. se muestra la descripcidon esquematica del mecanismo de produccién y

neutralizacién de EROs.
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0,

l

02.

.

Superéxido

X Cu
dismutasa

| .

Glutation | H,0, — , catalasa—p 2H,0+0,

peroxidasa ﬂ

GSSG 2GSH

®OH + OH "~

l

2H,0

Cuadro 3. La secuencia de la reaccién reproduce el metabolismo del oxigeno. Los
cofactores para la superoxido dismutasa son el manganeso (Mn), el cobre (Cu) y el Zinc
(Zn), pero nunca estan presentes como una triada en la misma enzima. El cofactor para la
glutatién-peroxidasa es el Selenio (Se). GSH, glutation reducido; GSSG, glutatiéon oxidado

como dipeptido.

Posteriormente, Catalasa y Glutation Peroxidasa (GPx) actua convirtiendo el peréxido de

hidrogeno (H,0;) en agua.
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VIL.5 ENZIMA CATALASA

La catalasa es una enzima intracelular que se localiza en los gldbulos rojos. El equilibrio
entre la actividad de la catalasa respecto de SOD es fundamental para mantener el

balance REDOX.>*

VII.6 ENZIMA GLUTATION PEROXIDASA (GPx)

La GPx es un complejo enzimatico. Existen cuatro formas diferentes de esta enzima vy
todas ellas tienen selenio en su sitio activo. La GPx elimina el (H,0;) formado por las SOD,

transformando el glutatién reducido (GSH) en glutatién disulfuro oxidado (GSSG).

VIl. 7 ENZIMA GLUTATION REDUCTASA (GRd)

La glutatidon reductasa regenera el GSH a partir de GSSG, transfiriendo los equivalentes
reductores del NADPH.

El glutation (GSH) es un tripéptido distribuido ampliamente tanto en plantas como
animales. El GSH sirve como un co-sustrato nucleofilico para el GSH transferasas en la
detoxificacion de xenobidticos y es un donante esencial de electrones a GSH peroxidasa
en la reduccién de hidroperoxidos.

El GSH también esta implicado en el transporte de aminoacidos a través de membranas.
La glutatidon reductasa es una flavoproteina que cataliza la reduccion dependiente de
NADPH de glutatidon oxidado (GSSG) a GSH. Esta enzima es esencial para el GSH redox, el
ciclo que mantiene niveles adecuados de GSH celular reducido. Una proporcién GSH/GSSG

alta es esencial para la proteccion de estrés oxidativo.
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PROTEINAS TOTALES
cat No. TP1630A Randox Laboratories LTD
Método de Biuret

En medio alcalino, los iones clpricos interaccionan con los enlaces peptidicos de las

proteinas formando un complejo coloreado.
ACIDO URICO

cat No. UA1611Randox Laboratories LTD
Metodo Uricasa-PAP

METODO COLORIMETRICO.

El acido Urico es catalizado por la uricasa y se convierte en alatonina y peréxido de
hidrogeno. El perdxido de hidrogeno formado es catalizado por la peroxidasa y oxida el
acido 3,5-dicloro-2-hidroxibencenosulfonico y la 4-aminofenazona para dar un compuesto

de quinoneimina rojo-violeta.
PRINCIPIO
Ac. Urico + O, +H,0 uricaga > alantoina + CO, + H,0,

2H,0, + Ac. 3,5-dicloro-2-hidroxibencenosulfonico + 4-aminofenazona peroxidasa > N-(4-antipiril) -3-

cloro-5-sulfonato-p-benzoquinoneimina
TRIGLICERIDOS
cat No. TR1695Randox Laboratories LTD

Método GPO-PAP

METODO COLORIMETRICO
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Los triglicéridos se determinan a partir de la hidrélisis enzimatica con lipasas. El indicador
es una quinoinemina formada por hidrogeno perdéxido, 4-aminofenazona y 4-clorofenol,

bajo la influencia catalitica de peroxidasa.

PRINCIPIO

Triglicéridos + H,O0— lipasa glicerol + acidos grasos
Glicerol + ATP—» GK glicerol — 3-fosfato + ADP

2 H,0; + 4-aminofenazona + 4 clorofenol —» POD quinoneimina + HCL + 4H,0

COLESTEROL
cat No. CH198 Randox Laboratories LTD

Método CHOOD-PAP
PRINCIPIO

El colesterol se determina después de hidrdlisis enzimatica y oxidacién. El indicador
guinoneimina se forma a partir de perdoxido de hidrogeno y 4-amino-antipirina en

presencia de fenol y peroxidasa.
Ester de colesterol + H,0 calesterg colesterol + acidos grasos
Colesterol + O,.colestergycolesten-3-ona + H,0,

2 H,0, + fenol + 4-aminoantipirina Eeroxidasalquinoneimina + H,0

COLESTEROL HDL
cat No. CH203 Randox Laboratories LTD

Método de Precipitacion con Acido Fosfotungstico.
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Las lipoproteinas de baja densidad (LDL Y VLDL) y las fracciones de quilomicrones
precipitan cuantitativamente al afiadir acido Fosfotungstico en presencia de iones de
magnesio. Después de centrifugar, la concentracidn de colesterol se determina en Ia

fraccion de HDL (lipoproteinas de alta densidad) que queda en el sobrenadante.

GLUCOSA
cat No0.GL2623 Randox Laboratories LTD

Método GOD-PAP

La glucosa se determina después de una oxidacién enzimatica en presencia de glucosa
oxidasa. El perdxido de hidrogeno formado reacciona, catalizado por la peroxidasa con

fenol y 4-aminofenazona para formar un indicador de quinoneimina rojo-violeta.
PRINCIPIO
Glucosa + O, + H,0 cobp_acido Gluconico +H,0,

2 H,0, + 4-aminofenazona + fenol PO quinoneimina + 4 H,0
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PRINCIPIO DEL METODO DE ELISA

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima de forma
qgue los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolédgica como enzimatica. Al
estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e
insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccidon antigeno-anticuerpo
quedara inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de un
sustrato especifico que al actuar la enzima producird un color observable a simple vista o

cuantificable mediante el uso de un espectrofotémetro o un colorimetro.

* 9 0 » o 9 & o * 9 o & o 9o & o

;t + substrate ' ‘
e v S

® g o ® e's ¢°9% o 9 & & .3 o o
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VII.8 PRODUCTOS AVANZADOS DE OXIDACION PROTEICA.

Las proteinas son otros de los componentes biolégicos que sufren el dafio oxidativo por el
ataque de radicales libres. La interaccién de las EROs con las proteinas da lugar a una
oxidacién de los restos laterales de aminodcidos, lo cual puede traducirse en una pérdida
o modificacién de la funcién bioldgica que desempefian.’®> Mediante reacciones de
agregacion, entrecruzamiento y fragmentacion, las proteinas atacadas por radicales dan
lugar a los productos avanzados de oxidaciéon de proteinas (PAOP). Aunque no tan
utilizado en los estudios relacionados con el estrés oxidativo como la lipoperoxidacién,
investigadores como Witko-Sarsat y Descamps-Latscha aseguran que constituye un
marcador de valor predictivo en la insuficiencia renal cronica (IRC). 3639

Los efectos del ataque de los EROs a estas moléculas se pueden manifestar de maneras
diversas resultando en dramdticos cambios en cuanto a estructura, estabilidad, funcién y
propiedades bioldgicas.*’

Se conoce que los PAOP son elevados considerablemente en la diabetes, la acumulacién
de PAOP a través de los afios en tejidos desempena un papel crucial en las complicaciones
diabéticas, incluso el dano del endotelio. Se sabe que los PAOPs se encontraban en
concentraciones elevadas tanto en DM1 como en DM2.%°

Diversos estudios han demostrado la importancia de la oxidacién de proteinas en
procesos celulares como el envejecimiento y ciertas patologias, lo cual ha fomentado los
estudios en el area. Posiblemente la complejidad del estudio de proteinas como blancos
de oxidacién haya representado un gran reto experimental. En general, cualquier factor
que ocasione estrés oxidativo puede causar oxidacion proteica, por ejemplo, la
disminucion en la eficiencia de los sistemas antioxidantes de defensa, el aumento en la
produccién de EROs, una disminucién en la capacidad de reciclar las proteinas oxidadas o
un aumento en la susceptibilidad de las proteinas para ser oxidadas 041

Las especies reactivas de oxigeno, actuando en conjunto con metales (hierro, cobre)

pueden oxidar proteinas. Esta oxidacidén puede ser de tipo especifica o no-especifica. Un

Q.F.B. DAISY YAZMIN RODRIGUEZ OCHOA. Pagina 32



ESTRES OXIDATIVO, PAOP Y RESISTENCIA A LA INSULINA EN FAMILIARES DE PACIENTES CON DM2 Y/O HTA.

ejemplo de éstas Ultimas es la oxidacién por radiaciones que generan un numero
importante de radicales libres, que difunden rapida y facilmente dentro de la célula
reaccionando con distintos grupos funcionales de las proteinas. En particular, los restos
prolina, histidina, arginina, cisteina y metionina de las proteinas son particularmente
sensibles al dafio oxidativo. La oxidacién especifica ocurre en aquellas proteinas que
tienen sitios de unién a metales (Mg2+ , Ca2+ , Zn2+). Estos metales pueden ser
reemplazados por Cu2+ 6 Fe2+, los cuales pueden generar especies reactivas de oxigeno,
que atacaran a aminoacidos cercanos. La concentracidn intracelular de hierro también
determina la produccién de EROs vy la carbonilacién de proteinas *>*.

A nivel molecular, la pérdida de electrones conlleva el cambio en el grado de oxidacion de
un grupo quimico ya sea por reaccion directa con especies reactivas de oxigeno o por
reaccion indirecta con productos secundarios del estrés oxidativo.

Cada EROs presenta un potencial de oxidacién diferente de acuerdo a su reactividad. Por
lo que nos enfocaremos al dafio oxidativo en proteinas.

Las proteinas poseen diversos grupos con diferentes grados de oxidacién, los cuales
pueden sufrir varios grados de modificacion al exponerse ante agentes oxidantes.
Dependiendo de la ERO a la que se expongan las proteinas la oxidaciéon puede ser
especifica (como en el caso de oxidacidn catalizada por un metal, que dana a las proteinas
con cumulos de hierro-azufre o con hierro libre por formacion de radical hidroxilo) o
inespecifica (como ocurre en la oxidacién por radiacion en la que se produce oxigeno en
singlete).**

La oxidacidn de proteinas también puede ser clasificada en reversible o irreversible como
se resume en la Tabla 3. La oxidacion reversible constituye, en ocasiones, una forma de
activar o desactivar proteinas que tienen una funcién en la regulacién redox, como en el
caso de la formacion de puentes disulfuro entre grupos tioles de cisteinas cercanas dentro
de la conformacién tridimensional de una proteina. Otras formas de oxidacion reversible

son la glutationilacién y la S-nitrosilacion.
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La oxidacién irreversible de proteinas se da por medio de cuatro mecanismos: la
carbonilacién, la nitracién, la formacidon de enlaces proteina-proteina y la ruptura de

enlaces peptidicos. *

Modificacién por Tipo Consecuencia y/o
oxidacién funcién
Carbonilacién Irreversible Degradacion o

agregacion de proteinas

Nitraciéon Irreversible Degradacion o
agregacion de proteinas

Formacién de enlaces Irreversible Degradacion o
proteina-proteina agregacion de proteinas

Ruptura de enlaces Irreversible Degradacion o
peptidicos agregacion de proteinas
Glutationilacién Reversible Proteccion de cisteinas o

regulaciéon de funcion
proteica

S-nitrosilacion Reversible Proteccién de cisteinas o
regulacién de funcién
proteica

Tomada de Referencia 44.
Tabla 3. Posibles consecuencias del estrés oxidativo en la funcién proteica.
La produccion de EROs puede causar modificaciones quimicas en proteinas. Dichas
modificaciones, si son irreversibles, estan normalmente asociadas con la pérdida
permanente de la funcidn y puede producir eliminacidon o acumulacion de las proteinas
danadas. Las modificaciones reversibles normalmente se dan en cisteinas y pueden activar

una funcidn proteica o proteger al residuo de la oxidacion.
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Todas las proteinas son potenciales blancos de oxidaciéon. Dentro de las principales
modificaciones que sufren ante la oxidacion son la pérdida de la actividad catalitica,
modificaciones en aminoacidos, formacidn de grupos carbonilo, alteracién de la
estabilidad térmica, cambio en la viscosidad, fragmentacion, formacién de enlaces
covalentes inter o intraproteicos, formacién de puentes disulfuro y mayor susceptibilidad
a proteélisis45. Se ha demostrado que individualmente algunos aminodcidos son mas
susceptibles a oxidarse que otros por lo que una proteina, dependiendo de su

conformacion tridimensional, puede exponer o no esos aminoacidos a la oxidacion.*

La carbonilacién ocurre principalmente en los residuos prolina, arginina y lisina, pues son
los residuos mas suceptibles a Oxidacién Catalizada por un Metal (OCM)*. A la fecha no
existe un patron claro que indique las caracteristicas estructurales que debe tener una
proteina para carbonilarse preferencialmente. Anteriormente se creia que las proteinas
gue unen metales de transicidon, al ser mas sensibles a OCM, deberian ser las mas
susceptibles a carbonilacidn. Sin embargo, pocas proteinas identificadas como las mds
carboniladas unen metales de transicion, probablemente porque la coordinaciéon a
metales es diferente en cada proteina, lo cual cambia el potencial redox del metal de

transicion”®.

La oxidacidn es, en la mayoria de los casos, una modificacién no reversible a nivel celular
por lo que una proteina oxidada puede perder su funcién, en especial si las oxidaciones
tomaron lugar en aminoacidos directamente involucrados con el correcto plegamiento
tridimensional del péptido, o bien, si tienen papeles en las interacciones proteina-
sustrato-producto, en el caso de enzimas. La pérdida de la funcién ya sea estructural o
enzimatica tiene como consecuencia un desequilibrio en el metabolismo celular. Sin
embargo, no han sido descritos los procesos fisiolégicos que involucran la degradacién de
aminodcidos provenientes de proteinas oxidadas; tal vez sean degradados como

aminoacidos no oxidados, o bien dichos sistemas podrian no existir**.
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Durante las ultimas décadas, se ha correlacionado positivamente el aumento de proteinas
carboniladas con ciertas patologias como las que a continuacion se mencionan

brevemente.

Enfermedades inflamatorias. La respuesta inmunoldgica innata incluye la activacidon de
neutréfilos y macréfagos que generan EROs. La intencion primaria de la produccién
localizada de estrés oxidativo puede ser el daifio exhaustivo hacia las proteinas de agentes
infecciosos invasores como bacterias y parasitos. Sin embargo, la inflamacién crénica
aumenta la difusién de las EROs producidas y el dafio al tejido circundante, produciendo

estrés oxidativo en el propio hospedero y una respuesta autoinmune®’.

Diabetes. La diabetes es una de las enfermedades crénicas mas comunes en todo el
mundo y se caracteriza por niveles altos de glucosa en sangre y en etapas tardias
excrecion de glucosa en orina, debida a dafio renal. Se han detectado altos niveles de
proteinas carboniladas localizados con productos de glicoxidacién y lipoxidacién. El alto
nivel de carbonilacién de proteinas de plasma es caracteristico de todos los pacientes

diabéticos, independientemente de su edad, el avance y complicaciones de la enfermedad

48,49

Dafio renal crénico. En pacientes con dafio renal la generaciéon de EROs aumenta en cada
sesion de didlisis debido a una deficiencia crénica de los principales sistemas
antioxidantes. En estos pacientes se encuentra un aumento en la oxidaciéon de proteinas
en plasma, principalmente albumina (carbonilacién y formacion de puentes disulfuro).
Como consecuencia, los pacientes estan expuestos a otras complicaciones como dafo

. . 1
tisular y enfermedades cardiacas *".

Enfermedad de Alzheimer. Esta enfermedad es un desorden neurodenegenerativo que
afecta principalmente las regiones cerebrales involucradas con el aprendizaje y la

memoria. Estas regiones se reducen significativamente debido a la degeneracién de
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sindpsis y a la muerte neuronal. El estrés oxidativo juega un papel importante, pues el
nivel de proteinas y lipidos oxidados, asi como la produccién de EROs aumentan en las

zonas afectadas®>™*,

Cataractogénesis. Existe un aumento dependiente de la edad del paciente en Ia
carbonilacién de las proteinas de la retina humana, lo cual predetermina la aparicién de
cataratas. Esta evidencia ha sido apoyada por los cambios fisicos observados en el
cristalino de vacas expuestos in vitro a sistemas de OCM, que asemejan a los ocurridos en

muestras de ojos con cataratas >
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VIIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prevalencia de DM2 en nuestro pais en adultos a nivel nacional es del 7%, y es mayor
en las mujeres (7.3%) que en los hombres (6.5%). En el grupo de 50 a 59 afios, dicha
proporciéon es de 13.5%, 14.2% en mujeres y 12.7% en hombres. En el grupo de 60 a 69
afos, la prevalencia es de 19.2%, 21.3% en mujeres y 16.8% en hombres. *Con respecto a
la HA se reporta en la ENSA 2000 que existen 15 millones de adultos con dicha patologia,

siendo mayor en hombres (32.6%) que en mujeres (29.0%).

Casi una cuarta parte de los individuos tienen DM2 sin diagnosticar y un 40% de la
poblacion acude al médulo de Medicina preventiva de nuestra Instituciéon para la

deteccién de ésta patologia. *°

Se conoce que los familiares de primer grado de los pacientes con DM2 y/o HA presentan
un riesgo elevado de desarrollar DM2 y/o HA y como consecuencia enfermedad
cardiovascular. El riesgo de muerte por un acontecimiento cardiovascular en los pacientes

con DM2 y/o HA es de 2 a 4 veces mayor que en la poblacién sin DM2.%’

Por lo que con base a la asociacién entre algunas enzimas de estrés oxidativo y resistencia
a la insulina, podrian servir para identificar individuos con un riesgo para adquirir en un

futuro DM2 como son los familiares de pacientes con DM2.

Al poder identificar en este tipo de pacientes el riesgo de tener a futuro DM2, se podra
hacer conciencia en la poblacién para establecer mas estrictamente cambios en el estilo
de vida o intervenir de manera farmacolégica con algin medicamento de forma
temprana para modificar la lesion endotelial por Rl y disminucién en la actividad de

PAOPs.
Por lo que la pregunta a investigar es:

¢Existe asociacion entre la concentracion de algunas enzimas de estrés oxidativo y la Rl en

individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2 y/o HA?
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IX. JUSTIFICACION

Los familiares de pacientes con DM2 y/o HA cursan en etapas tempranas con
hiperinsulinemia,4 y es un factor de riesgo para el desarrollo de desérdenes que incluyen
hipertensién arterial, enfermedad coronaria, dislipidemias y DM2 que son enfermedades

prioritarias de nuestro sistema de salud.

En el laboratorio del Centro de Investigacién Biomédica de Michoacdn del IMSS en
Morelia, Michoacdn, se cuantificaron las enzimas de estrés oxidativo y se implementé la
técnica para cuantificar la concentracion de PAOPs para asi poder establecer una posible

relacién con la Rl en familiares de pacientes con DM2 O HTA..

El beneficio de este estudio fue cuantificar las enzimas de estrés oxidativo y determinar la
relacién con los PAOPs en etapas tempranas adicional al inicio de alteraciones en el
metabolismo de la insulina y glucosa que podrian en un futuro lesionar la pared vascular y

desarrollar a futuro enfermedad cardiovascular.
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X. OBJETIVO GENERAL

Investigar la asociacidon de las enzimas de estrés oxidativo y de PAOP con resistencia a la

insulina en individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2 y/o HA.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Establecer sila concentracion de PAOP se asocia con triglicéridos séricos en

individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2 y/o HA.

HIPOTESIS

El estrés oxidativo y productos avanzados de oxidacion proteica se asocian con resistencia

a lainsulina en individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2 y/o HA.
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XIl. MATERIALY METODOS

Tipo de estudio: Transversal comparativo.

Poblacion: Individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2 y/o HA de la Unidad de

Medicina Familiar N2 80 del IMSS en Morelia, Michoacan

Tamafo de Muestra:

Se calculd el tamafio de la muestra con base a la ecuacidn de estimacion de diferencia de

proporciones (tamafio de muestra para cada grupo).

Se estimo que el 85% de los individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2 cursan

con Rly 15 % de los mismos no tiene RI.

El tamafio de la muestra para cada grupo sera de:

n= Pl (100-P1) + Pg (100-Pg)

2
e

Donde:

P1 = Proporcién de individuos con antecedentes heredofamiliares con Rl. (85%)

P,= Proporcidén de individuos con antecedentes heredofamiliares sin RI. (15%)

e = Error estandar (8%)
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SUSTITUYENDO.

85 (100-85) + 15 (100-15) 85(15) + 15 (85)

(8)* (8)*

2550

n= =39.8 = 40 individuos por grupo

64
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CRITERIOS DE SELECCION:
INCLUSION:

e Individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2 y/o Hipertension Arterial.

e Edad entre 20y 60 afios

e Con IMC > de 25 kg/m’

e Que no estén ingiriendo algun medicamento que modifique las concentraciones de
glucosa o de insulina.

e Sin modificaciones en el peso corporal al menos 3 meses previos al ingreso del

estudio.

NO INCLUSION:

e Pacientes con diagndstico previo de DM2 o HTA.

e Que no deseen participar en el estudio.

VARIABLES DEPENDIENTES: Estrés oxidativo, PAOP.
VARIABLES INDEPENDIENTES: Resistencia a la insulina.

VARIABLES BIOQUIMICAS: Glucosa, colesterol total, triglicéridos, c-HDL, c-LDL, c- VLDL,

insulina, acido urico, proteinas totales.
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METODOLOGIA

A cada paciente que reunid los criterios de inclusién y firmaron la carta de consentimiento
informado por escrito (anexo 1), se les dio cita en el aula de la UMF N2 80 del IMSS en

Morelia, Michoacan para:

e Un interrogatorio dirigido investigando antecedentes de diabetes, hipertension

(Historia clinica completa). (ANEXO 2)

e Se les midié la presion arterial con baumandmetro de mercurio previamente
calibrado, sentado en reposo por lo menos cinco minutos, sin haber ingerido

bebidas cafeinadas, no haber fumado en los treinta minutos previos al estudio.

e Se les realizé la medicién del peso corporal (Kg) en bascula con estadimetro con
bata clinica y sin zapatos, la medicion de la talla (m) en posicidn erecta, con talones
juntos y los pies separados en un angulo de 60°, con la cabeza en un plano
horizontal de Francfort (linea imaginaria que une el borde superior del conducto
auditivo con la drbita), brazos libres a los costados y las palmas hacia las caderas.
Se calculé el indice de masa corporal (IMC), con la ecuacién de Quetelet

(peso/talla?).

e Se midié el perimetro abdominal con cinta métrica que se tomd del centro del
ombligo, de igual forma con cadera que se midio a la altura de la cresta iliaca y se

calculé el indice cintura cadera (ICC).
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e Realizacidon de la Bioimpedancia eléctrica para la estimacidon del % de grasa
corporal, masa magra (kg) y el agua corporal total. La medicién se realizdé con el
equipo marca TANITA modelo TBF 300 GS. Se colocé al sujeto vestido de pie y
descalzo y con la vejiga totalmente vacia, sin articulos de metal (ya que pueden
distorsionar las medidas de impedancia) con los brazos separados ligeramente, de
manera que no tocaran los lados del tronco y las piernas separadas para que los
tobillos estuvieran al menos 20 cm de distancia. Las medidas de impedancia se
tomaron en ayuno (8 hrs) y sin previo ejercicio fuerte (al menos 24 hr) ya que se

puede afectar la hidratacion.

e Ademas a cada paciente se le colectaron 13 ml de sangre venosa. 10 ml se
sirvieron en tubo Vacutainer sin anticoagulante (rojo), se centrifugd a 4000 rpm
durante 10 minutos para la obtencion de suero y de inmediato realizar la
cuantificacién de glucosa, colesterol total (CT), triglicéridos (TG), lipoproteinas de
alta densidad (HDL), proteinas totales y acido Urico por métodos enzimaticos
colorimétricos. Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se calcularon con la

ecuacion de Friedewald (LDL= CT-(HDL+TG/5).

e Se hicieron alicuotas del suero en 4 tubos eppendorff de 500 uL y se congelaron a -
202C (durante un mes) para cuantificacion de Glutation peroxidasa (GPx), glutation
reductasa (GRd), superdxido dismutasa (SOD) y mieloperoxidasa (MPO) por la
técnica de ELISA.

e 3 mL se colectaron en tubo con anticoagulante EDTA y se centrifugd a 4000 rpm
durante 10 minutos para la separacién del plasma e inmediatamente realizar la

determinacion de la concentracion de los PAOPs.
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METODO UTILIZADO PARA MEDIR LOS PAOP.
Material Requerido:

e Tubos de ensayo
e Celdas

e Espectrofotometro

® Reactivos

Reactivos:

1. Cloramina T a concentracion de 100 uM
2. loduro de potasio (KI) a concentracion de 1.16 M
3. Solucién amortiguadora PBS

4. Acido acético al 99%

PREPARACION DE REACTIVOS.

e Se prepara la solucién de cloramina T para calibracién de la curva estandar, en

una concentracién 100 uM
Procedimiento:

Se pesa 0.0031g de Chloramine T hydrate Lot # 125K0731 SIGMA- ALDRICH vy se disuelven
en 100 ml de H,0 destilada.

e Se prepara la solucion de ioduro de potasio en una concentracién 1.16M.
Procedimiento:

Se pesa 1.925 g de Potassium jodide Lot # 0001437438 SIGMA- ALDRICH y se disuelve en
10 ml de H,0 destilada.
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e Se prepara la solucién de PBS para blanco.

Se pesa 10.2 g de PBS Buffer Powder Lot #0608815 SIGMA-ALDRICH y se disuelven en
1 It de H,0 destilada.

La determinacion de los PAOP se realiza a partir de una curva de calibracion, utilizando

como patrén de referencia cloramina T.
PROCEDIMIENTO DE LA CURVA ESTANDAR

Se preparan las diluciones para la curva estandar.

(e
400 20 400 k20 wWopns | [s0pm0 | |woweo | |«opneo | |40 mzo
Destiada Destiada Desdiacle Deatinca Destlinds Desfiade Destliade
» + + + 4+ * »
4009 400! de 400yl do 400y do 400k do 400yl do 400 do
Cloramine T Tubo { Tubo 2 Tubad Tubod Tubo 6 Tubo 8
100uM (Clorsmina T (Ciorsmine 7| | (Clorsmine T| |(Cloramine 7| | {Clorzmine T| |{Cloremina T
o agltn por SouM) M) 12.50M) 0.250M) 3A25.M) 1.56M)
08w 82 30ta por Bosglapor ( | Seaglapor ( |Ssagtapor (| Sesplupor | | Beaghs por
Queda 10 8eg 10 6ug 105 108 108eg 108w
olucion Queda Queda Queda Queds Queda Quada
Cloramina T [T ] 80kucion solusion achxion ackucion aohxcion
0pM @ Clormmira T Clorarira T Cloramin T Clonsmira T Clormmira T
U & E

NG N
NOTA: Despuses de la dliuclon agregar a cada tubo 40ul de Acido
Acetico + 20ul de KI 1.16 M

e A cada uno de los tubos anteriores, en sus diferentes concentraciones, se les
agrega 40 ul de dcido acético Lot # 01315KE SIGMA- ALDRICH al 99%, y se agrega
20 pl de la solucién de ioduro de potasio 1.16M, se mezcla y se lee en el

espectrofotémetro a una longitud de onda de 340 nm.

La absorbancia de la reaccion fue determinada inmediatamente a 340 nm, la

concentracion de PAOP fue expresada como uM de cloramina T.
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PARA LA MUESTRA DE CADA PACIENTE:
Se debe hacer una disolucién 1:5 de la muestra de plasma con PBS
Se colocan 200 ul de plasma, se agregan 800 pl de solucién de PBS, se mezclan.

Se toman 400 pl de esta solucidn y se pasan a otro tubo, se agregan 40 ul de acido

acético + 20 ul de solucidn de Kl 1.16M.

Se mezclan y se leen en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 340 nm.

Se colocan 200ul de
plasma + 800 pl de
PBS, se mezclan. Se

Se colocan 400 pl de la
disolucion anterior y se
agrega 40 ul de acido
acetico + 20 ul de soln
de ioduro de potasio

se mezclan y se lee en

el espectrofotometro a

una longitud de onda
de 340 nm.

toman 400 ul de esta
disolucion y se pasan a
otro tubo

PROTEINAS TOTALES

Procedimiento: se colocan 20 pl de la muestra (suero), con 1000 ul de reactivo de Biuret,
se mezcla y se incuba a 252C durante 30 min. Se mide la absorbancia de la muestra y del

patron frente al reactivo blanco, a una longitud de onda de 546 nm.
ACIDO URICO

Procedimiento: En un tubo de vidrio, se colocan 20 pl de muestra (suero) con 1000 pul de
reactivo enzima, se mezcla y se incuba 5 minutos a 372C. Se mide la absorbancia de la
muestra y del patron frente al reactivo blanco durante los 15 min siguientes, a una

longitud de onda de 546 nm.
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TRIGLICERIDOS

Procedimiento: En un tubo de vidrio, se colocan 10 pl de muestra (suero) con 1000 pl de
reactivo enzima, se mezcla y se incuba a 372C durante 5 min. Se mide la absorbancia de la
muestra y del patrén frente al reactivo blanco al cabo de 60 min, a una longitud de onda

de 546 nm.

COLESTEROL

Procedimiento: En un tubo de vidrio se colocan 10 ul de muestra (suero) con 1000 ul de
reactivo, se mezcla, se incuba a 37°C durante 5 minutos y se mide la absorbancia de la
muestra y del patrén frente al reactivo blanco antes de 60 min, a una longitud de onda de

546 nm.

COLESTEROL HDL

Procedimiento: En un tubo de vidrio, se colocan 200 pl de muestra (suero) con 500 ul de
reactivo precipitante, se mezcla y se incuba 10 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar 10 minutos a 4000 rpm. Separar el sobrenadante y en el mismo realizar la
determinacién de colesterol antes de que transcurran 2 horas. Se realiza la medida de
colesterol por el método CHOD PAP. Se toman 100 pl del sobrenadante con 1000 pl de
reactivo de colesterol, se mezcla se incuba a 37°C durante 5 minutos. Se mide la
absorbancia de la muestra y del patrdn frente al reactivo blanco durante los 15 min

siguientes, a una longitud de onda de 546 nm.

GLUCOSA

Procedimiento: En un tubo de vidrio se colocan 10 ul de muestra (suero) con 1000 ul de
reactivo, se mezcla, se incuba a 37°C durante 10 minutos y se mide la absorbancia de la
muestra y del patrén frente al reactivo blanco antes de 60 min, a una longitud de onda de

546 nm.
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CUANTIFICACION DE ENZIMAS DE ESTRES OXIDATIVO

e Myeloperoxidase (human) EIA kit cat No. 585001, Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, Ml, USA.

e Superoxide Dismutase Assay kit cat No. 706002, Cayman Chemical Company, Ann

Arbor, Ml, USA.

e Glutathione Peroxidasa Assay kit cat No. 703102, Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, Ml, USA.

e Glutathione Reductase Assay kit cat No. 703202, Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, Ml, USA.

Las enzimas mencionadas se cuantificaron por el método de ELISA. Ensayo enzimatico

para la medida cuantitativa en suero humano.
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X11. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresan en promedio * desviacidén estdndar. Se realizd prueba t de Student
para muestras independientes para la comparacidn entre los grupos con Rl y sin RI. Se
realizd la correlacién de Pearson para determinar la asociacién entre las variables. Se
establecié diferencia estadistica significativa con p < 0.05. Los datos se analizaron en el

programa computacional SPSS version 18.0 para Windows.

DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION ESCALA DE MEDICION
Edad Edad del paciente medida Continua, afios
en afnos
Peso Peso del paciente en Kg Continua, Kg
Talla Estatura del paciente en Continua, en metrosy
metros centimetros
Presion sistolica Medicion en Continua, milimetros de
baumandémetro de mercurio mercurio
Presion diastolica Medicion en Continua, milimetros de
baumandémetro de mercurio mercurio
indice de Masa Corporal | Calculada por la ecuacién de Continua, (peso/talla?)
(IMC) Quetelet, de acuerdo a la Kg/m2
NOM de obesidad
Circunferencia de cintura Medicién del perimetro de Continua, en centimetros
la cintura en centimetros
Circunferencia de cadera Medicién del perimetro de Continua, en centimetros
la cadera en centimetros
Glucosa Concentracion sérica de Continua, miligramos por
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glucosa

100 ml

Colesterol total

Concentracion sérica de
colesterol cuantificado por
método enzimatico

colorimétrico.

Continua, miligramos por

100 ml.

Colesterol de alta densidad

(HDL)

Colesterol asociado a las
lipoproteinas, cuantificado
en suero por método

enzimatico colorimétrico

Continua, miligramos por

100 ml

Colesterol de baja densidad

(LDL)

Colesterol asociado a las
lipoproteinas cuantificado
en suero por método

enzimatico colorimétrico

Continua, miligramos por

100 ml

Triglicéridos

Concentracién de
triglicéridos cuantificados
en suero por método

enzimatico colorimétrico

Continua, miligramos por

100 ml

Insulina

Hormona secretada por el
pancreas y cuantificada en

suero por ELISA.

Cuantitativa, continua,

unidades internacionales.

Proteinas totales

Es una medicién
aproximada de todas las
proteinas encontradas en la
porcion liquida de la sangre.
Son cuantificadas en suero
por métodos enzimaticos

colorimétricos.

g/dl

Acido urico

Producto del metabolismo

del metabolismo del

mg/dI
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nitrégeno y es cuantificado
en suero por métodos

enzimaticos colorimétricos.

Productos avanzados de

oxidacion proteica (PAOPS)

partes de proteinas en
proceso de oxidacion

cuantificadas en plasma.

umol/L

Glutation Reductasa (GRd)

Enzima de oxidacién que
permite mantener
concentraciones de GSH
para la eliminacion de H,0,.
Cuantificada en suero por

método de ELISA.

nmol/min/ml

Glutation Peroxidasa (GPx)

Enzima de oxidacién que
protege de la toxicidad de
hidroperdxidos. Se
cuantifica en suero por

método de ELISA.

nmol/min/ml

Mieloperoxidasa (MPO)

Enzima de defensa de los
leucocitos con actividad
microbicida usando H,0,. Se
cuantifica en suero por el

método de ELISA.

pmol/L
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CONSIDERACIONES ETICAS

Los procedimientos propuestos estdn de acuerdo con las normas éticas, el Reglamento de
la Ley General de Salud en Materia de Investigacidon para la Salud y con la declaracién de
Helsinki de 1975 y sus enmiendas, asi como los cddigos y normas Internacionales vigentes
para las buenas prdcticas en la investigacion clinica. Ademas de todos los aspectos en
cuanto al cuidado que se deberd tener con la seguridad y bienestar de los pacientes se
respeta cabalmente los principios contenidos en el Cédigo de Nuremberg, la Declaracion
de Helsinki y sus enmiendas, el Informe Belmont, el Cédigo de Reglamentos Federales de

Estados Unidos (Regla Comun).

De acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacidn para la
salud en su titulo segundo, capitulo 1, articulo 13.- En toda investigacién en la que el ser
humano sea sujeto de estudio, debera prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la
proteccion de sus derechos y bienestar. Articulo 14.- La investigacion que se realice en
seres humanos debera desarrollarse conforme a las siguientes bases: se ajustara a los
principios cientificos y éticos que la justifiquen, contara con el consentimiento informado
y por escrito del sujeto de investigacidon o su representante legal. Articulo 16.- En las
investigaciones en seres humanos se protegera la privacidad del individuo sujeto de
investigacidn, identificAndolo solo cuando los resultados lo requieran y éste lo autorice.
Articulo 17.- Se considera como riesgo de la investigacidon a la probabilidad de que el
sujeto de investigacion sufra algun dafio como consecuencia inmediata o tardia del
estudio. Para efectos de este estudio y apegados a este reglamento, la investigacion se

clasifica en la siguiente categoria:

Categoria Il. Investigacion con riesgo minimo: ya que se trata de un estudio comparativo y
transversal, en el cual se realizaran procedimientos comunes de medicion de la presién

arterial, colecta de sangre venosa y preguntas dirigidas al paciente en estudio.
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Xlll. RESULTADOS

Se estudiaron 87 pacientes con obesidad que se captaron en la Unidad de Medicina
Familiar N° 80 del Instituto Mexicano del Seguro Social. La edad promedio fue de 38.94 +
9.74 afos. El 72.7 % tuvieron antecedentes heredofamiliares de DM2 y el resto solo de
HTA. Se dividieron en 2 grupos segun la presencia de resistencia a la insulina. Se definié Rl
cuando el valor de HOMA es > 2.5.

Los parametros clinicos de los pacientes de estudio se muestran en la tabla 4.

TABLA 4. Pardmetros clinicos y antropométricos de los pacientes con obesidad.

GRI GSRI p*

N=45 N=42
Edad (afios) 39.60 £ 9.50 38.10+10.11 0.476
Peso (kg) 70.01 +12.55 70.78 + 10.98 0.761
Talla (m) 1.56 + 0.09 1.58 +0.07 0.293
IMC 28.95 +4.17 28.28 +4.25 0.463
GC (%) 36.23 + 6.83 34.53 + 8.04 0.290
Cintura (cm) 93.58 £ 9.86 90.38 + 10.46 0.146
TAS 109.00 + 15.09 107.02 + 12.54 0.510
TAD 71.00  10.14 69.95 + 9.91 0.628

GRI: Grupo con Resistencia a la Insulina; GSRI: Grupo Sin Resistencia a la Insulina; IMC: indice de Masa
Corporal; GC: Grasa Corporal; TAS; tensidn arterial sistdlica; TAD: tension arterial diastélica. Los datos se
muestran en promedio * desviacion estdndar. Prueba t de Student para muestras independientes. *P < 0.05

No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los grupos en estudio lo que
nos habla de una homogeneidad con respecto a la edad, IMC y % de grasa corporal, en la

muestra de estudio.
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Los parametros bioquimicos se muestran en la tabla 5.

TABLA 5. Pardmetros bioquimicos de los pacientes con obesidad

GRI GSRI p*
N=45 N=42
Glucosa (mg/dl) 93.34 +14.54 84.41+12.79 0.003
Colesterol (mg/dl) 193.76 + 38.49 193.03 +£43.95 0.934
Triglicéridos 180.35 + 83.99 160.45 £ 85.91 0.278
(mg/dl)
LDL (mg/dl) 128.07 £37.61 135.47 £ 39.49 0.382
HDL (mg/dI) 27.52 +11.96 26.97 + 11.23 0.828
VLDL (mg/dl) 36.47 £ 16.62 32.73+16.88 0.309
Acido Urico (mg/dl) 457 +0.74 4.58 +0.87 0.952
Proteinas Totales 8.22+0.48 8.35+0.53 0.208
(g/dl)
Insulina (Ul/ml) 18.40+6.28 9.59+1.72 0.0001
Resistencia a la 4.23 +1.60 1.98 +0.36 0.0001

insulina

GRI: Grupo con Resistencia a la Insulina; GSRI: Grupo Sin Resistencia a la Insulina; LDL: Lipoproteinas de baja

densidad; HDL: Lipoproteinas de alta densidad. Los datos se muestran en promedio + desviacidén estandar.

Prueba t de Student para muestras independientes. P< 0.05

Se observa que los triglicéridos se encontraron por arriba de los valores normales (150

mg/dL) en los dos grupos en estudio y el colesterol LDL (LDL < 130 mg/dl) solo se encontré

un poco mas elevado en el grupo sin resistencia.”®
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En la figura 1 se muestra la grafica de los productos de oxidacidon proteica en ambos
grupos de estudio, mostrandose mayor concentracion en el grupo que presenta

resistencia a la insulina.

*P=0.0001

PAOP pmol/L

GRI

FIG 1. Productos Avanzados de Oxidacién Protéica en el Grupo con

Resistencia a la Insulina (GRI) y el Grupo sin Resistencia a la
Insulina (GSRI).

* Prueba t Student para muestras independientes
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La actividad que presenta la enzima glutation reductasa en cada uno de los grupos de

estudio se muestra en la figura 2.

P=0.175
100+

80+ —
60+

40-

20+

GRd nmol/min/mL

GRI

FIG 2. Actividad de la Glutation Reductasa en el Grupo
con Resistencia a la Insulina (GRI) y el Grupo sin
Resistencia a la Insulina (GSRI).

*Prueba t Student para muestras independientes
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En la figura 3 se representa la actividad de la enzima glutation peroxidasa en cada uno de
los grupos de estudio. No se encontrd diferencia estadistica significativa entre los grupos

en estudio, sin embargo se observa una tendencia al incremento en la actividad de esta

enzima en el GSRI.

P=0.100
251

20 —_— _

GPx nmol/min/mL

FIG 3. Actividad de la Glutation Peroxidasa en el Grupo
con Resistencia a la Insulina (GRI) y el Grupo sin
Resistencia a la Insulina (GSRI).

*Pprueba t Student para muestras independientes
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Con respecto a la actividad que presenta la enzima superdxido dismutasa en cada uno de

los grupos de estudio, se encontré un incremento de la actividad de la SOD en el GRI.

(Figura 4).

*P= 0.002

SOD U/mL

GRI

FIG 4. Actividad de la Superoxido Dismutasa en el Grupo
con Resistencia a la Insulina (GRI) y el Grupo sin
Resistencia a la Insulina (GSRI).

*Prueba t Student para muestras independientes
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En la figura 5, se muestra la concentracion de la enzima mieloperoxidasa en cada uno de

los grupos de estudio demostrando un incremento significativo de la MPO en el grupo con

RI.

*P=0.0001

600-
£ 400-
B *
2 —
& 200
>

0

GRI GSRI

FIG 5. Actividad de la Mieloperoxidasa en el Grupo
con Resistencia a la Insulina (GRI) y el Grupo sin
Resistencia a la Insulina (GSRI).

*Prueba t Student para muestras independientes
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Al realizar el analisis de correlacion entre las diferentes variables se encontrd asociacion
positiva y significativa estadisticamente entre la concentracion de insulina sérica con la

circunferencia de cintura, (Figura 6) en los pacientes con obesidad.

r=0.274; P= 0.010

40 +
35 A
30 -
25 A
20 -
15 A
10 ~

INSULINA (Ul/ml)

0 50 100 150

CINTURA (cm)

FIG.6. Correlacidon entre insulina y cintura en familiares de
pacientes con DM2 y/o HTA.
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Se encontrd asociacion entre PAOP y el indice para estimar RI (HOMA) en los pacientes

con obesidad. (Figura 7).

r = 0.394; P=0.0001

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

PAOP umol/L

Resistencia a la Insulina

Fig 7. Correlaciéon entre los Productos Avanzados de Oxidacion Proteica y

Resistencia a la Insulina en familiares de pacientes con DM2/HTA.

Q.F.B. DAISY YAZMIN RODRIGUEZ OCHOA. Pagina 63



ESTRES OXIDATIVO, PAOP Y RESISTENCIA A LA INSULINA EN FAMILIARES DE PACIENTES CON DM2 Y/O HTA.

En la figura 8 se observa la correlacidon negativa entre la actividad de la Glutation

reductasa (GRd) y la glucosa sérica en los pacientes con obesidad.
r=-0.319; P = 0.002

30 ~

20 -

15 +

GRd (nmol/min/ml)

0 20 40 60 80 100 120 140

GLUCOSA (mg/dl)

FIG 8. Correlacidn entre la actividad de la GRd y la glucosa en
familiares de pacientes con DM2 y/o HTA.
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Asi mismo se encontro correlacion positiva entre la mieloperoxidasa y la resistencia a la

insulina evaluada por el indice de HOMA en los pacientes con obesidad. (Figura 9).
r = 0.341; P=0.001

800 -
700 ~
600 -
500 +
400 +
300 +
200 -
100 -

10

CONCENTRACION DE MPO (pmol/L)

RESISTENCIA A LA INSULINA

FIG 9. Correlacion entre la concentracion de MPO y Resistencia a la
Insulina en familiares de pacientes con DM2 y/o HTA.
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XIV. DISCUSION

Uno de nuestros principales objetivos de este estudio fue conocer si el estrés oxidativo y
los productos avanzados de oxidacion proteica se asocian con resistencia a la insulina en
individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2 y/o HTA. En base a nuestros
resultados confirmamos la asociacién entre el estrés oxidativo, los productos avanzados

de oxidacién proteica y la RI.

Se conoce que la obesidad predispone o se asocia a la hiperinsulinemia por resistencia a la
insulina, mientras el valor del IMC se relaciona de manera directa y proporcional con la

Reportes en la literatura mencionan que los sujetos con antecedentes patolégicos
familiares de DM2 presentan mas RlI, hiperinsulinemia y dislipidemia cuando se compara
al otro grupo conformado por sujetos sin antecedentes patoldgicos familiares de diabetes

%063 En este estudio la muestra fue en pacientes con obesidad y todos tenian el

tipo 2.
antecedente heredofamiliar de DM en primer grado, sin embargo al momento de clasificar
en grupos de acuerdo a la Rl, encontramos que 45 (51.72%) pacientes cursan con Rl y 42
(48.28%) no tuvieron Rl lo que nos indica que 1 de cada 2 pacientes con obesidad y con el
antecedente de DM puede tener Rl, cifra semejante a la reportada por Goldin y cols,
donde mencionan que los sujetos con antecedentes personales de DM2 tienen una

predisposicion de hasta un 40 % de presentar hiperinsulinemia por mayor resistencia a la

insulina y sindrome metabdlico concomitante. 62

Hoy en dia la obesidad es un problema grave de salud que preocupa a la sociedad en
comun, ya que debido a este problema en la poblacidn, se corre un riesgo de presentar
varias enfermedades graves, de tratamientos largos e incluso incurables, tal es el caso de
la DM2; por ello, nos resulto interesante plantearnos un estudio con una poblacién con
problemas de obesidad, en la que podiamos estudiar los procesos oxidativos, las enzimas

gue intervienen en dichos procesos y la insulina.

Q.F.B. DAISY YAZMIN RODRIGUEZ OCHOA. Pagina 66



ESTRES OXIDATIVO, PAOP Y RESISTENCIA A LA INSULINA EN FAMILIARES DE PACIENTES CON DM2 Y/O HTA.

Nuestros grupos fueron homogéneos en cuanto a la edad, IMC y porcentaje de grasa
corporal por lo que podemos comentar que estas variables no estan influyendo en las

variables en estudio. (RI, estrés oxidativo, PAOPS).

Encontramos que hay una significancia entre el grupo con Rl y sin Rl con respecto a la
glucosa, a pesar de que se encuentra dentro de los valores normales, hay concentraciones
mas altas en el grupo con RI, puede ser causada por un defecto en el transporte de la
glucosa, el cual puede ser inherente a un defecto en los tejidos o ser el resultado de un
factor como la glucotoxicidad propia de la hiperglucemia o a un incremento de la

concentracion sérica de acidos grasos libres.®*

Se conoce que el estrés oxidativo ocasionado por el incremento en las especies reactivas
de oxigeno (ROS) o su inadecuada eliminacién, desempefan un papel clave en la génesis
de distintas enfermedades, entre ellas la DM. Varios investigadores?®**?*?* durante los
ultimos afos, han propuesto que el estrés oxidativo es uno de los mediadores

responsables de causar DM2.

A la fecha no existe un método estandarizado en la clinica para la determinacién de los
radicales libres in vivo. En el 2002 se propone los PAOP como un marcador adicional de
estrés oxidativo. ®* Los PAOP se originan como resultado de la accién de los radicales libres
en las proteinas. Nosotros hemos encontrado una concentracién alta de PAOP en el grupo
con RI, siendo estadisticamente significativa, lo cual indica que las proteinas si estan

sufriendo dafio oxidativo, en estos pacientes.

Se ha reportado que los PAOP estan aumentados en pacientes con sindrome coronario
agudo ® y en pacientes con insuficiencia renal ® En los pacientes con Rl y con el
antecedente familiar de DM2 los encontramos elevados lo que nos habla de que los PAOP
podrian ser un probable factor de riesgo adicional para el desarrollo de DM2 vy a futuro

enfermedad cardiovascular o renal.

Se conoce que todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia, liberan

ERO. Esta situacién es incompatible con la vida, a menos que existan en las células
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mecanismos de defensa que las neutralicen. A estas defensas se les denomina
antioxidantes. Existe una primera linea de defensa antioxidante constituida por enzimas y

eliminadores de radicales, entre ellas se encuentra la SOD, la GPx, la GRd y la MPO.

En los pacientes con antecedentes heredofamiliares de DM y con obesidad, la actividad
que presenta la SOD y la MPO son estadisticamente significativas con mayor
concentracion en el grupo con R, la primera convierte el radical anidon en peréxido y la
segunda utiliza el peréxido convertido para su actividad, este incremento en la actividad
de la SOD puede ser debida a que el estado de Rl este generando una mayor cantidad de
ERO de forma tal que pueda estar sobrepasando la capacidad neutralizante de la SOD y
generando una mayor concentracion de H,0, y un incremento en la actividad de la MPO

para la conversion al ién hipoclorito y su futura conversidn a oxigeno singlete.

Sin embargo, la actividad de la enzima oxidativa glutation reductasa (GRd) y de la enzima
glutation peroxidasa (GPx), se muestran en menor concentracion en el grupo con RI, esto
es debido a que la GPx y la GRd se encuentran formando parte de un sistema antioxidante
(GPx/GRd) que se activa a concentraciones bajas de H,0,, existe otra enzima que es la
catalasa que actla a en presencia de concentraciones altas de H,0, Una de las
limitaciones de este estudio fue el no haber podido cuantificar la enzima catalasa, pero de
acuerdo a lo anterior nos sugiere que su actividad podria estar incrementada para

neutralizar el H,0,.

La correlacidon que existe entre cintura e insulina en los pacientes con obesidad, se
muestra estadisticamente significativa (p = 0.010), lo cual indica que mientras mas obesa
sea una persona, mas insulina secreta la célula beta del pancreas. % Se conoce que el
incremento en las concentraciones circulates de insulina, acidos grasos libres o glucosa da
como resultado un incremento en las ERO activando las vias del estrés oxidativo y
dafando a su vez la accion y secrecion de la insulina. La correlacidn entre la actividad de Ia
enzima MPO con Rl se muestra estadisticamente significativa (p= 0.001), esto sugiere que
la actividad de dicha enzima se encuentra implicada en el dafio tisular durante

condiciones de inflamacién del endotelio vascular y podria caracterizarse como un factor
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de riesgo para enfermedad cardiovascular a futuro en nuestra muestra de estudio ya que
diversas lineas de evidencia sugieren que las consecuencias bioldgicas proaterogénicas
pueden ser desencadenadas por modificaciones oxidativas en el endotelio vascular debido
al incremento de las especies reactivas generadas por la MPO.%” Debido a la prevalencia
de obesidad, DM2 e HTA, la deteccién temprana e identificacién de grupos de riesgo como
son los familiares de pacientes con DM2 y/o HAS y ademas con el factor de riesgo de la
obesidad central, es de importancia el realizar estudios moleculares y con tratamiento
farmacoldgico a largo plazo para evaluar las modificaciones que podrian ocurrir en el

estrés oxidativo para asi reducir las consecuencias de estos problemas de salud.
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XV. CONCLUSIONES

1.- La resistencia a la insulina es un factor de riesgo en los pacientes con obesidad y se

asocia con la patogénesis de DM2 y enfermedades cardiovasculares.

2.- Uno de cada 2 pacientes con obesidad y con factores heredofamiliares de DM2 y/o

HAS tienen RI.

3.- Los pacientes con obesidad y Rl tienen un mayor desequilibrio en el sistema enzimatico

antioxidante lo que condicionard dafio en la célula beta y endotelio vascular.

4.- Los pacientes con obesidad y con Rl tienen una mayor concentracion de PAOP lo que

condicionara una mayor disfuncién del adipocito.

5.- Existe asociacion del estrés oxidativo, PAOP y Rl en los pacientes con antecedentes

heredofamiliares de DM2 y/o HAS con obesidad.

SUGERENCIAS PARA TRABAJOS A FUTURO

Al poder identificar en este tipo de pacientes el riesgo de tener a futuro DM2, se podra
hacer conciencia en la poblacién y establecer protocolos de investigacion para establecer
mas estrictamente cambios en el estilo de vida (alimentacién y actividad fisica) o
intervenir de manera farmacoldgica con algin medicamento, de forma temprana para

modificar la lesion por Rl, disminuir el estrés oxidativo y la actividad de PAOPs
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XVII. RELACION DE ANEXOS

(ANEXO 1)

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DELEGACION REGIONAL MICHOACAN

UNIDAD DE MEDICINA FAMILIAR NO.80

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION VOLUNTARIA EN PROYECTO DE
INVESTIGACION CLINICA.

Morelia, Michoacan a

Yo

Con numero de afiliacion: de la UMF No.80 del IMSS.

ACEPTO EN FORMA VOLUNTARIA PARTICIPAR en el proyecto de Investigacion titulado:

PRODUCTOS AVANZADOS DE OXIDACION PROTEICA Y RESISTENCIA A LA INSULINA EN FAMILIARES DE
PACIENTES CON DIABETES MELLITUS.

El cual se encuentra REGISTRADO ante el H. Comité de Investigacion Local del HGR No. 1 del IMSS en

Morelia, Michoacdn con Fecha y con N2De Registro:

El objetivo de este trabajo es demostrar si existe alguna asociacion entre la concentracién de PAOPs

y resistencia a la insulina en individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2.

Los PAOPs son los productos avanzados de oxidacion proteica, esto es que las proteinas de mi cuerpo
pueden presentar modificaciones en su estructura que podrian dafiar tejidos y acelerar la aparicion de la

diabetes.

Se me ha explicado que mi participacion consiste en acudir en ayuno para una extraccion de sangre venosa y
algunas preguntas referentes a mi estado de salud. El investigador responsable me ha informado que un
probable riesgo de la toma de sangre es un posible moretdn, y el inconveniente es la molestia de un piquete
al momento de la toma de muestra venosa. El beneficio derivado de mi participacion en el estudio es que
voy a conocer mi estado de salud y en especial si mi insulina (hormona que secreta el pancreas) esta
actuando bien, si no esta actuando bien, me sugeriran que medidas tomar y si requiero atencién médica me

enviaran con el médico familiar para mi atencién oportuna.
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El investigador me ha dicho que tendré acceso a mis resultados y se ha comprometido a responder a
cualquier pregunta y aclararme dudas que le plantee acerca de mi participacidn o cualquier asunto

relacionado con la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que yo lo

considere conveniente.

El investigador responsable me ha dado seguridad de que no se me identificard en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad
seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacién
actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a

mi permanencia en el mismo.

Nombre y Firma del Paciente Investigador Responsable
Testigo Testigo
Morelia, Mich., a de de201__.
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(ANEXO 2)
HISTORIA CLINICA
FICHA DE IDENTIFICACION

Nombre:

Numero de afiliacion:

Consultorio: Turno: UMF:

Edad: Sexo: Fecha de Nacimiento: Estado Civil:
Religidn: Lugar de Origen: Escolaridad:
Domicilio:

Ocupacion:

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES.

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS.

ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS.

ANTECEDENTES GINECO OBSTETRICOS

Menarca: Ritmo: IVSA: G: P: C:
A: Hijos macrosémico:
FUR: Ultimo papanicolao: Ultima revisién de mama:

INTERROGATORIO POR APARATOS Y SISTEMAS:

Sistema Nervioso:
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Organo de los sentidos:

Sistema Endocrino:

Sistema Hematoldgico:

Sistema Cardiorespiratorio:

Sistema Digestivo:

Sistema Urinario:

Aparato Genital:

Sistema musculo esquelético:

PADECIMIENTO ACTUAL:

SINTOMAS GENERALES:

EXPLORACION FiSICA:

HABITUS EXTERIOR:

SIGNOS VITALES

TA , FC , FR ,T°
SOMATOMETRIA
PESO: , TALLA: , IMC: , %GC:

RELACION CINTURA-CADERA :
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EXPLORACION POR APARATOS Y SISTEMAS:

CABEZA:

CUELLO:

TORAX:

ABDOMEN:

EXTREMIDADES:

TRATAMIENTO ACTUAL

RESULTADOS DE LABORATORIO.

PLAN:

FECHA'Y HORA DE ELABORACION.

ELABORO:
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