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RESUMEN

ACTIVIDAD DE LA SINTASA DE OXIDO NITRICO Y ESTRES OXIDATIVO EN
PACIENTES HIPERGLICEMICOS CON ALTERACION METABOLICO-
NUTRICIONAL EN MORELIA MICHOACAN

Valery Yuritzi Garcia Ibarra, QFB Alma Julia Tafolla Delgado, M.C. Juan Carlos
Cortes Garcia.

Palabras clave: Diabetes mellitus, obesidad, sobrepeso, disfuncion endotelial,
sintasa de oxido nitrico, AGE, memoria metabdlica.

Introduccion: El sobrepeso y la obesidad son el quinto factor principal de riesgo de
mortalidad en el mundo. Cada afio fallecen por lo menos 2,8 millones de personas
adultas a causa de ello. El 44% de la carga de diabetes se atribuye al sobrepeso y
la obesidad, que puede asociarse a disfuncién endotelial. También el estado de
insulinoresistencia se relaciona a la formacion de productos de glicosilaciéon
avanzada (AGE).

Objetivos: Analizar la funcion endotelial en personas que acuden a la consulta
externa del Hospital General “Dr. Miguel Silva” y presenten la morbilidad asociada
hiperglicemia - sobrepeso y/o obesidad.

Materiales y métodos: Se recolectaron muestras (n=194) de los pacientes que
acuden al Laboratorio del Hospital General “Dr. Miguel Silva” y presentaron
valores de glucosa, colesterol y triglicéridos elevados, se conservo un alicuota de
su muestra sanguinea. En Archivo Clinico se revis6 su expediente clinico para
corroborar que cumplieran con los criterios de inclusidon, para posteriormente
determinar NITRITOS/NITRATOS mediante el método de Griess y TBARS
mediante la determinacién de malondialdehido.

Resultados: Se distribuyeron en grupos; control, sobrepeso y obesidad. Donde el
grupo de sobrepeso tuvo mayor concentracion de glucosa. La concentracidon de
nitritos/nitratos fue menor en los grupos sobrepeso y obesidad comparados con el
control (p<0.05); la concentracion de TBARS presento una tendencia a aumentar
en los grupos sobrepeso y obesidad, y se elevo en la comorbiblidad sobrepeso —
hiperglicemia (p<0.05).

Conclusiones: La disfuncion endotelial exacerbada se presentd en pacientes con
las comorbilidades hiperglicemia — sobrepeso y/o obesidad, del Hospital General
“Dr. Miguel Silva”

VALERY YURITZI GARCIA IBARRA 10
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ABSTRACT

ACTIVITY OF NITRIC OXIDE SYNTHASE AND OXIDATIVE STRESS IN
PATIENTS WITH BOTH HYPERGLYCEMIC AND NUTRITIONAL-METABOLIC
DISTURBANCE IN MORELIA MICHOACAN.

Valery Yuritzi Garcia Ibarra, QFB Alma Julia Tafolla Delgado, MC Juan Carlos
Cortes Garcia.

Keywords: Diabetes mellitus, obesity, overweight, endothelial dysfunction, nitric
oxide synthase, AGE, metabolic memory.

Introduction: Overweight and obesity are the fifth leading risk factor for mortality in
the world. Each year worldwide at least 2.8 million adults die from it. 44% of
diabetes cases are attributed to overweight and obesity, which may be associated
with endothelial dysfunction. The insulin resistance state has also been related to
the formation of advanced glycation end products (AGE).

Objectives: To analyze endothelial function in patients who have morbidity,
hyperglycemia - overweight and / or obesity in the outpatient service at the clinical
analysis laboratory of the General Hospital "Dr. Miguel Silva ".

Materials and Methods: Annormally high level glucose, cholesterol and
triglycerides Blood Samples FROM patients (n = 194) who come to the Clinical
analysis Laboratory of General Hospital "Dr. Miguel Silva were collected. An aliquot
of the blood sample was retained for testing nitrite / nitrate by the Griess method
and FOR measuring malondialdehyde by the assay of tbars. each patient’s
clinical record was reviewed to assure that inclusion criteria were met.

Results: The individuals were divided into groups; a) control b) normoglycemic
patients associated with overweight and obesity, and c) hyperglycemic patients
associated with overweight and obesity. the overweight group had a higher
concentration of glucose. The concentration of nitrite / nitrate was lower in
overweight and obese groups compared to the control (p < 0.05); TBARS
concentration showed An increasing tendency in the overweight and obese groups,
and MALONDIALDEHYDE LEVELS WERE significantly elevated in the overweight
and - hyperglycemia comorbid group (p 0.05).

Conclusions: An exacerbated endothelial dysfunction was observed in the
hyperglycemia - overweight and / or obesity comorbid group.

VALERY YURITZI GARCIA IBARRA 11
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I. INTRODUCCION
1.1 DIABETES MELLITUS

La diabetes es un reto de salud global; estimaciones de la OMS indican que en
1995 habia en el mundo 30 millones de personas con diabetes, en el 2012 se
estima que 347 millones de personas viven con diabetes.! Los datos de la
ENSANUT 2012 identifican a 6.4 millones de adultos mexicanos con diabetes, es
decir, 9.2% de los adultos en México’.

De acuerdo con la American Diabetes Association (ADA), la diabetes es un grupo
de trastornos metabdlicos caracterizados por la hiperglucemia resultante de los
defectos de la secrecidn o la accidon de la insulina, o ambas. Existen muchos
procesos fisiopatogénicos involucrados en su aparicion, que varian desde la
destrucciéon autoinmunitaria de las células beta del pancreas hasta alteraciones
que conducen a la resistencia a la accién de la insulina. La base de todas las
alteraciones metabdlicas es la accion deficiente de la insulina sobre los tejidos
blanco?.

La diabetes mellitus es un conjunto de alteraciones metabdlicas de etiologia
multiple, que afecta diferentes érganos y tejidos, se caracteriza por hiperglicemia
cronica resultante de la baja produccidon de insulina, en la accién de la insulina,
ambas o por su uso inadecuado por parte del cuerpo®, que con el tiempo daria
gravemente muchos érganos y sistemas, especialmente los nervios y los vasos
sanguineos®.

1.2 Sintomas

Los sintomas principales de la DM son poliuria, polifagia, polidipsia, pérdida de
peso sin razon aparente, fatiga o cansancio y cambios en la agudeza visual. Entre
los sintomas menos frecuentes, cortes’/hematomas que tardan en sanar,
hormigueo o entumecimiento en las manos o los pies e infecciones recurrentes de
la piel, encias o vejiga®.

1.3 Diagnéstico
El diagndstico preciso establecido por la OMS se basa en: 4

« Sintomas clasicos de la enfermedad (poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida
de peso) y una toma sanguinea casual o al azar con cifras mayores o
iguales de 200 mg/dL (11,1 mmol/L)*.

VALERY YURITZI GARCIA IBARRA 12
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Medicién de glucosa en plasma en ayunas mayor o igual a 126 mg/dL (7,0
mmol/L)®.

Prueba de tolerancia a la glucosa oral (curva de tolerancia a la glucosa)®.

Criterios para el diagndstico segun la ADA: 23

Criterios ADA

1. Sintomas clasicos y glucemia al azar en plasma venoso
=200 mg/dl.

2. Glucemia basal en plasma venoso =126 mg/dl".

3. Glucemia en plasma venoso =200 mg/dl a las 2 horas
de sobrecarga oral con 75 g de glucosa'.

Tabla 1. Criterios para el diagnostico de Diabetes mellitus segun la ADA.3

1.4 Clasificacion

La OMS la clasifica en: DM tipo 1, DM tipo 2 y DM gestacional.

DM tipo 1: en este tipo de diabetes el pancreas no produce insulina o
produce muy poco. El propio sistema inmune ataca y destruye las células
productoras de insulina. También es llamada diabetes insulino-dependiente
o diabetes juvenil®.

DM tipo 2: en este padecimiento el pancreas produce insulina pero por
alguna razon, el organismo no es capaz de usarla adecuadamente.
También conocida como la diabetes del adulto?.

La probabilidad de presentar diabetes tipo 2 se duplica con cada 20% de
sobrepeso, debido a que el exceso de grasa en el organismo disminuye la
funcion efectiva de la insulina®.

DM gestacional: es la diabetes que aparece en mujeres durante el
embarazo y generalmente desaparece después del parto. Los cambios
hormonales durante el embarazo hacen que en algunos casos el pancreas
no sea capaz de producir suficiente insulina®.

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) clasifica la diabetes mellitus en
cuatro grupos: DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional y otros tipos de diabetes. )
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En una versién actualizada de la patogenia de la DM2 De Fronzo ha identificado
hasta ocho mecanismos a los que denomina “el octeto del mal aglero” (8). Todos
ellos condicionan hiperglicemia:®

. Disminucion del efecto de incretinas.

. Incremento de la lipdlisis.

. Incremento en la reabsorcién tubular de glucosa en el rindn.

. Disminucion de la captacion de glucosa por el musculo.

. Disfuncién en los neurotransmisores cerebrales.

. Incremento de la gluconeogénesis por el higado.

. Incremento en la secrecién de glucagon por las células alfa del pancreas.

. Disminucion paulatina en la secrecion de insulina por el pancreas®.

0N O~ WN -

1.5 OBESIDAD Y SOBREPESO

La obesidad es el principal factor de riesgo modificable para el desarrollo de
enfermedades cronicas no transmisibles, como la diabetes mellitus y las
enfermedades cardiovasculares (las dos principales causas de mortalidad en
México), entre otras complicaciones’. El sobrepeso y la obesidad afectan a 7 de
cada 10 adultos mexicanos’.

En la ENSANUT 2012 se evalu6 a 38 208 personas adultas que representan a
mas de 69 millones de mexicanos. Para las comparaciones se utilizaron ademas
datos de la ENSA 2000 y la ENSANUT 2006. De acuerdo con los puntos de corte
de indice de masa corporal (IMC) (kg/m?) propuestos por la OMS, la prevalencia
de sobrepeso y obesidad en México en adultos fue de 71.28% (que representan a
48.6 millones de personas). La prevalencia de obesidad (IMC 230 kg/m?) en este
grupo fue de 32.4% y la de sobrepeso de 38.8%. La obesidad fue mas alta en el
sexo femenino (37.5%) que en el masculino (26.8%), al contrario del sobrepeso,
donde el sexo masculino tuvo una prevalencia de 42.5% y el femenino de 35.9%3.

El sobrepeso y la obesidad resultan de una combinacion diaria de factores
genéticos y de comportamiento, como mala alimentaciéon y sedentarismo®, siendo
definidos como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud. El indice de masa corporal (IMC) es un indicador simple
de la relacion entre el peso y la talla que se utiliza frecuentemente para identificar
el sobrepeso y la obesidad en los adultos (kg/m?). Segun la OMS un IMC igual o
superior a 25 determina sobrepeso, y un IMC igual o superior a 30 obesidad®.

e Desde 1980, la obesidad se ha duplicado en todo el mundo.

« En 2008, 1400 millones de adultos (de 20 y mas afios) tenian sobrepeso.
Dentro de este grupo, mas de 200 millones de hombres y cerca de 300
millones de mujeres eran obesos.
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e« EI 65% de la poblacion mundial vive en paises donde el sobrepeso y la
obesidad cobran mas vidas de personas, que la insuficiencia ponderal®.

El sobrepeso y la obesidad son el quinto factor principal de riesgo de defuncion en
el mundo. Cada afio fallecen por lo menos 2,8 millones de personas adultas como
consecuencia del sobrepeso o la obesidad. Ademas, el 44% de la carga de
diabetes, el 23% de la carga de cardiopatias isquémicas y entre el 7% y el 41% de
la carga de algunos canceres son atribuibles al sobrepeso y la obesidad®.

La causa fundamental del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético
entre calorias consumidas y gastadas. En el mundo, se ha producido: 8

e« un aumento en la ingesta de alimentos hipercaléricos que son ricos en
grasa, sal y azucares pero pobres en vitaminas, minerales y otros
micronutrientes, y

e un descenso en la actividad fisica como resultado de la naturaleza cada vez
mas sedentaria de muchas formas de trabajo, de los nuevos modos de
desplazamiento y de una creciente urbanizaciong.

El sobrepeso y la obesidad son factores de riesgo para : insulinorresistencia,
glucemia basal andmala, intolerancia hidrocarbonada, diabetes mellitus,
hipertension arterial, dislipemia, sindrome de apnea obstructiva del suefio, artritis,
colelitiasis, hiperuricemia, algun tipo de cancer y aumento de marcadores de
funcion endotelial, como el fibrinbgeno, el factor Von Willebrand y la proteina C
reactiva. Ademas, estan asociados con enfermedad arterial coronaria, insuficiencia
cardiaca, arritmia, accidente cerebrovascular e irregularidad menstrual’®.

Los términos «Manzana» y «pera» se han venido utilizando para sefalar la
diferente distribucion de la grasa corporal observada en hombres y mujeres,
respectivamente. Una acumulacién preferente en la zona de la cintura se asocia
con un mayor riesgo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y enfermedad
cardiovascular, y es la distribucion mas frecuente en el hombre. Sin embargo, la
presencia predominante de grasa en cadera y muslo, mas habitual en las mujeres,
se ha relacionado con cierta proteccion frente a diabetes y enfermedad
cardiovascular. La distribucion de la grasa corporal estd condicionada
genéticamente™.

1.5.1 Obesidad y diabetes mellitus

Se han propuesto tres mecanismos que relacionan la obesidad con resistencia a la
insulina y el desarrollo de diabetes: '
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* Aumento de produccion de adipocinas y citocinas.

* Depdsitos de grasa ectdpica, especialmente en el higado.

* Disfuncién mitocondrial, evidente por el descenso de la cantidad/funcion
mitocondrial, lo que puede contribuir, por un lado, a disminuir la sensibilidad a la
insulina y, por otro, a afectar a la funcién de la célula beta.

El tejido adiposo blanco puede ser la clave en el proceso de insulinorresistencia,
ya que en el desarrollo de la DM2 se producen dos alteraciones esenciales: la
disminucion en la captacion de glucosa y acidos grasos (AG) en el musculo, y la
pérdida de la supresion para la liberacion de AG vy glicerol desde los adipocitos. La
lipogénesis y la oxidacion de los AG son procesos con una alta integracion y se
considera que hay sefiales que permiten que, ante un aumento de las grasas,
también se eleve fisiolégicamente la actividad de la maquina oxidativa'2.

Una vez que se desarrolla la hiperglucemia, el exceso de glucosa podria inhibir la
oxidacion celular de grasas y favorecer la acumulacién de lipidos ectépicos que
deprimen el transporte de glucosa y asi exacerban la resistencia a la insulina'?.

La elevacion de AG dentro de la célula muscular, tiene un efecto depresor sobre el
sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) asociado a la actividad de fosfoinositol 3
kinasa (PI3K)'2,

1.6 RESISTENCIA A LA INSULINA

La insulina es una hormona peptidica de 5.8 KDa, secretada por las células 8 en
los islotes de Langerhans del pancreas en respuesta a niveles elevados de
nutrientes en la sangre. Su funcion principal es mantener la concentracién de
glucosa en sangre dentro de un rango normal 70-110 mg/dL. También regula el
metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas, y promueve la division y el
crecimiento de las células a través de efectos mitogénicos’3.

La resistencia a la insulina es el componente central del llamado sindrome
metabdlico descrito por Reaven en 1988, los componentes de este sindrome giran
alrededor de este fendmeno, en la actualidad los criterios de diagndstico incluyen
la presencia de por lo menos tres de los siguientes criterios: ©

1. Obesidad: definida como perimetro abdominal igual o mayor de 102 cm en
varones y 88 cm en mujeres.

2. Dislipidemia: caracterizada por una cifra igual o mayor de 150 mg/dL de
trigliceridos.
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3. Niveles de colesterol HDL menores de 40 mg/dL en varones o de 50 mg/dL en
mujeres.

4. Presion arterial sistélica mayor o igual de 130 mm Hg y diastolica mayor o igual
de 85 mm Hg.

5. Niveles de glucosa en sangre mayores a 110 mg/dL8.

Existen otros factores de riesgo asociados con el sindrome metabdlico y que
parecen depender de la resistencia a la insulina y a la consiguiente
hiperinsulinemia, como: el incremento en la proteina C reactiva, alteraciones del
fibrindgeno, exceso en la circulacion de citoquinas como la interleucina 6 (IL 6), el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF), moléculas de adhesién intracelular y de
células vasculares (ICAM — 1 y VCAM), el factor VIII y de factores protrombaéticos
tales como el inhibidor del activador de plasminégeno (PAI 1), el dimero D y el
fibrinopéptido A, ademas de la presencia de estrés oxidativo, como es el caso del
colesterol LDL oxidado y otros lipidos peroxidados®.

Un mecanismo importante para la resistencia a la insulina, es el fendmeno de
disfuncion mitocondrial; fundamentada en el exceso de acidos grasos en la
circulacion, y asociado a la reduccién en el numero de mitocondrias, produce un
incremento en el nivel de acidos grasos intracelulares y también del diacilglicerol.
Estas moléculas activan la proteina cinasa C (PKC) que a su vez activa la cascada
de la serina cinasa, llevando al incremento en la fosforilacion de los residuos de
serina en el IRS1. EL incremento en la fosforilacion de serina del receptor IRS
impide la fosforilacién de residuos de tirosina en IRS1; lo cual a su vez inhibe la
actividad de la fosfoinositol cinasa, determinando en ultima instancia la supresion
del transporte de glucosa inducida por insulina®.

Existen varios defectos en los mecanismos de retroalimentacion para mantener la
capacidad oxidativa mitocondrial en DM2: la elevacién de los acidos grasos libres
lleva a la acumulacion mitocondrial de &cidos grasos; que contribuye a la
disminucién en la funcién de la proteina desacopladora tipo 3 (UCP3) que
condiciona disminucién en la eliminacidon de aniones de &acidos grasos, la
disminucioén de la actividad de UCP3 incrementa la produccion de formas reactivas
de oxigeno que aumentan la peroxidacién lipidica, lo cual redunda en incremento
del daino mitocondrial, que conlleva una disminucién en la capacidad oxidativa
celular®.
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1.7 DISFUNCION ENDOTELIAL

El endotelio vascular es considerado como el érgano mas extenso del organismo
humano, con un peso aproximado de 1 800 g y una superficie de alrededor de 1
500 m?, el cual cumple disimiles e importantes funciones, como: creacion de una
superficie no trombogénica, permitir a la sangre circular libremente por el interior
de los vasos sanguineos, mantenimiento del tono vascular mediante la liberacion
de sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras, regular la angiogénesis,
regulacion del equilibrio entre coagulacion vy fibrindlisis, control de la permeabilidad
a sustancias y células durante la respuesta inflamatoria™.

La disfuncidn endotelial la provocan multiples factores, como: las infecciones, la
dislipidemia, el desequilibrio del estado de oxido-reduccion local, las turbulencias
sanguineas, etc. Si bien es posible que el endotelio reaccione rapidamente a estas
agresiones, lo comun es que la expresion de diferentes proteinas génicas para la
adaptaciéon se realice a largo plazo: esto provoca problemas en la sintesis de
diferentes productos endoteliales que altera el equilibrio en la vaso-regulacién y
provoca una serie de alteraciones que culminan en problemas de la perfusién
locales y sistémicos™®.

La disfuncién endotelial (DE) es una serie de alteraciones que afectan la sintesis,
la liberacion, la difusion o la degradacion de los factores que se sintetizan por el
endotelio y se presenta una incapacidad del mismo para modular las funciones
fisiologicas del lecho vascular. Los mecanismos responsables de estas
alteraciones pueden originarse tanto por cambios en los receptores como de las
senales intracelulares de transduccion, o, incluso, por modificaciones en la
respuesta de las células diana a los factores producidos por las células
endoteliales. La DE no es homogénea en sus caracteristicas, ni en su distribucion,
estos aspectos varian en dependencia de la enfermedad que esté presente, asi
como del lecho vascular afectado.

Entre los mecanismos inductores de dafo vascular, y en consecuencia, de DE y
las enfermedades que se asocian con su aparicion, se encuentran: el estrés
oxidativo, la hiperhomocisteinemia, la dislipidemia, la hipertensién arterial (HTA), la
obesidad, el hiperinsulinismo y la diabetes mellitus (DM). La DE se ha detectado
en practicamente todas las enfermedades vasculares, se presenta en muchos de
los casos, incluso, antes de que aparezcan las manifestaciones clinicas'.
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1.7.1 Disfuncién endotelial y diabetes mellitus

Se sabe que la hiperglucemia cronica se asocia con un aumento de la formacién
de productos avanzados de la glicosilacion (AGEs) y una hiperactividad del
complejo aldosa reductasa-proteina cinasa C, lo cual provoca, por mecanismos
complejos, un incremento del estrés oxidativo, fendmeno intimamente ligado a la
aparicion de DE en los individuos que padecen DM,

En la DM 2 se sabe que, ademas de la hiperglucemia, también influyen en la
aparicion de DE, la resistencia a la insulina y el hiperinsulinismo resultante. Por su
parte, el 60 % de los individuos con DM 2 son hipertensos, el 50 % tiene algun
grado de enfermedad coronaria y el 90 % es obeso, y en todos estos estados
patoldgicos se ha demostrado la presencia de resistencia a la insulina™.

Con base en algunas evidencias experimentales de las que se dispone, se ha
podido postular que la hemoglobina glucosilada no es solo un evaluador del grado
de control metabdlico, sino que también puede participar en la génesis de la DE.
Una hemoglobina glucosilada elevada circulando libremente en el plasma, puede
inducir la disminucién de la relajacion mediada por 6xido nitrico (NO) mediante la
generacion de radicales superoxido'.

1.8 SINTASA DE OXIDO NIiTRICO (NOS)

En 1980 Furchgott y Zawadzki descubrieron la existencia de un factor
vasorrelajante derivado del endotelio, y posteriormente lo denominaron 6xido
nitrico (NO). Esta sustancia se considera, en la actualidad, una de las mas
importantes producidas por la célula endotelial, se forma por medio de la
conversion metabolica de la L-arginina en L-citrulina, reaccion que es catalizada
por la enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), y constituye el compuesto
vasodilatador natural mas importante del organismo’4.

El 6xido nitrico cumple una serie de funciones relacionadas con la homeostasis del
sistema vascular como la regulacion del tono de los vasos, inhibicion de la
agregacion plaquetaria, inhibicién de la adhesion y trasmigracién leucocitaria, asi
como la ordenacion de la proliferacién y migracion de las células musculares lisas,
entre otras. De ello se deduce que la reduccion de la actividad de esta molécula
constituye uno de los elementos claves en todos los procesos fisiopatoldgicos que
culminan en las enfermedades cardiovasculares'®.
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El NO es una molécula formada por dos atomos, un atomo de oxigeno (O) y otro
de nitrégeno (N), con un electron desapareado, lo que le permite interaccionar
rapidamente con otros atomos que son abundantes en los sistemas biologicos,
tales como el N y el azufre (S) que forman parte de las proteinas. La reaccion del
NO con las proteinas u otras moléculas se llama nitracion y este proceso modifica
la actividad fisioldgica del mismo NO y de las proteinas’’.

El NO también reacciona con atomos metalicos como el hierro (Fe), el cual forma
parte de proteinas que se conocen como ferroproteinas o hemoproteinas,
fundamentales en la regulacién de un gran numero de funciones biolégicas y la
generacion de sefiales quimicas intracelulares, también conocida como trans-
duccion de sefiales. Por otro lado, el NO reacciona rapidamente con el oxigeno
molecular (O2) y con los radicales libres superéxido (+O2-) e hidroxilo (*OH), los
cuales son sumamente toxicos'’.

El NO es una molécula pequefia y neutra, con una vida media muy corta de 0.5
segundos — 5 segundos que difunde libremente a través de la membrana celular.
Por esta razon, alcanza rapidamente las moléculas que se encuentran en el
interior de la célula, a diferencia de las proteinas y algunas hormonas que regulan
la fisiologia celular. La complejidad en la accién de estas moléculas requiere de
receptores en la superficie celular para poder entrar o salir, no asi en el caso del
NO, cuyas propiedades quimicas lo convierten en un excelente mediador de
respuestas celulares produciendo una amplia gama de efectos bioldgicos. Por ello,
la sintesis y regulacion del NO es de suma importancia para el organismo'”.

El NO, ademas de ser producido por los vasos sanguineos de los mamiferos, se
sintetiza en los macréfagos, células inmunes que responden ante la agresion por
algunos agentes patdgenos. En otros sistemas biologicos se produce por diversos
mecanismos'’.

1.8.1 Biosintesis del 6xido nitrico

Las células sintetizan el NO a partir de L-arginina, proceso efectuado por la
enzima Oxido nitrico sintasa (NOS), mediante dos reacciones sucesivas que
requieren de NADPH y O2. Hasta la fecha se han descrito tres isoformas de NOS,
es decir, tres proteinas similares que sintetizan el mismo producto, pero en
diferentes tejidos. Una de las enzimas se encuentra en la cara interna de los vasos
sanguineos y se le denomina endotelial o eNOS, otra isoforma se localiza en el
tejido nervioso y se le conoce como NnNOS. Hay una tercera isoforma que sintetiza
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NO cuando las células reciben un estimulo y se le conoce como iINOS o isoforma
inducible. Tanto la nNOS como la eNOS se localizan en el citoplasma y se
producen continuamente, ambas son conocidas como enzimas constitutivas y
requieren iones calcio. La eNOS y la nNOS liberan cantidades muy pequenas de
NO por cortos periodos de tiempo. La iINOS se sintetiza en algunas células in-
munes, principalmente en los macréfagos y los neutrofilos. Esta enzima sintetiza
cantidades mayores de NO por periodos de tiempo prolongados durante los
procesos patologicos. Algunos investigadores han reportado una cuarta isoforma
de la enzima NOS, cuya actividad se encuentra en las mitocondrias (mtNOS)'®.

La eNOS funciona como un dimero, constituida de dos mondémeros idénticos, que,
a su vez, pueden ser divididos funcional y estructuralmente en dos dominios
principales: un dominio C-terminal reductasa, homologo al citocromo P450 y que
contiene sitios de union para NADPH, flavina mononucleétido (FMN) y flavina
adenina dinucledtido (FAD), y un dominio N-terminal oxidasa, que sustrae un
electron del sustrato L-arginina y posee sitios de unién para el hierro hemo, para el
cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) y para la L-arginina. La reaccién de catalisis de
las NOS constitutivas envuelve dos niveles de oxidacion: la hidroxilacién de la L-
arginina en NG-hidroxi-L-arginina, seguida de la oxidacion de este intermediario
con utilizacion de un electron de la NADPH, formando L-citrulina y NO. Esa
reaccion consume 1,5 moles de NADPH y 2 moles de oxigeno por mol de L-
citrulina formada. Cofactores como hierro hemo, BH4 y L-arginina han sido
particularmente estudiados, y la baja biodisponibilidad de estos induce al
fenomeno de la eNOS disfuncional. El hierro hemo es esencial para la
dimerizacién de las tres isoformas, bajas concentraciones o ausencia de L-
arginina catalizan la reduccion del oxigeno en superdoxido (O2-), y niveles
disminuidos de BH4 llevan a la produccion simultanea de NO y O2-, productos que
reaccionan entre si formando peroxinitrito (ONOO-)'®. (Figura 1)
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Fig. 1 - A) Modelo propuesto para la estructura dimérica de la eNOS. B) Transferencia de
electrones entre los cofactores y sustratos de la estructura enzimatica. El electréon fluye en el
sentido NADPH — FAD — FMN del dominio reductasa de un monémero para el Fe del dominio
oxidasa del mondmero contralateral. En la figura A, observe que el flujo de electrones y la catalisis
de la arginina son mostrados en apenas un lado de la enzima. La transferencia de electrones de un
dominio para el otro es mediada por la calmodulina, lo que justifica la necesidad de su union al sitio
de reconocimiento para activacion de la enzima y consecuente sintesis de NO. FAD - flavina

adenina dinucleotido; FMN - flavina mononucleétido; BH4 - tetraidrobiopterina; Fe - hierro heme;
CaM - calmodulina®.

i

La eNOS sintetiza el NO a partir de L-arginina mediante un paso de oxidacion de 5
electrones por medio del intermediario NG-hidroxi-L-arginina. Los sustratos
utilizados por esta enzima son el aminoacido L-arginina, el oxigeno molecular y la
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducido (NADPH). Los cofactores
requeridos son la tetrahidrobiopterina (BH4), la flavina adenina mononucleétido
(FMN) y la flavina adenina dinucleétido (FAD). Ademas, la enzima contiene sitios
de enlace para el grupo hemo y la calmodulina, siendo ambos esenciales para su
actividad. Después del enlace de la calmodulina cargada de calcio con la eNOS
entre el dominio reductasa COOH-terminal y el dominio oxigenasa NHz-terminal de
la enzima, los electrones son donados por el NADPH en el dominio reductasa,
estos a su vez, son subsecuentemente transportado por intermedio del dominio
del enlace a la calmodulina hacia el dominio oxigenasa que contiene el grupo
hemo, lo cual resulta en la formacion de los productos enzimaticos citrulina y NO'S.
(Figura 2.)
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L-arginina

Figura 2. Biologia de eNOS. El NO es producido principalmente por los leucocitos, las
neuronas y las celulas endoteliales. En las ultimas la eNOS sintetiza NO a partir de su
sustrato la L-arginina mediante un paso de oxidacion de 5 electrones por medio del
intermediario NG-hidroxi-L-arginina.

1.8.2 Reduccion de la produccion de NO

Factores que disminuyen la expresién de la eNOS: Factor de necrosis tumoral
(TNF-a), el cual desestabiliza el ARNm de eNOS (aparentemente por medio del
incremento del enlace de proteinas reguladoras al extremo 3’ de la molécula del
ARNmMm.). Otros estimulos reportados como reductores de la estabilidad del ARNm
incluyen lipopolisacaridos, hipoxia y altas concentraciones de las moléculas de las
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL oxidada)'®.

1.8.3 Alteracion de la funcion de la eNOS

La eNOS puede generar superoxido en lugar de NO, debido fundamentalmente a
la disminucion de su cofactor BH4, denominado desacoplamiento de la oxidacién
de NADPH en la sintesis de NO. La generacién de superoxido es mediada a
través del grupo hemo en su dominio de oxigenasa y es dependiente de la
presencia de su sustrato arginina y su cofactor BH4. La concentracién baja de
eNOS genera superoxido'®.

1.9 GLICOSILACION AVANZADA

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por un estado de hiperglucemia cronica que conduce, entre otras
manifestaciones, a un envejecimiento prematuro y acelerado, tanto de la piel como
de organos internos’®.
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Este aumento persistente de la glucosa en sangre acelera la reaccion entre
azucares y otras moléculas como las proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos
produciendo modificaciones por reduccion de azucares llamada glicosilacion no
enzimatica (GNE), o mas recientemente denominada glicacion. Esta resulta en la
formacion de productos finales de la glicosilacion avanzada (AGEs), que se
entrecruzan irreversiblemente con muchas macromoléculas como el colageno.
Algunos AGEs estan claramente relacionados con el control de la glucemia,
mientras que otros se modifican con la edad®.

Las personas diabéticas tienen concentraciones séricas de AGEs mas altas que
las personas no diabéticas?°.

En la actualidad se sabe que los AGE se forman en personas diabéticas (y en
mucho menor medida en no diabéticas con la edad avanzada) en presencia de
hiperglicemia cronica, y pueden acumularse en proteinas de vida larga, como en el
cristalino del ojo, en el colageno de las membranas basales de los capilares
retinales y glomerulares, y también en el componente proteico de la mielina en el
sistema nervioso periférico?'.

En el afio 1912, Maillard fue el primero en reportar la formacion de sustancias de
color marrén por la reaccion no-enzimatica entre azucares y aminoacidos. Los
productos de glicosilacion avanzada (AGEs) se forman por medio de la reaccién
de Maillard, proceso no enzimatico entre el carbonilo libre de un azucar reductor
en su forma aciclica (mayoritariamente glucosa), y un grupo amino libre de una
proteina (a-amino terminal o e-amino de una lisina). A lo largo de esta reaccién se
pueden distinguir tres etapas: inicialmente se produce la asociacion del azucar con
la proteina, formando un compuesto denominado base de Schiff, la estructura de
este compuesto se reordena hacia una forma mas estable, denominada producto
de Amadori. Este, posteriormente, sufre una serie de lentas y complejas
transformaciones que conducen a la formacién de compuestos generalmente
coloreados y/o fluorescentes??.

1.9.1 Etapas de glicosilacién

La glicacién consta de 3 etapas:
 La primera es la formacion de la base de Schiff por contacto del azucar reductor
con la proteina en un tiempo corto de horas’®.

» La segunda es la propagacion, por reordenamiento del compuesto anterior que
es inestable, se forma el producto de Amadori que son cetoaminas mas estables.
La reaccion de Amadori es reversible y ocurre en un tiempo aproximado de dias a
semanas. La interrupcion del contacto del azucar con la proteina en cualquiera de
estas 2 etapas produce la reversién completa del efecto™®.
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Los residuos épsilon amino (—NH3+) son particularmente susceptibles de
glicosilacion, el producto Amadori tiene dos destinos: si la glicemia se normaliza,
entonces éste se desglicosila, desprendiendo una molécula de proteina sin dafo
alguno. Sin embargo, la glucosa desprendida del producto Amadori no vuelve a
ser glucosa, sino que se transforma en radicales libres violentamente oxidantes;
en segundo lugar, si la hiperglicemia que gener6 el producto Amadori persistiera
por afnos, entonces éste no se desglicosilaria, sino que sufriria nuevas reacciones
oxidantes?'.

* Por ultimo en la etapa de formacion se produce la reaccién tardia de Maillard,
irreversible y mas lenta, en la que se forman los productos finales de la
glicosilacion no enzimatica avanzada o AGEs de color amarronado, con estructura
imidazolica, pirrdlica y otras (iminas, furanos, piridinas, etc).!” (Figura 3). La fase
de formacion de AGE comienza en presencia de hiperglicemia persistente por
afios precisamente con la unién de la pirralina y de la N-carboximetillisina con una
segunda proteina, formando “AGE no fluorescentes pero que forman puente”,
llamados “puente DOLD” y “puente GOLD”. Al formarse estos puentes, se alteran
irreversiblemente las estructuras terciaria y cuaternaria de las proteinas. Los
puentes DOLD y GOLD no son los unicos AGE que se forman luego de décadas
de hiperglicemia. También se generan AGE que forman puentes entre la lisina de
una proteina con la arginina de otra. Entre ellos estan “puente glucosespano” y el
“puente pentosidina”, este ultimo fluorescente?'.

En condiciones fisiolégicas la formacion de AGEs esta determinada por la
concentracion de azucares reductores y por el tiempo de exposicidn de la proteina
a los mismos (vida media de la proteina). En proteinas de recambio rapido, el
proceso de glicosilacion no enzimatica no supera en general, las etapas iniciales
(formacién de la base de Schiff y eventualmente del producto de Amadori),
mientras que sobre las proteinas de vida media larga se llegan a formar los
productos de glicosilacién avanzada?.
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Figura 3.- Esquema de reaccion del proceso de glicacion no enzimatica de proteinas. (A)
Formaciéon de la base de Schiff. (B) Reordenamiento de Amadori. A través de una serie de
reacciones complejas los productos de Amadori pueden originar derivados con estructura
imidazolica (C) pirrolica (D) y otras diversas (iminas, furanos, piridinas, etc)?.

El destino de los AGEs en las personas diabéticas, es el cristalino del ojo, ya que
las proteinas glicosiladas contribuyen a su opacificacion y a la formacion de
cataratas, en los nervios periféricos, la glicosilacién del componente proteico de la
mielina hace a ésta apetecible para ser fagocitada por macrofagos que tienen
receptores de AGE (RAGE), contribuyendo asi a la génesis de la neuropatia
diabética. En la retina del ojo y en el glomérulo del rifidn, no solo influye la
glicosilacién proteica, sino también otras vias metabdlicas?’.

Los AGEs pueden causar dano tisular por medio de dos mecanismos:
directamente, produciendo fendmenos como, disminucion de la resistencia de las
proteinas a la accion proteolitica de las enzimas degradantes, entrecruzamiento y
atrapamiento de proteinas, induccién de la oxidacion lipidica e inactivacién del NO,
e indirectamente, mediante la induccién de quimiotaxia, estimulando la sintesis de
citoquinas y la produccion de matriz extracelular alterando la proliferacién celular,
aumentando la actividad plasmatica procoagulante y la permeabilidad vascular, e
incrementando el estrés oxidativo y el indice de mutacion del ADN. Cuando se
produce un aumento en la formacion de AGEs secundario a la hiperglucemia,
ocurre un incremento en la matriz extracelular y se alteran, entonces, las
propiedades funcionales de varias moléculas importantes de la matriz endotelial, lo
que acarrea la aparicion de trastornos de la renovacion y el crecimiento celular, y
un aumento del dafio vascular®.
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Los AGEs inducen un incremento de la produccién del factor de necrosis tumoral
alfa, la interleucina-1, el factor de crecimiento derivado de las plaquetas y del
factor de crecimiento tipo 1 similar a la insulina (IGF-1), y en los monocitos-
macrofagos, reprime la sintesis de NO. Asimismo, los AGEs también interfieren en
las interacciones célula-matriz, como sucede en el caso de la modificacién del
colageno tipo IV, lo que provoca una disminucion de la adhesion de sus dominios
de ligadura a las células endoteliales, y reducen la actividad de la trombomodulina
en estas células?.

Se ha planteado que los AGES pueden participar en el desarrollo de las
complicaciones microvasculares y macrovasculares de la DM por medio de los
siguientes mecanismos: 2.

- Provocando modificaciones fisicoquimicas en disimiles biomoléculas y, en
consecuencia, alteraciones estructurales y funcionales de las moléculas
glucosiladas?®.

- Produciendo alteraciones de varios procesos biolégicos, efecto mayormente
mediado por la unién de las moléculas modificadas al receptor de AGEs?.

- Incrementando la produccién de radicales libres, con aumento del estrés
oxidativo?3.

1.10 ESTRES OXIDATIVO

Los radicales libres (RL) son especies quimicas (atomos, iones o moléculas) con
un electron desapareado en su orbital mas externo, lo que le da una configuracién
espacial inestable y, por lo tanto, una gran capacidad de reaccionar con otras
sustancias. En estas microparticulas no se evidencia la tendencia normal
espontanea de los electrones localizados en los atomos y moléculas a la
formacion de parejas, y tienen una gran avidez para reaccionar, que se manifiesta
tanto en las multiples reacciones inespecificas que se producen entre ellas como
con diversas moléculas integrantes de la estructura celular (carbohidratos, lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, fundamentalmente)?*.

Los RL de oxigeno (O2) tienen un peso molecular bajo y se forman como
consecuencia de reducciones univalentes subsecuentes del oxigeno; presentan
una vida media muy corta y pueden reaccionar con las macromoléculas organicas
modificando su estructura y funcion, por lo que son potencialmente citotdxicos y
clastogénicos. Durante estas reacciones quimicas se forman ademas, compuestos
que no son RL de Oz, pues no presentan electrones impareados, pero que son sus
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precursores o moléculas intermedias en la formacion de éstos y son también
potencialmente dafiinos. Los RL de Oz y estas ultimas sustancias se denominan,
en su conjunto, especies reactivas del oxigeno (EROs)?*.

1.10.1 Sintesis de radicales libres

Los RL se generan a nivel intracelular y extracelular y provienen de fuentes
enzimaticas y no enzimaticas?*.

Enzimaticas:

» Transferencia de electrones en la mitocondria, lo cual constituye la fuente
organica principal de RL.

 Enzimas oxidantes como la xantina-oxidasa, la indolamindioxigenasa, la
triptofanodioxigenasa, la mieloperoxidasa, la galactosa-oxidasa, la ciclooxigenasa,
la lipooxigenasa, la monoaminooxidasa y la NADPH oxidasa.

» Sistemas transportadores de electrones en el reticulo endoplasmico y las
membranas nucleares.

* Peroxisomas, organelos del citosol muy ricos en oxidasas y que constituyen una
importante fuente de H20224.

No enzimaticas:

» Autoxidacion de flavinas reducidas, tioles y pequefias moléculas como
hidroxiquinonas, catecolaminas y tetrahidropterinas?*.

Se conoce como estrés oxidativo al desbalance entre los radicales libres y los
agentes antioxidantes. Recientemente, se ha sugerido que la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno (ERN)
generadas principalmente dentro de la mitocondria, puede ser la clave central en
muchas de las patologias de la diabetes. Ademas, dado que las mitocondrias de
las células juegan un papel central en la secrecion de insulina en el pancreas,
estimulada por glucosa, el dafo a nivel mitocondrial puede contribuir a la
atenuacion de esta respuesta. Por lo tanto, la generacion de ERO y el dafio
oxidativo pueden contribuir a la aparicion, progresion y complicaciones de la
diabetes tipo 1y 2 2.

Existen varios mecanismos implicados en el incremento del estrés oxidativo (EO)
en la diabetes mellitus, entre los cuales se encuentran: la autooxidacién de la
glucosa, la glicacion de proteinas, la activacion de la via de los polioles y la
disminucidn de las defensas antioxidantes?.
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La interaccion de los productos finales de la glicacion avanzada (AGEs) con sus
receptores celulares promueve la produccion intracelular de RL y contribuye a
disminuir los niveles intracelulares de antioxidantes. Asimismo, el glioxal, especie
derivada de la oxidacion de la glucosa, puede generar citotoxicidad mediada por
un incremento de la generacion de ERO y una disminucion del glutation (GSH)
intracelular. Por otro lado, la glicacion de las proteinas antioxidantes puede
disminuir la actividad de éstas y la hemoglobina glicada puede constituir una
fuente donadora de radical O a la pared vascular en los diabéticos?*.

Los mecanismos propuestos de las alteraciones que caracterizan a este proceso
son principalmente dos: la glicosilacion no enzimatica de proteinas y de lipidos
celulares (la unién covalente de una o mas moléculas de glucosa a estos sus-
tratos); y el exceso de produccion de especies reactivas de oxigeno y de
nitrogeno, en particular las originadas a nivel de las proteinas mitocondriales
glicosiladas (Figura 4) 26,
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Figura 4. Mecanismos de estrés oxidativo y productos avanzados de glicosilacion que se
presentan en la memoria metabolica?®.

Se ha demostrado que la hiperglucemia favorece la produccion de O2 mitocondrial,
lo que ocasiona, entre otros efectos adversos, la activaciéon de la via de los
polioles (vias de los hexosominas) y, consecuentemente, una disminucion de
NADPH, que constituye el cofactor de las enzimas generadoras de GSH?.

En los individuos diabéticos existe también disminucion de las defensas
antioxidantes, ademas del GSH, y todas las enzimas y vitaminas antioxidantes, y
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un aumento del estrés nitrosante, lo que implica un incremento del RL peroxinitrito,
potente oxidante lipidico y proteico, y de la actividad de la proteina cinasa C?*.

Numerosos estudios han demostrado la abundante presencia de productos
derivados de la peroxidacién lipidica en la sangre y tejidos de los sujetos
diabéticos?*.

El procedimiento mas comunmente utilizado para cuantificar el grado de
lipoperoxidacién en los tejidos y fluidos humanos, es la mediciéon del
malonildialdehido (MDA) acoplado a acido tiobarbiturico, cuyo resultado es el
aducto cromogénico llamado TBARS (sustancia reactiva al acido barbiturico)?.

Los dafos derivados de la oxidacion pueden afectar tanto a los lipidos de las
membranas celulares como a los contenidos en las lipoproteinas plasmaticas. El
dafo oxidativo de las proteinas tiene una bioquimica muy compleja. La
modificacion oxidativa de las proteinas incrementa su degradabilidad vy
susceptibilidad a la protedlisis, lo cual implica, especificamente, una mas rapida
ubiquitinizacidn y degradacion por la via lisosomal. Asimismo, la alteracion de la
protedlisis por los RL se manifiesta tanto en el catabolismo proteico intracelular
como en los sistemas proteicos extracelulares, en especial, en las proteinas de la
matriz extracelular?*.

En los individuos diabéticos, el estrés oxidativo provoca cambios quimicos y
estructurales en la insulina y, como consecuencia, una pérdida de su funcidn
biolégica. Se ha demostrado que el tejido adiposo humano en presencia de
insulina oxidada no utiliza la glucosa con la misma eficiencia que ante la insulina
nativa. Por otra parte, el estrés carbonilico también puede afectar a los receptores
insulinicos y a las moléculas implicadas en la respuesta celular adecuada a la
estimulacion insulinica?*.

1.10.2 Memoria metabdlica y estrés oxidativo

Brownlee ha sefalado recientemente la presencia de un exceso de aniones
superoxido (*Oz °) en las mitocondrias de las células endoteliales, en respuesta a
la hiperglucemia, y a la formacién de complicaciones diabéticas. La hiperglucemia
favorece, a través de la activacion del NF-kf, un aumento de la expresion de
NADPH y de iINOS, que provocara un exceso de NO y de *O2 -. Se cree que el NO
contribuye a producir disfuncion endotelial de dos formas distintas: en primer lugar,
el «O2 - puede reaccionar también directamente con el NO, atenuandolo, con lo
que se reduce la eficacia de un potente sistema vasodilatador derivado del
endotelio, y la evidencia existente sugiere que durante la hiperglucemia se
produce una disminucién de la disponibilidad de NO; en segundo lugar la
sobreproduccién de *O2-, cuando se acompafia de un aumento de la generacion
de NO, favorece la formacion del oxidante potente ONOO- (anién peroxinitrito), y
se ha descrito una sobreproduccion de *O2- y NO en respuesta a la hiperglucemia.
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La posibilidad de que la diabetes se asocie a un aumento de la formacion de
ONOO- esta respaldada por la reciente deteccibon de un aumento de las

concentraciones plasmaticas de nitrotirosina en los pacientes con diabetes tipo 2
27

En estudios aleatorizados amplios se ha establecido que un control intensivo
temprano de la glucemia reduce el riesgo de complicaciones diabéticas, tanto
microvasculares como macrovasculares. Sin embargo, los datos epidemiolégicos y
prospectivos respaldan la existencia de una influencia a largo plazo del control
metabdlico inicial sobre la evolucion clinica posterior. A este fendmeno se le ha
denominado recientemente “memoria metabdlica”. Los posibles mecanismos para
la propagacion de esta “memoria” son la glicacion no enzimatica de proteinas y
lipidos celulares, y el exceso de especies moleculares de nitrégeno y oxigeno
reactivas celulares, en especial las originadas en las proteinas mitocondriales
glicadas, que tal vez actuen de manera concertada entre si para mantener las
sefales de estrés. Ademas, la aparicion de esta “memoria metabdlica” sugiere la
necesidad de un tratamiento enérgico muy temprano destinado a “normalizar” el
control metabdlico y de la adicion de farmacos que reduzcan las especies
moleculares reactivas celulares y la glicacion, ademas de normalizar las
concentraciones de glucosa de los pacientes, para reducir al minimo las
complicaciones diabéticas a largo plazo?’.

Se ha sugerido la sobreproduccién mitocondrial de *O2- en la hiperglucemia como
“hipétesis unificadora” para explicar el desarrollo de complicaciones diabéticas.
Parece razonable pensar, que las mitocondrias desempefien también un papel
importante en la propagacion de la “memoria metabdlica”. Se cree que la
hiperglucemia crénica altera la funcion mitocondrial a través de la glicacion de las
proteinas mitocondriales. Las concentraciones de metilglioxal (MGO), un producto
a-dicarbonilo derivado de la glucdlisis que es altamente reactivo, estan
aumentadas en la diabetes. El MGO reacciona con facilidad con la arginina, la
lisina y los grupos sulfhidrico de las proteinas, ademas de los acidos nucleicos,
induciendo la formacion de diversos AGE estructuralmente identificados, tanto en
las células diana como en el plasma. El MGO tiene un efecto inhibidor sobre la
respiracion mitocondrial, y las modificaciones inducidas por el MGO tienen efectos
especificos en determinadas proteinas mitocondriales. Estas premisas son
importantes puesto que un estudio reciente ha descrito, por primera vez, una
relacion directa entre la formacion de AGE intracelulares a partir de las proteinas
mitocondriales, la disminucion de la funciéon mitocondrial y el exceso de formacién
de especies moleculares reactivas. Asi, las proteinas de la cadena respiratoria
mitocondrial que sufrian una glicacion eran propensas a producir mas <Oq-,
independientemente del grado de hiperglucemia existente?”’.

En resumen, la glicacion de las proteinas mitocondriales puede formar parte de la
explicacion del fendmeno de la “memoria metabdlica”. En las mitocondrias
glicadas hay una sobreproduccion de radicales libres, independientemente de la
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glucemia real, que mantiene la activacion de las vias involucradas en la patogenia
de las complicaciones diabéticas?®®. En otras palabras, puede plantearse la
hipétesis de que en la “memoria metabdlica” la cascada de procesos sea la misma
que la propuesta por Brownlee el origen del *O2- continuan siendo las mitocondrias
pero que, ademas, la produccion de especies moleculares reactivas no esta
relacionada con la presencia de hiperglucemia y depende del nivel de glicacion de
las proteinas mitocondriales?’. Figura 5
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Figura 5. Vias que intervienen en la patogenia de las complicaciones diabéticas.

La hiperglucemia intracelular induce una sobreproduccion de superdxido a nivel
mitocondrial. Esto constituye el primer proceso crucial en la activacion de todas las demas
vias que intervienen en la patogenia de las complicaciones diabéticas, como el flujo de la
via del poliol, el aumento de la formacion de AGE, la activacion de proteincinasa C y la
NFkB y el aumento de flujo en la via de hexosamina.

Las proteinas mitocondriales sufren una glicacion en la hiperglucemia y este efecto induce
una superproduccion de aniones superdxido en las mitocondrias. En este caso, a pesar de
que la glucemia se reduzca o se normalice, las mitocondrias glicadas continian sobre
produciendo superdxido, con lo que activan las mismas vias que intervienen en la
generacion de las complicaciones diabéticas. Esta hipotesis puede contribuir a explicar la
aparicién de la denomina “memoria metabdlica™’.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

La disfuncion endotelial, en el ser humano, es causada por varios factores como
sobrepeso, obesidad, hiperglicemia, estrés oxidativo, hipertensién, mal nutricién,
malos habitos higiénico dietéticos, etc, estos factores pueden presentarse
simultaneamente en las personas, lo que presumiblemente lleve a un grado
mayor de disfuncion endotelial, y no hay reportes suficientes sobre el impacto de
las comorbilidades en la disfuncion endotelial.

El conocer el deterioro de la disfuncion endotelial presente en las personas, que
muestren morbilidad asociada entre hiperglicemia y sobrepeso — obesidad,
permitira prevenir y tratar las enfermedades crénicas degenerativas y disefar
estrategias de atencion primaria en salud, lo que nos estimula a preguntarnos:

¢, Cual es el grado de deterioro de la funcidn endotelial en los pacientes con la
comorbilidad hiperglicemia y sobrepeso-obesidad?

ll. JUSTIFICACION

La diabetes es un problema de salud publica que afecta a 6.4 millones de
personas en México segun la encuesta ENSANUT 2012, y también en México ha
evolucionado desfavorablemente el problema de la obesidad y el sobrepeso, la
encuesta ENSANUT 2012 reportdé que en México hay 37.5% de mujeres con
obesidad, 26.8% de hombres con obesidad, 42.5% de hombres con sobrepeso y
35.9% de mujeres con sobrepeso, por lo que existe una probabilidad alta de
comorbilidad entre el estado de hiperglicemia y obesidad y/o sobrepeso. La
disfuncion endotelial se ha reportado de manera independiente en los procesos de
hiperglicemia o en dislipidemias, y ambos estados puede estar asociados o no con
sobrepeso y/o obesidad, pero no existen reportes que indiquen la influencia de la
comorbilidad en los casos de disfuncién endotelial. Por lo tanto se pretende
determinar la funciéon de la sintasa del 6xido nitrico mediante la deteccion de
nitritos plasmaticos en personas que presenten la comorbilidad hiperglicemia —
obesidad y/o sobrepeso.
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IV. HIPOTESIS

La funcién endotelial se deteriora en mayor grado con la comorbilidad
hiperglicemia y sobrepeso-obesidad.

V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Analizar la funcién endotelial en personas que acuden a la consulta externa del
Hospital General “Dr. Miguel Silva” y presenten la morbilidad asociada
hiperglicemia - sobrepeso y/o obesidad.

5.2 Objetivos especificos
Revisar otros factores de riesgo que se asocien al estado de funcién endotelial.

Evaluar la produccion de nitritos en sujetos que presenten simultdneamente
hiperglicemia y sobrepeso-obesidad.

Determinar un indicador de estrés oxidativo en personas que presenten la
comorbilidad hiperglicemia — sobrepeso y/o obesidad.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Deteccion de pacientes que cumplan con criterios de inclusion

Se incluyeron 194 pacientes que acudieron a una consulta externa del laboratorio
de andlisis clinicos de un Hospital General “Dr. Miguel Silva”, en la ciudad de
Morelia Michoacan de los cuales se dividieron en tres grupos, 1) hiperglicemia y
sobrepeso-obesidad, 2) normoglicemia y sobrepeso-obesidad, y 3) normoglicemia
y peso normal, este grupo se considera el grupo control.

En los grupos sefalados se determind la glucosa sanguinea tomando como
valores de referencia normales 60-110 mg/dL, valores de personas pre diabéticas
o con tratamiento de control 110-140 mg/dL, y valores de personas diabéticas
>140 mg/dL.

De los cuales 119 pacientes con hiperglicemia y sobrepeso-obesidad, 14
normoglicémicos con sobrepeso-obesidad y 61 normoglicémicos con peso normal.

Revision de expedientes del paciente
6.2 Criterios de inclusién

Personas con:

Hiperglicemia

Obesidad y/o sobrepeso
Historia clinica completa
Muestra sanguinea suficiente
Mayores de 18 afios.

El grupo control debe integrarse con personas:
Normoglicémicas

Peso normal

Historia clinica completa

Muestra sanguinea suficiente

Mayores de 18 afos.

6.3 Criterios de exclusion

Personas con:

Enfermedades cronico-degenerativas diferentes a diabetes; hipertension,
sindrome metabdlico.

Embarazadas.
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Alteracion en parametros diferentes a glucosa sanguinea.

6.4 Criterios de eliminacion

Personas cuya muestra sanguinea se deteriore antes de llevar a cabo las
detecciones de nitritos/nitratos y radicales libres.

6.5 Recoleccion de las muestras

Se seleccionaron las muestras que presentaron niveles de glucosa sanguinea
elevada durante 12 meses, se conservo una alicuota del suero en refrigeracion,
para realizar las detecciones de nitritos y radicales libres. Posteriormente, se
revisd el expediente clinico de las personas, que se encuentran en el archivo
clinico del Hospital General, utilizando el nombre del paciente para identificar el
numero de expediente en la base de datos existente en el archivo clinico. Del
expediente clinico se recolectaron los datos contenidos en la hoja de captura de
informacion que se encuentra en el anexo |, con la finalidad de saber si la muestra
seleccionada cumplia con los criterios de inclusion, en caso contrario se
desechaban las muestras.

6.6 Determinacion de glucosa

El sistema SYNCHRON determina la concentracion de GLUCm mediante el
método cinético que emplea el electrodo para oxigeno de Beckman Coulter.

Un volumen preciso de muestra (10 microlitros) es inyectado en una cubeta de
reaccion que contiene solucion de glucosa oxidasa. La porcidn es una parte de
muestra a 76 partes de reactivo. La velocidad pico de consumo de oxigeno es
directamente proporcional a la concentracién de GLUCm en la muestra.

El oxigeno se consume a la misma velocidad en la que la glucosa reacciona para
formar acido gluconico.

Glucosa oxidasa

B — D —glucosa + O2 Acido glucénico + H20
H,0

Debido a que se mide el consumo de oxigeno en vez de la formacién de peroxido,
el unico requisito es que el perdoxido debe ser destruido de tal forma que no vuelva
a formar oxigeno. Segun la siguiente reaccion, la adicion de etanol al reactivo
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hace que el perdxido, en presencia de la catalasa, se destruya sin producir
oxigeno:

Catalasa

H202 + etanol Acetaldehido +H20

Para asegurar la destruccion completa del peroxido, se agrega yoduro y molibdato
al reactivo enzimatico, lo que produce la siguiente reaccion:

Molibdato
H202 + 2H* + 2IF ——> 12 +H20

La reaccion sera efectiva aun después de que la actividad de la catalasa haya
disminuido con el tiempo de almacenamiento.

6.7 Determinacion de nitrito/nitrato

Se determind la concentracion sérica de 6xido nitrico a través de sus productos de
degradacion, los nitritos, mediante diazotizacion (reaccidon de Griess). La reaccion
de Griess se basa en la formacion de un cromoforo por la reaccion de
sulfanilamida con nitrito en medio acido, seguido de un acoplamiento con aminas
biciclicas tales como el N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro. EI cual mide la
concentracion de oxido nitrico en fluidos bioldgicos. La reaccidn colorimétrica se
obtuvo agregando a 400 pL de suero desproteinizado, 800 pL de sulfanilamida al
1% y se completa un volumen final de 2000 uL con 800 pL N-naftil-etilendiamina al
0.1% vy el producto de la reaccion fue medido en un espectrofotometro RA50
Chemistry Analyzer de BAYER a una longitud de onda de 546 nm, cuya magnitud
es directamente proporcional a la concentracion de nitritos. Como estandar se
utilizé NaNO2 (1X10*M). La concentracion se expresé como ymolar (uM).

6.8 Determinacion de malondialdehido

Los niveles de peroxidacion lipidica fueron determinados mediante una
modificacion del método del acido tiobarbutirico (TBARS), se agregd a cada
muestra 800uL de una solucion acida compuesta por acido tricloroacético 15%,
TBA 0.375% y HCI 0.25 N. Posteriormente, las muestras se calentaron en un bafo
de agua hirviendo durante 15 minutos utilizando una plancha caliente (corning
modelo PC-420), fueron enfriadas en hielo y centrifugadas a 2500 rpm durante 8
minutos en una centrifuga (J-600).
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Por ultimo, se extrajo el sobrenadante y se leyé en un espectrofotometro RA50
Chemistry Analyzer de BAYER a 532nm. Los resultados fueron expresados como
micromolar (uM) especies reactivas al TBA (TBARS) y fueron calculados en base
al coeficiente de extincion molar (¢) de malondialdehido de 1.56x10% M- cm-.

6.9 Determinacién de sobrepeso — obesidad

Se utilizé el indice de masa corporal (IMC) que es una medida de asociacién entre
el peso y la talla de un individuo, se conoce como indice de Quetelet de acuerdo
con la siguiente expresion matematica.

IMC=masal/(estatura)? expresado con las unidades Kg/m?

Los datos de masa y estatura utilizados en el presente trabajo se recolectaron del
expediente clinico de las personas.

Se considerd un valor de IMC normal de 19 — 24.9 Kg/m?, en sobrepeso el IMC fue
de 25 — 29.9 Kg/m?, y en obesidad el IMC fue igual o mayor a 30 Kg/m?.

En el caso de la obesidad no se hizo diferenciacion entre obesidad leve, obesidad
media y obesidad mérbida, estos criterios estan de acuerdo con la clasificacidon
con la OMS del estado nutricional basado en el IMC.

6.10 Recoleccién de informacién general del paciente

Se recolectaron todos los datos generales de la poblacion en estudio a partir del
expediente clinico y se vaciaron en el anexo | (Ver Anexos).

6.11 Procesamiento y presentacién de la informacion

Con los datos generados se realizd estadistica descriptiva y se obtuvo el valor
promedio, la desviacién estandar y el error estandar de las variables estudiadas.
Se analizaron los datos estadisticamente para obtener diferencias entre promedios
utilizando analisis de varianza y pruebas de contraste, o pruebas de “t” de Student
segun corresponda. Se considerd como significativo un valor de p < 0.05. También
se generaron graficos de barras, de dispersién, y tablas con los datos anteriores.

6.12 Aspectos éticos

El presente trabajo cumplié con los criterios para investigacion en salud sefialados
en el reglamento general de salud para materia de investigacion en humanos y de
acuerdo con los procedimientos utilizados se consideré un trabajo de riesgo
minimo. A las personas que participaron en el presente trabajo se les solicito que
donaran una alicuota de la muestra biolégica que fue utilizada para determinar sus
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niveles de glucosa sanguinea y otros parametros de interés particular para cada
paciente.

Las muestras biologicas y los materiales contaminados, se manipularon de
acuerdo con la norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, para el
manejo de los residuos peligrosos biolégicos infecciosos, y se conté con los
contenedores apropiados para el desecho de materiales contaminados con
muestras bioldgicas y también para punzocortantes.
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VII. RESULTADOS

El grupo control estuvo conformado por personas con peso normal,
normoglucémicos, y normotensos, en las personas con sobrepeso se observo una
mayor frecuencia en los casos de pre diabetes y diabetes dando un total de 55
personas, en tanto que se reportan 16 personas con sobrepeso pero sin
diagnostico de diabetes. En los pacientes con obesidad la mayor frecuencia se
observa en los pacientes hiperglicemicos, ya que 30 personas presentaron
hiperglicemia mas 18 con hiperglicemia pero sin diagnéstico de diabetes, y solo 8
personas con obesidad y cifras normales de glucosa (Tabla 2).

En el caso de las personas con sobrepeso la mayoria no presento hipertension ya
que 45 personas se encontraron normotensos contra 28 hipertensos (Tabla 2). En
los pacientes obesos la hipertension se encontré con mayor frecuencia 27
pacientes, en tanto que obesos y normotensos fueron 25 personas (Tabla 2).

Tabla 2.- Distribucidn de frecuencia de pacientes de acuerdo con el diagnostico y la glucosa
sanguinea. Distribuidos en grupos: Control (n=61), Sobrepeso (n=77) y Obesidad (n=56), y en
diferentes rangos de glucosa (60-110 mg/dL, 110-140 mg/dL, y >140 mg/dL).

GRUPO SOBREPESO OBESIDAD
DIAGNOSTICO CONTROL
60-110 60-110 110-140 >140 60-110 110-140 >140

mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
0 3 14 41 2 10 20
61 3 13 3 6 12 6
0 5 9 19 4 13 14
61 0 18 26 4 8 13
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En relacion con los habitos higiénicos — dietético se encontré que la frecuencia
mayor pertenece al sedentarismo ya que esta presente en 64 pacientes con
sobrepeso y en 44 pacientes con obesidad (Tabla 3). Comparados con pacientes
no sedentarios en donde 9 tienen sobrepeso y 5 obesidad. En relacion al
alcoholismo y tabaquismo la mayoria de las personas con sobrepeso y obesidad
no refieren consumo de alcohol ni tabaco (Tabla 3).

Tabla 3.- Distribucién de pacientes de acuerdo a habitos higiénicos — dietéticos y su glucosa
sanguinea. Distribuidos en grupos: Control (n=61), Sobrepeso (n=77) y Obesidad (n=56), y en
diferentes rangos de glucosa (60-110 mg/dL. 110-140 mg/dL, y >140 mg/dL).

HABITOS GRUPO SOBREPESO OBESIDAD
HIGIENICOS - CONTROL
DIETETICOS 60-110 60-110 110-140 >140 60-110 110-140 >140
mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
ALCOHOLISMO 0 1 12 14 2 4 4
NO ALCOHOLISMO 61 4 16 30 6 17 23
TABAQUISMO 0 1 12 9 3 2 1
NO TABAQUISMO 61 4 16 35 5 20 25
SEDENTARIO 0 2 24 40 6 22 22
NO SEDENTARIO 61 3 4 4 2 0 4

Respecto a los antecedentes familiares, los pacientes con sobrepeso y obesidad
presentaron mayor frecuencia la diabetes mellitus como antecedente familiar, ya
que se observo en 61 pacientes con sobrepeso y en 41 con obesidad (Tabla 4).
En tanto que antecedente familiares de hipertension arterial se observaron con
igual frecuencia en 26 los pacientes con sobrepeso y obesidad.

Tabla 4.- Distribucion de pacientes de acuerdo a antecedentes familiares y su glucosa sanguinea.
Distribuidos en grupos: Control (n=61), Sobrepeso (n=77) y Obesidad (n=56), y en diferentes
rangos de glucosa (60-110 mg/dL, 110-140 mg/dL, y >140 mg/dL).

GRUPO SOBREPESO OBESIDAD

ANTECEDENTES CONTROL
FAMILIARES 60-110 60-110 110-140 >140 60-110 110-140 >140

mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
16 5 22 34 5 16 20
6 3 12 11 6 8 12
0 0 2 3 0 2 1
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En relacién a los medicamentos el consumo con mayor frecuencia correspondi6 al
grupo de hipoglucemiantes en los pacientes con sobrepeso y obesidad con
valores de glucosa >140 mg/dl (Tabla 5).

Tabla 5.- Distribucion de pacientes de acuerdo a algunos medicamentos consumidos y su glucosa
sanguinea. Distribuidos por grupos: Control (n=61), Sobrepeso (n=77) y Obesidad (n=56), y en
diferentes rangos de glucosa (60-110 mg/dL, 110-140 mg/dL, y >140 mg/dL).

HIPOGLUCEMIANTES
ANTIHIPERTENSIVOS

OTROS
MEDICAMENTOS
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7.1 DATOS GENERALES DE LA POBLACION

En la figura 6 se observa que el 65% de los pacientes fue del sexo femenino con
mayor frecuencia sobre el sexo masculino con un 35%.

W FEMENINO
B MASCULINO

Figura 6. Distribucion por género de los pacientes que acudieron al laboratorio (n= 194) del
Hospital General “Dr. Miguel Silva”.
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En la figura 7 se muestra la distribucion de todos los pacientes de acuerdo a la
edad, observando una mayor frecuencia de 44 a 53 afnos, de ambos sexos.

60

50
40 -
20

14-23 24-33 34-43 44-53 5463 64-73 74-83 84-93
Edades

NUMERO DE MUESTRAS

Figura 7.- Distribucién por edades de los pacientes que acudieron a consulta externa
(n=194) del Hospital General “Dr. Miguel Silva”.
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En la figura 8 se muestra la distribucidon de los pacientes de acuerdo a la edad, la
edad mas frecuente encontrada en los pacientes con la morbilidad asociada
hiperglicemia y sobrepeso-obesidad fue de 45 a 54 afios, de ambos sexos.

40
35
30
25
20
15
10
5 .

0

25-34 3544 4554 55-64  65-74  75-84  85-94
EDADES

’

NUMERO DE MUESTRAS

Figura 8.- Distribucion por edades de los pacientes con la morbilidad asociada
hiperglicemia y sobrepeso-obesidad (n=133), que acudieron a consulta externa del
Hospital General “Dr. Miguel Silva”.
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En la figura 9 se observan los niveles de glucosa en ayunas de los pacientes en
general de cada grupo, donde los grupos de sobrepeso y obesidad son
estadisticamente significativos en comparaciéon con el grupo control, pero no entre
estos dos grupos. Esto se relaciona directamente con el diagnostico de los
pacientes presentado en la Tabla 2.

200
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GRUPO CONTROL SOBREPESO OBESIDAD

Figura 9.- Cuantificaciéon de los niveles de glucosa. Los valores representan el promedio
de concentracion plasmatica de cada uno de los grupos comparados con el grupo control
(n=61), sobrepeso (n=77) y obesidad (n=56). La significancia de *p<0.05 fue calculada tras
aplicar un analisis estadistico ANOVA seguido de la prueba de Post hoc de Tukey.
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En la figura 10 se observan los niveles de glucosa en ayunas de las personas que
acudieron a consulta externa al laboratorio de analisis clinico, categorizados de
acuerdo a sus cifras de glucosa en normoglicemicos (60-110 mg/dl), pre-
diabéticos o diabéticos controlados (110-140 mg/dl) y diabéticos (>140 mg/dl). Las
condiciones de pre-diabetes y diabetes en los grupos de sobrepeso y obesidad
son estadisticamente significativos en comparacion con el grupo control,
observando también diferencia estadisticamente significativa los pacientes
diabéticos con sobrepeso en comparacion con los pre diabéticos vy
normoglucémicos que presentan sobrepeso, de igual manera los pacientes
diabéticos obesos son estadisticamente significativos en comparacion con los pre
diabéticos y normoglucémicos con obesidad.

250

*

200

150

* *
100
) ] I I
0

GRUPO S60-110 S110-140 S>140 060-110 0110-140 O >140
CONTROL

[GLUCOSA] mg/dL

Figura 10.- Cuantificacion de los niveles de glucosa. Los valores representan el promedio
de concentraciéon plasmatica de cada uno de los grupos (n>8) comparada con el grupo
control. Las barras en verde representan el grupo de s=sobrepeso en diferentes rangos de
glucosa y las barras en azul al grupo de o=obesidad en diferentes rangos de glucosa. La
significancia de *p<0.05 fue calculada tras aplicar un analisis estadistico ANOVA seguido
de la prueba de Post hoc de Tukey.
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7.2 EVALUACION DE LA FUNCION ENDOTELIAL

En la figura 11 se observa la concentracion plasmatica de NITRITOS/NITRATOS
expresada en PM, que puede utilizarse como indicador del grado de funcidn
endotelial, donde los grupos de sobrepeso y obesidad son estadisticamente
significativos en coparacion con el grupo control, el grupo de sobrepeso presento
la menor concentracion de nitritos/nitratos que el grupo de obesidad, pero aun asi
no son estadisticamente significativos.
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Figura 11.- Cuantificacion de los niveles de nitritos/nitratos de cada uno de los grupos,
comparados con el grupo control (n=61), sobrepeso (n=77) y obesidad (n=56). Los valores
representan el promedio de la concentracion plasmatica de nitritos/nitratos. La significancia
de *p<0.05 fue calculada tras aplicar un analisis estadistico ANOVA seguido de la prueba
de Post hoc de Tukey.
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En la figura 12 se muestra la cuantificacion de nitritos/nitratos en los pacientes con
sobrepeso, estratificando de acuerdo a las concentraciones de glucosa sanguinea,
donde se encontr6 que la produccion de nitritos/nitratos disminuyd en todos los
pacientes con sobrepeso independientemente de las concentraciones de glucosa
sanguinea que manejen (normoglicemia, pre-diabetes y diabetes), observando
diferencia estadisticamente significativa en todos los grupos comparandos con el
grupo control, pero no diferencia estadisticamente significativa entre ellos.
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Figura 12.- Cuantificacién de nitritos/nitratos en pacientes con sobrepeso distribuidos en
diferentes rangos de glucosa y comparado con el grupo control. Los valores expresados
representan el promedio de concentracién plasmatica de nitritos/nitratos. La significancia
de *p<0.05 fue calculada tras aplicar un analisis estadistico ANADEVA seguido de la
prueba de Post hoc de Tukey.
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En la figura 13 se muestra la cuantificacion de nitritos/nitratos en los pacientes con
obesidad, estratificando de acuerdo a las concentraciones de glucosa sanguinea,
donde se encontré que la produccion de nitritos/nitratos disminuyd en todos los
pacientes con obesidad independientemente de las concentraciones de glucosa
sanguinea que manejen (normoglicemia, pre-diabetes y diabetes), encontrando
diferencia estadisticamente significativa en los grupos de pre-diabetes o diabéticos
controlados y diabetes en comparacion con el grupo control. Esto sugiere que la
obesidad probablemente interfiera con la funcién de la sintasa de 6xido nitrico. No
se encontr6 diferencia estadisticamente significativa entre los grupos que
presentan obesidad. Es importante sefialar que en los pacientes normoglicémicos
que presentan el factor obesidad disminuyo casi la mitad de la concentracion de
nitritos/nitratos.
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CONTROL 60-110 mg/dL  110-140 mg/dL  >140mg/dL

Figura 13.- Cuantificacién de nitritos/nitratos en pacientes con obesidad distribuido en
diferentes rangos de glucosa y comparados con el grupo control. Los valores representan
el promedio de concentracion plasmatica de nitritos/itratos. La significancia de *p<0.05 fue
calculada tras aplicar un andlisis estadistico ANOVA seguido de la prueba de Post hoc de
Tukey.
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En la figura 14 se observa la concentracion plasmatica de TBARS expresada en
MM en general de cada uno de los grupos, que puede utilizarse para indicar el
grado de disfuncién endotelial, donde los grupos con sobrepeso y con obesidad
presentaron concentraciones mayores de TBARS en comparacién con el grupo
control, no se observé diferencia estadisticamente significativo pero si una
tendencia a aumentar.
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Figura 14.- Cuantificacion de los niveles de TBARS en cada uno de los diferentes grupos y
comparados con el grupo control. Los valores representan el promedio de la concentracién
plasmatica de TBARS. La significancia de *p<0.05 fue calculada tras aplicar un analisis
estadistico ANOVA seguido de la prueba de Post hoc de Tukey.
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En la figura 15 se analizé el grupo de sobrepeso categorizando de acuerdo a los
niveles de glucosa sanguinea, de tal manera que la produccion de TBARS
aumento en todos los pacientes con sobrepeso comparados con el grupo control,
independientemente de las concentraciones de glucosa sanguinea que manejen,
encontrando diferencia estadisticamente significativa en el grupo de pacientes
diabéticos comparado con el grupo control.
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Figura 15.- Cuantificacion de TBARS en pacientes con sobrepeso categorizados en
diferentes rangos de glucosa comparando con el grupo control. Los valores expresados
representan el promedio de concentracién plasmatica de TBARS. La significancia de
*p<0.05 fue calculada tras aplicar un analisis estadistico ANOVA seguido de la prueba de
Post hoc de Tukey.
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En la figura 16 se muestra la cuantificacion de TBARS en el grupo de pacientes
con obesidad de acuerdo a las concentraciones de glucosa sanguinea, no se
observo diferencia estadisticamente significativa comparados con el grupo control
ni con los pacientes del mismo grupo en diferentes rangos de glucosa, pero si se
observé una tendencia a aumentar, por lo que podriamos decir que a medida que
aumenta la concentracion de glucosa plasmatica, también aumenta la
concentracion plasmatico de TBARS, suponiendo entonces que los factores
hiperglicemia y obesidad juntos provocarian una mayor disfuncion endotelial.
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Figura 16.- Cuantificacion de TBARS en pacientes con obesidad distribuidos en diferentes
rangos de glucosa y comparando con el grupo control. Los valores expresados representan
el promedio de concentracién plasmatica de TBARS. La significancia de *p<0.05 fue
calculada tras aplicar un analisis estadistico ANOVA seguido de la prueba de Post hoc de
Tukey.
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7.3 CORRELACION GLUCOSA-NITRITOS/NITRATOS EN PACIENTES CON
SOBREPESO

El analisis de los promedios de datos anteriores sugeria la relacion entre los
valores de glucosa y la concentracion plasmatica de nitritos/nitratos en los
pacientes con sobrepeso, por lo que se explord la correlacion entre dichas
variables.

En la figura 17 se observdé que no hubo correlacion significativa entre los valores
de la concentracion de nitritos/nitratos y la concentracion de glucosa en personas
con sobrepeso, aunque se observd una frecuencia a presentar valores menores
de concentracion de nitritos/nitratos asociado a mayores concentraciones de
glucosa sanguinea en los pacientes con sobrepeso, datos observados por debajo
de la linea (promedio del grupo control).

y =-0.1098x + 34,319

S 100 R?=0.1647
EP CONTROL
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'51 70 1 >140 mg/dL
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2 40 -
[ |
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: 0 ‘—rﬁu'- 2 KT o T T T 1
Z o 100 200 300 400 500 600
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Figura 17. Correlacion entre la concentracién de nitritos/nitratos y la concentracién de
glucosa sanguinea en pacientes del Hospital General “Dr. Miguel Silva” (n=137), con
sobrepeso (n=77; cuadros y triangulos) y el grupo control (n=60; rombos).
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7.4 CORRELACION GLUCOSA-TBARS EN PACIENTES CON SOBREPESO

Los datos anteriores sugirieron una probable relacién entre los valores de glucosa
y la concentraciéon plasmatica de TBARS en los pacientes con sobrepeso, por lo
que se exploro la de correlacidon entre dichas variables.

En la figura 18 se observé que no hubo correlacion significativa entre los valores
de la concentracién de TBARS vy la concentracion de glucosa en personas con
sobrepeso, aunque se observo una frecuencia a presentar valores mayores de
concentracion de TBARS asociado a mayores concentraciones de glucosa
sanguinea en los pacientes con sobrepeso, datos observados sobre la linea
(promedio del grupo control).

0.0000025
y = 3E-08x + 6E-07
- Rz2=0.1906
0.000002
% A CONTROL
= 0.0000015
= ™ N m 110-140 mg/dL
A
& . AA A A >140 mg/dL
< 0.000001 LI &
o n
L A
0.0000005
0
0 100 200 300 400
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Figura 18. Correlacion entre la concentracion de TBARS y la concentracion de glucosa en
pacientes del Hospital General “Dr. Miguel Silva” (n=30), con sobrepeso (n=22; cuadros y
triangulos) y el grupo control (n=8; rombos).
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7.5 CORRELACION GLUCOSA-NITRITOS/NITRATOS EN PACIENTES CON
OBESIDAD

El analisis de los promedios de datos anteriores sugeria la relacion entre los
valores de glucosa y la concentracion plasmatica de nitritos/nitratos en los
pacientes con obesidad, por lo que se exploré la correlacion entre dichas
variables.

En la figura 19 se observdé que no hubo correlacion significativa entre los valores
de la concentracion de nitritos/nitratos y la concentracion de glucosa en personas
con obesidad, aunque se observé una frecuencia a presentar valores menores de
concentracion de nitritos/nitratos asociado a mayores concentraciones de glucosa
sanguinea en los pacientes con obesidad, datos observados por debajo de la linea
(promedio del grupo control).
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Figura 19.- Correlacién entre la concentracidon de nitritos/nitratos y la concentracion de
glucosa sanguinea en pacientes del Hospital General “Dr. Miguel Silva” (n=116), con
obesidad (n=56; cuadros y triangulos) y el grupo control (n=60; rombos).
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7.6 CORRELACION GLUCOSA-TBARS EN PACIENTES CON OBESIDAD

Los datos anteriores sugirieron una probable relacién entre los valores de glucosa
y la concentracién plasmatica de TBARS en los pacientes con obesidad, por lo
que se exploro la de correlacidon entre dichas variables.

En la figura 20 se observé que no hubo correlacion significativa entre los valores
de la concentracién de TBARS vy la concentracion de glucosa en personas con
obesidad, aunque se observé una frecuencia a presentar valores mayores de
concentracion de TBARS asociado a mayores concentraciones de glucosa
sanguinea en los pacientes con obesidad, datos observados sobre la linea
(promedio del grupo control).
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Figura 20. Correlacion entre la concentracién de TBARS y la concentracion de glucosa en
pacientes del Hospital General “Dr. Miguel Silva” (n=33), con obesidad (n=25; cuadros y
triangulos) y el grupo control (n=8; rombos).
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VIIl. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo son congruentes con disfuncion endotelial en
estados hiperglicemicos sustentado por la probable relacion inversa entre la
hiperglicemia y la cuantificacidon de nitritos, y la relacion directa entre TBARS y la
concentracion de glucosa.

En los pacientes con la comorbilidad hiperglicemia — obesidad o hiperglicemia —
sobrepeso, la disfuncion endotelial fue mas evidente mostrado por los niveles de
nitritos y de TBARS.

Como ya se mencion6 anteriormente la produccién de NO se realiza por la NOS, y
por lo observado en un estudio previo es de suponer que cualquier evento que
interfiera con la funcién de NOS se refleja en la produccién de NO, en el caso de
un ambiente hiperglicémico, un factor importante es la formacion de AGEs?.

La glicosilacién de la NOS inducida por la hiperglicemia podria conducir a una
disminucién en la capacidad de produccion de o6xido nitrico asi como a un
incremento en la produccién de radicales libres y esto a su vez incrementar el
estrés oxidativo.

Los resultados obtenidos confirman que el aumento de glucosa conlleva a un
incremento de ERO que podria asociarse a un incremento de estrés oxidativo. Y
en el caso de la co-morbilidad hiperglicemia -sobrepeso e hiperglicemia —
obesidad existe factores adicionales para aumentar la produccion de radicales
libres, como algunos malos habitos higiénicos dietéticos.

En presencia de obesidad, el tejido adiposo segrega cantidades mucho mas
elevadas de adipocinas, en concreto de TNF-aq, interleucina 6 (IL-6) y resistina,
qgue hacen que dicho tejido se vuelva resistente a la accién de la insulina; de todas
estas sustancias, una de las mas importantes es el TNF-a, que se cree que
produce resistencia a la insulina al inducir un defecto en la capacidad de
fosforilacion de residuos de tirosina en el primer sustrato del receptor de insulina
(IRS-1)%°.

En el paciente obeso primero aparece resistencia a la accién de la insulina en el
tejido adiposo y luego en el resto de tejidos, por lo que se produce un cuadro de
intolerancia a la glucosa. Para intentar normalizar la glucemia, el pancreas
segrega mas insulina, sin embargo no consigue su normalizacion y persiste la
intolerancia a la glucosa, que puede derivar a largo plazo en diabetes tipo 2 si se
produce disfuncion de las células B del pancreas, por su hiperactividad para
intentar mantener normales los niveles de glucosa y por el efecto lipotdxico de los
acidos grasos libres (AGL), que conduce a la acumulacion de cadenas largas de
acil-CoA en las células beta y a la muerte de las mismas por apoptosis®.
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La elevacion cronica de los niveles plasmaticos de glucosa e insulina, junto con el
de adipocinas, tiene diferentes efectos adversos, entre los que se encuentran: a)
aumento del estrés oxidativo, b) disfunciéon endotelial, c) aumento de la tension
arterial, y d) alteraciones en el metabolismo lipoproteico?®.

De acuerdo con nuestros resultados obtenidos los indicadores de NO
(nitritos/nitratos) disminuyeron, ya que en ambas situaciones de obesidad y
sobrepeso hay sobreproduccion de radicales libres de oxigeno lo que afecta la
biodisponibilidad del NO, pero también encontramos que el factor del sobrepeso
cursa con mayor disfuncion endotelial ya que se obtuvo menor concentracién de
nitritos/nitratos en este grupo que en el grupo de pacientes con obesidad,
probablemente debido a que los pacientes con sobrepeso tenian mayores
concentraciones de glucosa en sangre que los pacientes con obesidad.

Algo importante de resaltar obtenido en nuestros resultados, fue que en el grupo
de pacientes con sobrepeso y categorizado de acuerdo con los rangos de glucosa,
a medida que aumentaba la concentracion de glucosa aumentaba la
concentracion de nitritos/nitratos, o que nos indica que se esta produciendo mas
NO pero no se sabe como se esté comportando estariamos hablando
probablemente de un mecanismo compensador de acuerdo a la mayor produccién
de glucosa, probablemente la SON este aumentada por el ambiente
hiperglicémico , pero los productos de la interaccion SON — glucosa no sean
estables en el paciente con sobrepeso y sea por eso que se esté produciendo
mayor concentracion de nitritos/nitratos. Esta propuesta requiere de mas estudio
para poder confirmarse.
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IX. CONCLUSIONES

La disfuncién endotelial exacerbada se presentd en pacientes con las
comorbilidades hiperglicemia — sobrepeso y/o obesidad, del Hospital General “Dr.
Miguel Silva”

El sedentarismo se presenté como un factor de riesgo adicional para la disfuncién
endotelial en la poblacién estudiada.

Otro factor de riesgo observado en la mayoria de los pacientes fue una mala
alimentacion, ya que por diversas causas, tanto por lo econémico, el trabajo o el
tiempo, la alimentacion que mas frecuentan es la comida rapida o comida
chatarra.

La glucosa sanguinea alta probablemente influya en la actividad de NOS, mas que
la alteracion metabdlico nutricional, este efecto fue mas evidente en los pacientes
con sobrepeso.

El estrés oxidativo (TBARS) aumento en pacientes con la morbilidad asociada
hiperglicemia — sobrepeso y/o obesidad.
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X. RECOMENDACIONES

Para regular el estrés oxidativo (TBARS), nuestros resultados sugieren que los
niveles de glucosa sanguinea deben estar normales o en cifras de control que
podrian ser menos de 140 mg/dL, para corroborar este fenbmeno oxidativo, se
podrian determinar otros marcadores de estrés oxidativo como radical anién
superoxido, isoprostanos, NF kappa 3, ROOH, GSH, CAT, SOD, PP, FRAP.

Se ha sugerido el uso de antioxidantes en pacientes hiperglicemicos, nuestros
resultados indican que es una estrategia apropiada, por lo que se podria valorar el
estrés oxidativo en pacientes hiperglicemicos que reciban un tratamiento
antioxidante con diferentes sustancias como vitaminas hidrosolubles como la
vitamina C y vitaminas liposolubles como la E, la A, y acido lipoico.
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XIl. ANEXOS

ANEXO | Hoja de captura de informacion

CODIGO EXPEDIENTE FECHA
NOMBRE:

OCUPACION: ESTADO CIVIL
EDAD: — ANOS ——— SExO: M [ F [
PESO: KG T.A CINTURA

TALLA: IMC FC

PATOLOGIAS PRESENTES:
DM: Sl ] No [J TIEMPO DE Dx:
EN CASO DE SI'Y DE SABERLO, ¢ DE CUANTO HAN SIDO SUS NIVELES?

HTA: SI ] NO [] TIEMPO DE Dx:
EN CASO DE Sl Y DE SABERLO, ¢DE CUANTO HAN SIDO SUS NIVELES?

ENFERMEDADES CONCOMITANTES: SI [] NO [ CUAL:

TOMA ALGUN MEDICAMENTO: []sI  [] NO CUAL:

CIRUGIAS:[] SI [] NO CUAL:

FAMILIARES: OBESOS [ []SOBREPESO [ ] DIABETICOS [ ] HIPERTENSOS []
EN CASO DE SER MUJER, ,SE ENCUENTRA EMBARAZADA? SI [ No [
HABITOS HIGIENICOS DIETETICOS:

SEDENTARISMO[ ] DIETAS POBRES EN FIBRA [] DIETA RICA EN

LIPIDOS []

TOXICOMANIAS: TABAQUISMO [] ALCOHOLISMO []

CUANTIFICACION DE:

OXIDO NITRICO RADICALES LIBRES
GLUCOSA TRIGLICERIDOS
COLESTEROL
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ANEXO Il Preparacion de reactivos

Reactivos a utilizar

CCI3COOH 7% Disolver en agua destilada

Sulfanilamida 1% Disolver en acido acético 5% o acido clorhidrico 5%
N-naftil-etilendiamina 0.1% Disolver en acido acético 5% o acido clorhidrico 5%
NaNO:2 (1x10-4 M) Disolver en agua destilada (ESTANDAR)

Solucion acida: CCIsCOOH 15% + TBA 0.375% + HCI 0.25N
Desproteinizacion de suero

A 1000 pl del suero agregar 500 pul de CCIsCOOH, centrifugar a 2500 rpm durante
9 minutos y separar el sobrenadante.
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