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Actividad de la MPO y RI en Individuos con Antecedentes Familiares de DM2. UMF No. 80

. RESUMEN

Introduccion. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad que se asocia
a un incremento en el riesgo para tener enfermedad coronaria. Se conoce que los
familiares de primer grado de los pacientes con DM2 presentan un riesgo elevado
de desarrollar dicha patologia y cursan con resistencia a la insulina (RI). La
mieloperoxidasa (MPO) es una enzima que participa en la promocion y/o
propagacion de la inflamacion y el estrés oxidativo para la generacion de
ateroesclerosis.

Objetivo. Investigar la asociacion de la actividad de la MPO y RI en individuos con
antecedentes heredofamiliares de DM2.

Material y Métodos. Estudio transversal comparativo en 84 individuos con
antecedentes heredofamiliares de DM2 divididos en dos grupos de acuerdo a la
RI, grupo con RI (GRI, HOMA = 2.5; n=43) y grupo sin Rl (GNRI, HOMA <2.5;
n=41). Se les realizé historia clinica completa y colecté muestra de sangre venosa
en ayuno para glucosa y perfil de lipidos (métodos enziméticos colorimétricos),
insulina, IL-6, TNF a, MPO, glutatién reductasa (GRd), glutation peroxidasa (GPx)
y superédxido dismutasa (SOD) (ELISA). El andlisis estadistico se realizd en el
SPSSv. 18.0

Resultados. Los grupos GRI y GNRI fueron homogéneos en edad, IMC, CC y %
grasa corporal (P>0.05). Se encontré diferencia entre grupos en la glucosa,
insulina, SOD, MPO, TNF a, IL-6 (P<0.001). Se encontr6 correlacion positiva entre
la MPO y RI (r=0.344; P=0.002); TNF a con RI (r=0.325; P=0.003). En el analisis

de regresion lineal se encontré que la MPO predice la Rl [B: 0.273; t: 2.616;
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P=0.011). En el analisis univariado, la MPO tuvo un RR de 2.355 favoreciendo la
RI (IC 95%: 1.624-4.146).

Conclusiones. La MPO es un biomarcador prondéstico temprano para determinar
Rl en familiares de pacientes con DM2 ademas estos individuos cursan con
incremento en la inflamacién y estrés oxidativo que favorecen el dafio en el
endotelio vascular. Se requiere de intervenciones tempranas (farmacologicas y no
farmacoldgicas) para retrasar las alteraciones en el metabolismo de la glucosa y
prevenir la enfermedad cardiovascular propia del paciente con DM2.

Palabras clave: Mieloperoxidasa, Resistencia a la insulina, Familiares de

pacientes con DM2, Inflamacién, Estrés oxidativo, Enfermedad coronaria.
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. ABSTRACT

Introduction. Mellitus Diabetes type 2 (DM2) is a disease associated to an
increase to have a coronary disease. It is known that first grade DM2 patient’s
relatives have a high risk to develop such pathology and have insulin resistance
(IR). Myeloperoxidase (MPO) is an enzyme which participates in developing and/or

spread of swelling and oxidative stress due to generation of atherosclerosis.

Objective. To investigate the association of MPO activity and IR in individuals with

family history of DM2.

Material and Methods. Cross-sectional study in 84 individuals with family history
of DM2 divided in two groups according to IR, group with IR (GIR, HOMA = 2.5;
n=43) and group without Rl (GNIR, HOMA <2.5; n=41). Complete clinical history
was realized and a venous blood sample was collected for measuring glucose and
lipids profile, (colorimetric enzymatic methods), insulin, IL-6, TNF a, MPO,
glutathione reductase (GRd), glutathione peroxidase (GPx) and superoxide

dismutase (SOD) (ELISA). Statistical analysis was done in SPSS v 18.0

Results. GIR and GNIR groups were homogeneous in age, BMI, waist and body
fat percent (P>0.05). Glucose, insulin, SOD, MPO, TNF a, IL-6 (P<0.001) were
different between groups. Positive correlations between MPO and RI (r=0.344;
P=0.002) and, TNF a with RI (r=0.325; P=0.003) were founded. In the analysis of
lineal regression, MPO predicts IR [B: 0.273; t:2.616; P=0.011). In the univariated

analysis, MPO had a RR of 2.355 on favor of IR (IC 95%: 1.624-4.146).
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Conclusions. MPO could be considered as a biomarker early predictor to
determine IR in relatives of patients with DM2; moreover, individuals with history
family of DM2 have an increase on the inflammation and oxidative stress
parameters that stimulates damage on the vascular endothelium. Early
interventions are required (pharmacological and non pharmacological) to delay
alteration on glucose metabolism and to prevent cardiovascular disease related to
DM2 patient.

Keywords. Myeloperoxidase, Insulin Resistance, Individuals with family history of

DM2, Inflammation, Oxidative Stress, Coronary Disease.

Dra. Rivera Rodriguez Mireya Pagina 4



Actividad de la MPO y RI en Individuos con Antecedentes Familiares de DM2. UMF No. 80

. ABREVIATURAS
ADN: Acido Desoxirribonucleico
AGEs: Productos finales de Glicosilacion no Enzimética
AGL: Acidos Grasos Libres
AHF: Antecedentes Heredofamiliares
ARNmM: Acido Ribonucleico mensajero
ATP-IIl: Programa de Tratamiento para los Adultos version 3
CC: Circunferencia de Cintura
CIBIMI: Centro de Investigacion Biomédica de Michoacan
cm: Centimetros
CT: Colesterol Total
DM2: Diabetes mellitus tipo 2
EVC: Enfermedad Cardiovascular
EIA: Ensayo Inmunométrico
ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcion ligado a enzimas
EO: Estrés Oxidativo
EROs: Especies Reactivas de Oxigeno
GNRI: Grupo No Resistente a la Insulina
GPx: Glutation Peroxidasa
GRd: Glutation Reductasa
GRI: Grupo Resistente a la insulina
GSH: Glutation Reducido

GSSG: Glutation Oxidado
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HDL: Lipoproteinas de Alta Densidad
HGR: Hospital General Regional

HOMA: Valoracion Modelo Homeostatico.
HTA: Hipertension Arterial Sistémica

H,O,: Perdxido de Hidrogeno

IC: Intervalo de Confianza

IL-6: Interleucina 6

IMC: indice de Masa Corporal

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social
ITGA: Intolerancia a la Glucosa de Ayuno
kg: Kilogramos

LDL: Lipoproteinas de Baja Densidad
LDLox: Lipoproteinas de Baja Densidad oxidadas
L-OOH: Lipoperoéxido

LPL: Lipoproteina lipasa

mg/dl: Miligramos sobre decilitro

mL: Mililitros

mmHg: Milimetros de mercurio

MPO: Mieloperoxidasa

m?: Metros cuadrados

n: NUmero

NADPH: Nicotinamin Adenin Dinucleétido Reducido

NCEP: Programa Nacional de Educacion para el Colesterol de los Estados Unidos
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NF-kb: Factor Nuclear kappa-b
nmol/min/mL: Nanomol sobre minuto sobre mililitros
0,°: Radical Superéxido

p=: p valor

pg/mL: Picogramos sobre mililitro

PIC: Proceso Inflamatorio Crénico

r: Correlacion Lineal de Pearson

RR: Riesgo Relativo

RI: Resistencia a la Insulina

RL: Radical Libre

Se: Selenio

SOD: Superoxido Dismutasa

SPSS: Statistical Package of Social Sciences
TAD: Tension Arterial Diastolica

TAS: Tension Arterial Sistélica

TG: Triglicéridos

TNF a: Factor de Necrosis Tumoral a

Ul: Unidades Internacionales

UMF: Unidad de Medicina Familiar

v: Version

VLDL: Lipoproteinas de muy Baja Densidad

%GC: Porcentaje de Grasa Corporal
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V. GLOSARIO DE TERMINOS

Porcentaje de Grasa Corporal. Es la parte del cuerpo no magra (es decir la no
formada por musculos, huesos, 6Organos, sangre, etc.) constituida por tejido
adiposo. Siendo un pardmetro mas exacto que el IMC para definir el estado de
adiposidad de una persona.

indice de Masa Corporal. Cifra que se utliza para determinar el riesgo
cardiovascular. Se calcula dividiendo los kilogramos de peso por el cuadrado de la
talla en metros (IMC=Peso/talla?).

Diabetes Mellitus: Es una alteracibn metabdlica que se caracteriza por la
presencia de hiperglucemia cronica, lo que ocasiona alteraciones en el
metabolismo de hidratos de carbono, proteinas y lipidos.

Glucosa. Es un hidrato de carbono que se encuentra en el plasma sanguineo,
siendo la principal fuente de energia para el organismo, se mide en mg/dl, su
concentracion es variable de acuerdo a la ingesta de alimento o el ayuno
prolongado asi como de la presencia o ausencia de otras hormonas siendo
regulada principalmente por la insulina.

Insulina. Hormona intrinseca polipeptidica formada por 51 aminoacidos,
secretada en las células beta de los islotes de Langerhans del péancreas.
Interviene en el metabolismo de los carbohidratos, principalmente en el
anabolismo de la glucosa.

Resistencia a la Insulina. Estado patolégico en la cual los tejidos del organismo
tienen la incapacidad de responder ante la accion de esta hormona, aumentando

la probabilidad de desarrollar diabetes tipo 2. Por lo que es un indicador temprano
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de esta patologia.

Factor de Necrosis Tumoral alfa. Es una citoquina producida por la trascripcion
de la multiproteina factor nuclea kappa b. Es secretado principalmente por los
macréfagos infiltrados en el tejido adiposo. Posee mudltiples funciones entre las
que destacan su capacidad proinflamatoria, proaterogénica, favorecedora de Rl y
dislipemia, alterando la funcién adipocitaria y su poder de expansion.
Interleucina-6. Es una proteina de 185 aminoacidos, con un peso molecular de
21-28 kDa. Es producida por multiples células: monocitos/macrofagos, células
endoteliales, fibroblastos, miocitos, adipocitos, células B pancreaticas y diversas
células tumorales. Es una citoquina de acciones pleiotrépicas: es tanto pro como
antiinflamatoria, favorece la lipdlisis y es insulinosensibilizante o favorecedora de
la RI, en funcidn del tejido diana.

Estrés Oxidativo. Es una alteracion bioquimica ocasionada por el desbalance en
la produccién de especies reactivas de oxigeno y la defensa antioxidante, que
lleva a una variedad de cambios fisiolégicos y bioquimicos, los cuales provocan
deterioro y muerte celular.

Mieloperoxidasa. Es una hemoperoxidasa contenida principalmente en los
eosindfilos. El incremento de la actividad de la MPO estd presente en procesos
patolégicos asociandose con un aumento del riesgo al estrés oxidativo,

Glutation Peroxidasa. Enzimas que desempefia un importante papel en la
defensa antioxidante por su localizacion en todos los 6rganos y tejidos, participa
en las transformaciones de especies reactivas del oxigeno, catalizando la

reduccion del peréxido, para lo cual utiliza como agente reductor al glutation
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reducido.

Glutation Reductasa. Enzima que resulta de extrema utilidad para la defensa
antioxidante; por su participacion trascendente en los mecanismos para eliminar
las especies reactivas del oxigeno. Cataliza la reduccién del glutation oxidado a
glutation reducido el cual serd utilizado por la glutation peroxidasa para la
reduccion del perdxido y de lipoperoxidos, los cuales son especies reactivas del
oxigeno.

Superéoxido Dismutasa. Es una enzima antioxidante que se encarga de la
remocion de los radicales superédxido producidos en la cadena de transporte
electrénico mitocondrial, convirtiéndolos en peréxido de hidrogeno. Siendo de esta
manera una defensa ante el estrés oxidativo.

Riesgo cardiovascular. Es la probabilidad de padecer una enfermedad de tipo

cardiovascular, por la asociacion de mdltiples factores predisponentes.
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V. RELACION DE CUADROS Y FIGURAS

Cuadro I. Variables Clinicas y Antropométricas en los Familiares de Pacientes con
DM2.

Cuadro IlI. Variables Bioquimicas en Familiares de Pacientes con DM2.

Cuadro |Ill. Variables de Estrés Oxidativo e Inflamacion en Familiares de
Pacientes con DM2.

Cuadro IV. Modelo de Regresion Lineal con las Variables que Predicen la
Resistencia a la Insulina.

Figura 1. Correlacion entre MPO y RI en Familiares de Pacientes con DM2.
Figura 2. Correlacion entre Rl y TNF a en Individuos con Antecedente Familiar de
DM2.

Figura 3. Correlacion entre TNF a y MPO en Individuos con Antecedente Familiar
de DM2.

Figura 4. Analisis de Riesgo Relativo de las Enzimas de Estrés Oxidativo y
Parametros de Inflamacién en Individuos con Antecedente Familiar de DM2.
Cuadro V. Modelo de Regresion Lineal con las Variables que predicen el Riesgo

Cardiovascular.
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VI.  INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad que se asocia a un
incremento en el riesgo para tener enfermedad coronaria y en la actualidad esta
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 dicha patologia a lo largo de la vida.?® Existen
estudios donde confirman que los familiares de pacientes con DM2 cursan con
disminucion de la funcion de la célula beta pancreética y resistencia a la insulina
(R1).*>

La RI se define como la disminucién de la respuesta bioldgica de dicha hormona
sobre sus tejidos blanco,’® se considera uno de los factores etiopatogénicos
fundamentales para el desarrollo de la DM2 e influye para la aparicién temprana
de proceso de ateriosclerosis que desarrollan los pacientes cuando ya se
diagnostican con DM2.”

La relacion entre la Rl y el proceso aterogénico es compleja por la interaccion
entre diversos genes predisponentes a la Rl y otros que de forma independiente
regulan el metabolismo lipidico y el endotelio vascular. Se conoce que el factor
nuclear kappa-b (NF-kB) regula la expresion de los genes que codifican ciertas
proteinas proinflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF a) y la
Interleucina-6 (IL-6) que adicional a la RI, favorecen el proceso aterogénico.® El
TNF a es una citoquina producida principalmente por los monocitos, linfocitos,
tejido adiposo y musculo. Se considera un regulador importante de la sensibilidad

a la insulina.®
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Estudios In vivo han demostrado que el tejido adiposo de roedores obesos con RI
y de humanos obesos produce significativamente mayor cantidad de TNF a y la
neutralizacion de este en roedores con Rl produce un aumento de la captacion de
glucosa en respuesta a la insulina.’® La IL-6 es una citoquina multifuncional
producida por diferentes tipos de células, incluyendo las células del sistema
inmune, células endoteliales, fibroblastos, miocitos y tejido adiposo, intermediando

en la respuesta inflamatoria y de estrés, 12

por lo que la inflamacion es una de
las principales etapas implicadas en la evolucion de la placa arteriosclerética.
Existe evidencia de la asociacion entre Rl e inflamacion medida por IL-6 en
hombres, por lo que la IL-6 constituye una citocina que es independiente de
mortalidad cardiovascular.*?

Por otra parte, existen estudios donde reportan a la mieloperoxidasa (MPO) como
una proteina participante en la promocién y/o propagacion de la inflamacion vy el
estrés oxidativo para la generacién de ateroesclerosis.’®* La MPO es una
hemoperoxidasa derivada de los leucocitos,'* que genera varios oxidantes
reactivos que inician la peroxidacién de los lipidos,* proteinas y &cidos nucléicos.
Varios estudios en humanos con enfermedad coronaria inestable, DM2,

hipertension arterial sistémica y dislipidemia han demostrado una fuerte asociacion

de la MPO con enfermedad cardiovascular (ECV).*®

La MPO participa en una variedad de eventos que estan involucrados en la
iniciaciéon, propagacion y complicaciones subsecuentes de la placa aterosclerética,
por lo que esta enzima representa blancos atractivos para el desarrollo de

biomarcadores prondsticos tempranos para el inicio de intervenciones tempranas
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para prevenir tanto el desarrollo de alteraciones en el metabolismo de la glucosa
(intolerancia a la glucosa y DM2) como la enfermedad cardiovascular
ateroesclerética. Previamente se ha demostrado en estudios in vitro y clinicos "8
que la actividad de la MPO puede modificarse farmacol6gicamente con estatinas

por lo que seria importante analizar otro tipo de farmacos con mecanismos de

accion diferentes que pudiesen cambiar la actividad de la MPO.
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VIl.  ANTECEDENTES

RESISTENCIA A LA INSULINA

El concepto de resistencia a la insulina (RI), se introdujo en 1936. Se define como
la disminucion de la capacidad de la insulina para producir la respuesta fisiologica
para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa; teniendo como
consecuencia un incremento de la secrecion de insulina con el fin de compensar la
hiperglucemia. Cuando este mecanismo compensador resulta insuficiente se
desarrolla la intolerancia a la glucosa o diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

La RI, es uno de los mecanismos etiopatogénicos que conducen a alteraciones
gue aumentan el factor de riesgo cardiovascular como son las alteraciones en el
metabolismo lipidico (hipertrigliceridemia, disminucién de HDL), y la hipertension
arterial, por lo que su determinacion es util para la deteccion temprana de
pacientes con riesgo cardiovascular.

Existen diferentes métodos para valorar la resistencia a la insulina. El que se
empled en esta investigacion es la determinacion de HOMA (homeostasis model
assessment); es un modelo basado en la obtencion de datos fisiologicos vy
formulaciones matematicas que describen la relacion entre la glucosa y la insulina.
Consiste en calcular la relacion de la insulinemia basal y la glucemia medidas en
condiciones basales y ajustadas por una constante.

De tal manera que la formula es: HOMA= glucosa (mg/dL) x Insulina (Ul/mL)/22.5;
el resultado debe ser < 2.5, ya que una cifra mayor se considera que la persona es

resistente a la insulina.
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Este trastorno parece iniciar y concentrarse en el adipocito, habiendo una
incapacidad para continuar almacenando acidos grasos, secundaria a una
predisposicion genética, alteraciones dietéticas, etc. Por lo que el incremento de la
biodisponibilidad de acidos grasos en el plasma conduce inicialmente a su
utilizacion por parte de masculo esquelético, a expensas de una disminucién en el
consumo de glucosa, mientras que en el higado resulta un potente estimulo para
la produccion de glucosa (gluconeogénesis). Ademas los niveles mantenidos de
acidos grasos a largo plazo pueden llegar a ser toxicos para las células f
pancreaticas, con lo que quedaria establecida la relacion entre obesidad,
resistencia a la insulina y DM2.

Otra sustancia que puede desempefiar un papel importante en la fisiopatogenia de
la resistencia a la insulina es el factor de necrosis tumoral (TNF a). Asi, el
adipocito es capaz de inhibir la actividad y la expresion de la lipoproteinlipasa, por
lo que podria desempefiar un papel en la obesidad, puesto que su expresion se
relaciona inversamente con la actividad de ésta. El TNF a es, ademas, capaz de
disminuir la funcién de la insulina in vitro, a través de la fosforilacion de serina

del receptor de la insulina. Esta fosforilacion inhibe la actividad de la tirosina
cinasa asociada al receptor, con el consiguiente bloqueo de la cascada de
sefializacion®® requeridas para que se incorpore la glucosa a los tejidos por lo que

contribuye de esta manera en la RI.%

Dra. Rivera Rodriguez Mireya Pagina 16



Actividad de la MPO y RI en Individuos con Antecedentes Familiares de DM2. UMF No. 80

DIABETES MELLITUS TIPO 2

Es una enfermedad la cual por su magnitud y trascendencia es considerada un
problema de salud publica a nivel mundial, con alta prevalencia en las personas
mayores de 30 afios principalmente en mujeres. También se reporta que es la
primer causa de muerte en la poblaciéon general, la segunda causa entre los
adultos mayores de 65 afios y es la causa mas importante de micro vy
macroangiopatias,?* por lo que estd muy relacionada con el riesgo de padecer
neuropatias, nefropatias, retinopatia y enfermedad cardiovascular.?

Es una enfermedad sistémica, crénica degenerativa, multifactorial por lo que
interviene la predisposicion genética y varios factores ambientales.

Tiene como caracteristica la hiperglucemia crénica, esto debido a la deficiencia en
la produccién o accion de la insulina, teniendo efectos adversos en el metabolismo
de carbohidratos, lipidos y proteinas.

La glucosa anormal en ayuno (2100 y <126 mg/dL) y la intolerancia a la glucosa
(glucosa plasmética a las dos horas postcarga =140 y <200 mg/dL) son dos
condiciones en las que los niveles de glucosa son mas altos que los normales, sin
llegar a hacer el diagnéstico de DM2, pero que son factores de riesgo para
presentar esta enfermedad en un futuro corto si no se modifica el estilo de vida. Se
hace el diagnéstico de DM2 cuando se tienen sintomas propios de esta patologia
como: (poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida inexplicable de peso), y una prueba
de glucosa plasmatica causal 2200 mg/dL. O cuando se tiene una glucosa
plasmatica en ayuno de 8 h 2126 mg/dL, asi como una glucosa plasmatica

postprandial 2200 mg/dL. Se sabe que mas del 30% de las personas tienen la
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enfermedad sin aun estar diagnosticados, detectandose esta enfermedad cuando
ya estd presente alguna de sus complicaciones.” Por lo que la hiperglucemia
cronica (caracteristica bioguimica de esta enfermedad) es la condicién fisiologica
responsable del desarrollo de las complicaciones del paciente diabético, a través
de diversos mecanismos bioquimicos que llevan a procesos como son el estrés

oxidativo y la inflamacion crénica.

PROCESO INFLAMATORIO

La inflamacién es una respuesta del organismo ante la exposicion a agentes
infecciosos, estimulos antigénicos o lesiones fisicas que involucra a los sistemas
nervioso, vascular e inmunoldgico. Inicialmente tiene una funcion homeostética de
proteccion o defensa que se caracteriza por rubor, dolor, tumefaccion, edema y
falta de funcion en la zona afectada, no obstante si el proceso es ineficiente y se
cronifica, se transforma en un proceso fisiopatolégico que favorece el incremento
de radicales libres (RL) y consecuentemente estrés oxidativo (EOX).

En el caso de la DM2, recientemente se ha sefalado una relacién fisiopatologica
con el proceso inflamatorio cronico (PIC) por dos mecanismos, uno vinculado con
la obesidad y la actividad endocrina del tejido adiposo y el otro que implica el
desarrollo de la respuesta inmune por accion de los productos finales de
glicosilacion no enzimatica (AGESs) al inducir la liberacion de IL-6, TNF a.

En este sentido, algunos autores han propuesto que el PIC constituye una
alteracion ligada a la obesidad y la DM2, considerando que el tejido adiposo

ademas de ser una reserva energética, actia como una glandula endocrina de alta
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actividad, produciendo una amplia variedad de sustancias con efectos a distintos
niveles en el organismo, entre los que se incluyen las citocinas proinflamatorias. Al
respecto, ademas de secretar hormonas como la leptina, adiponectina, resistina y
ghrelina, se ha demostrado que el adipocito sintetiza y secreta citocinas
vinculadas con la inflamaciéon como la IL-6 y el TNF a.

El mecanismo por el cual se vincula al PIC con el desarrollo de DM ocurre a nivel
molecular e implica a la resistencia a la insulina.

De este modo se sustenta la hipotesis que establece una relacion fisiopatoldgica
entre el PIC que caracteriza a la obesidad con el desarrollo de la DM, ademas de
que existe una cantidad considerable de evidencias cientificas que demuestran

en distintas poblaciones este hecho y la relacién con las complicaciones. 2*

Uno de estos estudios realizados en sujetos no diabéticos o en individuos con
intolerancia a la glucosa o glucosa de ayuno alterada, muestran elevacion de los
reactantes de fase aguda, como: la proteina C reactiva, IL-6 y TNF a, que se
relacionaron positivamente con insulinorresistencia, indice de masa corporal,
circunferencia de la cintura y triglicéridos. En general, los componentes del
sindrome metabdlico se relacionaron con elevacion de marcadores de la

inflamacion.?®

IL-6
Es secretada por células como los fibroblastos, células endoteliales, monocitos,
macrofagos, linfocitos T y B, granulocitos, queratinocitos y células del estroma

endometrial. Es una citocina que tiene una relacion importante en la regulacion de
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la inflamacion e inmunidad, y se considera un enlace entre el sistema endocrino e
inmunolégico.?®

Los adipocitos contribuyen al 30% de los niveles circulantes de IL-6, siendo la
aportacion mas alta en la grasa visceral que en la grasa subcutanea por lo que la
IL-6 se encuentra directamente correlacionada con medidas como la
circunferencia a la cintura, indice cintura cadera y el IMC.

La asociacion entre medidas de sensibilidad a la insulina, y niveles elevados de
IL-6 pueden predecir el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 en algunos casos. ?’
Se ha sefialado que la IL-6 inhibe la sefal de transduccion de insulina en el
hepatocito, lo cual causa resistencia a la insulina.?®

También, se ha visto que la IL-6 podria ser el nexo de union entre inflamacién,
obesidad, estrés oxidativo y enfermedad cardiovascular, proponiendo el papel de
la IL-6 en la patogénesis de los trastornos coronarios, esto porque la IL-6 se
expresa tanto al inicio de la formacion de la placa aterosclerética y en la formacion
del trombo al favorecer la liberacion de proteina C reactiva, TNF a,?° los cuales
actian directamente en la trombina para formaciéon de fibrina, activacion

plaguetaria y estas dos forman el trombo.

TNF-ALFA
Esta citoquina proinflamatoria fue identificada en 1985 por Old. Es producido por
los macroéfagos, asi como también se sintetiza y expresa en otros tejidos como el

0

musculo esquelético, cardiaco y el tejido adiposo,®® en el cual se expresa su

ARNmM, esta expresion es mayor en el tejido adiposo subcutaneo que en el
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visceral, la cantidad total producida estd muy bien relacionada con la adiposidad
corporal y la hiperinsulinemia.®

El TNF a favorece la resistencia a la insulina al provocar la inhibicion de la
autofosforilacion de los residuos de tirosina del receptor de insulina paso inicial
para la captura de la glucosa, al estar inhibo este paso no se lleva a cabo toda la
cascada de sefalizacion necesario para la captura de la glucosa y por lo tanto,

todo esto se traduce en resistencia a la insulina.>?

ESTRES OXIDATIVO

El oxigeno es esencial para la vida, pero posee una paradoja en los organismos

aerobios. Ya que este elemento desempefia una funcién importante como aceptor
terminal de electrones durante la respiracion celular, por lo que constituye el punto
de partida para un tipo de dafio celular conocido como estrés oxidativo. El cual
inicia de la siguiente manera: la mayor parte del oxigeno celular es reducido a
través de reacciones enziméaticas, pero del 2-5 % escapa a esta reduccion
bivalente y elige la monovalente, y de ello resulta la formacién de radicales libres
de oxigeno (RLO), que no son mas que atomos o0 moléculas que poseen un
namero impar o desapareado de electrones en su Orbita mas externa. Son muy
inestables y pueden reaccionar con otras moléculas, entregando o recibiendo un
electron. Ultimamente prefiere llamarsele especies reactivas de oxigeno (EROSs),
para agrupar a algunos compuestos que como el perdxido de hidrogeno, no

constituyen un verdadero radical libre, pero que, sin embargo, son muy reactivos.
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Estas EROs son moléculas altamente reactivas que atacan constantemente al
cuerpo humano mediante reacciones bioquimicas de REDOX, que ocurren como
parte normal del metabolismo celular o por la exposicion a factores ambientales,*
dando lugar al dafio o estrés oxidativo.

Definiendo al estrés oxidativo como la exposicion de la materia viva a diversas
fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de
eliminar dichas especies quimicas, y que ya sea por un déficit de estas defensas o
por un incremento exagerado de la produccion de especies reactivas del oxigeno,
se da el estrés oxidativo. Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la
relacion estructura-funcion en cualquier oOrgano, sistema o0 grupo celular
especializado; por lo tanto se reconoce como mecanismo general de dafo

celular.®*

Mieloperoxidasa
Es una enzima distribuida ampliamente en el organismo, Agner en 1941 la aisl6
por primera vez, siendo sus fuentes principales los leucocitos, de estos los
neutréfilos y monocitos fundamentalmente, asi como también los macréfagos,
encontrandose en estas células a nivel lisosomal, constituyendo el 2-5% de las

proteinas de los neutrofilos.
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Su biosintesis se inicia a partir de una pre-pro-enzima, y la enzima activa se
obtiene a partir de la maduracién de la pro-enzima, lo cual se lleva a cabo en los

lisosomas, en la fase promielocitica de la diferenciacion del neutrdfilo.

El aumento en su actividad se ha reportado en procesos inflamatorios, isquemia-
reperfucion y en infecciones, esto en proporcion directa con el numero de
neutrdfilos infiltrados en el tejido, por lo que en base a su actividad se puede
emplear como indice de migracion leucocitaria y por tanto de estrés oxidativo;* ya
que la MPO puede reaccionar con el H,O,, que si bien es cierto no es un radical

libre, pero si tiene una alta capacidad oxidante.

La unién de la MPO y H,0, puede tener como sustrato la L-tirosina produciendo el
radical tirosilo, siendo este capaz de estimular la peroxidacion lipidica, que
transforma las LDL en LDLox (Lipoproteinas de baja densidad oxidadas), siendo
estas particulas aterogénicas,®® las cuales provocan alteracién en la sefial

insulinica propiciando un estado de resistencia a la insulina.®’

La mieloperoxidasa es un mediador de la aterosclerosis al promover la oxidacion
de las lipoproteinas y al participar en el proceso inflamatorio crénico, por lo que

estas condiciones estan interrelacionadas.>®

Por otro lado la mieloperoxidasa se eleva y activa cataliticamente en las placas
vulnerables vinculandose a factores que afectan el desarrollo y la estabilidad de la
placa, por lo que en varios estudios ha sido considerada como una excelente

candidata para la prediccién de los sindromes coronarios agudos.%*°
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Relacion de la Hiperglucemia y el Estrés Oxidativo

Se ha demostrado que existe un aumento de la produccion de EROs y una

disminucién de las defensas antioxidantes en los sujetos diabéticos.

El desbalance entre las EROs y los antioxidantes es un elemento patogénico
importante de la resistencia a la insulina, debido a que durante el estado de estrés
oxidativo no se estimulan adecuadamente las vias de sefalizacion mediados por
esta hormona. Asi, también se ha comprobado que existe una correlacion entre el

nivel de control metabdlico y el grado de severidad del estrés oxidativo.

Se ha visto que la hiperglucemia favorece la produccién de superéxido ( O, )
mitocondrial, lo que ocasiona, entre otros efectos adversos, la activacion de la via
de los polioles (vias de los hexosominas) y, consecuentemente, una disminucién
de NADPH, que constituye el cofactor de las enzimas generadoras de GSH. La
oxidacion de la glucosa, puede generar citotoxicidad mediada por un incremento

de la generacién de EROs y una disminucién del GSH intracelular.**

Ante un exceso de glucosa circulante se activan varias vias metabdlicas, que
conducen a la generacién de otros metabolitos entre los cuales se encuentran RL
de oxigeno. Estas rutas metabdlicas son la ruta del sorbitol (0 de la aldosa-
reductasa), la de la glucosilacion no enzimatica de proteinas, la autooxidacion de
la glucosa, la modificacion de la actividad de la proteincinasa C, la pseudohipoxia,
el metabolismo alterado de lipoproteinas y la alteracion via citocinas.*? Todas ellas

son rutas vinculadas con la generacion de especies reactivas de oxigeno,
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vinculadas con el estrés oxidativo e implicadas en la iniciacion y complicaciones

de la DM2.

Relacion del Proceso Inflamatorio y Estrés Oxidativo.
La produccién de especies reactivas a través de las vias metabdlicas
desencadenadas por la hiperglucemia pueden generar un PIC por estimulo directo
de los RL al inducir dafio tisular, generan produccién de citocinas, infiltracion de
células migratorias de macrofagos, linfocitos y células plasmaticas, las cuales al

ser estimuladas de forma sostenida propician el PIC.

Estrés Oxidativo y Enfermedad Cardiovascular
El EO, juega un papel fundamental en cada una de las etapas de la aterosclerosis,
siendo esta enfermedad vascular cronica un factor de riesgo importante para la
ECV. Los efectos de las EROs sobre la funcién cardiovascular dependen de las
concentraciones en que estas son producidas, ya que una produccion moderada y
controlada por agentes antioxidantes y una serie de cascadas de sefializacion
intracelular compensan la produccion de EROs, sin embargo una continua
sobreproduccién de estas especies ocasionan dafio en los lipidos, proteinas,
principalmente ocasionando alteraciones en sus vias metabdlicas, alteraciones
estructurales y funcionales, de esta manera instalando estados patolégicos como

las ECV.*®
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SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Estd constituido por un grupo de sustancias que al estar presente en
concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o previenen
significativamente la oxidacion de este. Como sustrato oxidable se pueden
considerar casi todas las moléculas orgénicas o inorganicas que se encuentran en
las células vivas, como proteinas, lipidos, hidratos de carbono y las moléculas de
ADN. Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al
reaccionar-interactuar mas rapido con los radicales libres del oxigeno y las
especies reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas presentes, en un
determinado microambiente, membrana plasmética, citosol, ndcleo o liquido
extracelular. La accién del antioxidante es de sacrificio de su propia integridad
molecular para evitar alteraciones de moléculas, lipidos, proteinas, ADN, etc.,
funcionalmente vitales 0 mas importantes. Su accién la realizan tanto en medios
hidrofilicos como hidrofébicos. Actian como eliminadoras (Scavengers), con el
objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante a favor de estos
altimos. Los antioxidantes exdgenos (Vitamina A, E, C), actian como moléculas
suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la reposicion de
ellos debe ser continua, mediante la ingestibn de los nutrientes que los
contienen.*

Superdxido Dismutasa

Dentro de las defensas oxidantes esta la superdxido dismutasa (SOD) la cual se
encarga de la remocién de los radicales superoxido producidos en la cadena de

trasporte electrénico mitocondrial, convirtiéndolos en peréxido de hidrogeno que al
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reaccionar con la enzima catalasa se forma agua, de esta manera se evita el dafio
celular.®® El anién superdxido es el primer eslabén de la cadena de EROs. La
velocidad de produccion del superdxido y la actividad de la SOD definen una
concentracion estable de este radical libre, de tal manera que la velocidad de

produccién debe ser igual a la velocidad de utilizacién.*®

Glutation Reductasa

La glutation reductasa (GRd) es una flavoenzima dependiente del nicotinamin
adenin dinucleétido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reduccion del
glutatiéon oxidado (GSSG) a glutatién reducido (GSH) el cual sera utilizado por la
glutation peroxidasa (GPx) para la reduccion del peroxido de hidrégeno (H20,) y
de lipoperoxidos (L-OOH), los cuales son elementos téxicos. Es decir,
especificamente tiene una funcién de pivoteo en el estrés oxidativo.

La GRd permite mantener concentraciones de GSH en la célula ya que este es de
utilidad en la recuperacion de las vitaminas C (acido ascérbico) y E (alfa-tocoferol)
luego de participar en la eliminacion de radicales libres generados in situ 0 a
distancia. EI GSH interviene ademas en la detoxificacion de compuestos
xenobidticos, el almacenamiento y transporte de cisteina, la regulacién del balance
redox de la célula, el metabolismo de los leucotrienos y las prostaglandinas, la
sintesis de los desoxirribonucledtidos, la funcidon inmunoldgica y la proliferacion
celular.

Por tanto, la alteracion de la actividad de la GRd provocara disminucion en las
concentraciones de GSH dando lugar a un aumento en los niveles de especies

reactivas del oxigeno.
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La alteracion de la actividad de la GRd y de los niveles de GSH por esta
consecuencia se ha reportado en varios procesos patoldgicos y esta asociada con
un aumento del riesgo al estrés oxidativo.

Por lo que esta enzima juega un importante papel en la defensa antioxidante y
debido a su presencia en los diferentes tejidos y 6rganos esta involucrada en la

fisiopatologia de varias enfermedades.*’
Glutation Peroxidasa

La GPx fue encontrada en el eritrocito bovino por Millis en 1957, mas tarde fue

reportada en otros tejidos como el eritrocito humano.

La glutatiébn peroxidasa es una enzima selenio (Se) dependiente que cataliza la
reduccion del peroxido de hidrogeno (H.O2) o lipoperéxido (L-OOH), utilizando

como agente reductor el glutatién reducido (GSH). *®

Existen al menos 3 formas de GPx seleno dependientes: una forma intracelular o
celular (GPx-c), una extracelular o plasmatica (GPx-p) y otra con actividad
especifica para los fosfolipoperéxidos (GPx-PH) que por lo general esta asociada
a la membrana y aunque su actividad es la misma, poseen diferencias

estructurales. *°

La deficiencia de Se induce una baja actividad de GSH-Px, dejando la célula
expuesta a la accion nociva de los metabolitos oxigenados reactivos, (que se
producen durante el metabolismo aerobio), lo que produce alteraciones en la

estructura de los lipidos, proteinas, polisacaridos, DNA y otras macromoléculas
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celulares. No sélo se altera la funcionalidad celular sino también la estructura de
organelos intracelulares como mitocondria, lisosoma, pared y estructura celular.
Como producto de la deficiencia de Se, el estrés oxidativo se ha asociado con la
presentacion de algunas patologias.> Ademaés, algunas citoquinas como el factor
de necrosis tumoral (TNF), el interferén (IFN) y la interleucina-1 (IL-1) son capaces

de inhibir la actividad de la GPx.

Remacle y cols. (1992) desarrollaron un modelo tedrico de interaccion bioquimica
entre las enzimas antioxidantes, de tal modo que hay una cooperacion aditiva y
sinérgica entre las enzimas antioxidantes, ya que la proteccion entre SOD y GPx

es aditiva y entre GPx y CAT (Catalasa) es sinérgica.”*

RIESGO CARDIOVASCULAR

El riesgo cardiovascular es la probabilidad que tiene un individuo de padecer
alguna enfermedad de tipo cardiovascular. El célculo del riesgo de padecer
enfermedad aterosclerosa sintomatica es muy importante en la poblacién
asintomatica puesto que la ausencia de sintomas no asegura la ausencia de
enfermedad. Ya que en la mayoria de los casos estos factores no actidan en
forma aislada sino que aparecen en la misma persona en diversas combinaciones

gue interactian para favorecer la enfermedad cardiovascular.
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Cuando el individuo ya ha tenido un evento cardiovascular no tiene sentido el
calculo de riesgo pues se le considera un individuo en riesgo maximo y debe

recibir tratamiento.

Para el célculo del riesgo cardiovascular global se han utilizado mayoritariamente
las estimaciones que provienen del estudio Framingham, que recomienda el
Programa Nacional de Educacion para el Colesterol de los Estados Unidos
(NCEP) en su version 3 del Programa de Tratamiento para los Adultos (ATP-I11).%2
Este calculo se hace por medio de una ecuacion que calcula el riesgo coronario

tanto de morbilidad como de mortalidad para los siguientes 10 afios.

El estudio Framingham es un seguimiento de una cohorte que se inici6 en 1948
con una muestra original de 5209 hombres y mujeres con edades entre 30 y 62

afios, del pueblo de Framingham en Massachusetts, Estados Unidos.>*

Entre los factores de riesgo cardiovascular que se toman en cuenta en el estudio
de Framingham, se encuentran la edad, el sexo, la presién arterial, el tabaquismo,
colesterol total (CT), niveles altos de lipoproteinas de baja densidad (LDL), niveles
bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL), la diabetes, obesidad, hipertrofia
ventricular izquierda, antecedentes familiares de enfermedad coronaria
prematura.> En donde a cada uno de estas variables se le da una puntuacion, y
la suma de todas las variables en las tablas de Framingham nos determinan el

factor de riesgo para enfermedad cardiovascular a 10 afios.
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La enfermedad cardiovascular tiene un origen multifactorial®™. Por lo que los
profesionales de la salud somos los encargados de identificar a las personas con
factores de riesgo para presentar una enfermedad cardiovascular a corto o largo
plazo y aplicar las estrategias adecuadas para prevenir el desenlace de un

episodio agudo cardiovascular.
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VIlIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prevalencia de DM2 en nuestro pais en adultos a nivel nacional es del 14%, y
es mayor en las mujeres, que en los hombres. En el grupo de 50 a 59 afios, dicha
proporcion es de 13.5%. En el grupo de 60 a 69 afios, la prevalencia es de
19.2%.°°

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 Institucién para la
deteccion de ésta patologia.

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

pacientes con DM2 es de 2 a 4 veces mayor que en la poblacién sin DM2. >’

Por lo que con base a la asociacién entre MPO, estrés oxidativo, inflamacion®® y
resistencia a la insulina, se espera que la actividad de MPO podria 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 y
enfermedad cardiovascular, se podra hacer conciencia en la poblacion para
establecer mas estrictamente cambios en el estilo de vida o intervenir de manera
farmacolbgica de forma temprana para modificar la lesion endotelial por Rl y
disminucién en la actividad de MPO. La cual por investigaciones previas se ha
visto que ocasiona disminucion de la biodisponibilidad del 6xido nitrico, siendo

responsable de la disfuncion endotelial, favoreciendo de esta manera al proceso
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aterosclerotico y enfermedad cardiovascular. En varias investigaciones en
personas con dolor toracico se ha visto que la MPO identifica a los pacientes con
riesgo para evento coronario en los periodos siguientes de 30 dias a 6 meses, aun
en ausencia de necrosis del miocardio, esto porque es un indicador de placa
vulnerable.

Por lo que en este trabajo se pretende investigar si la MPO es un factor prondstico
temprano para enfermedad cardiovascular en familiares de pacientes con DM2,
aun siendo asintométicos, pero que sin embargo, tienen factores de riesgo para

enfermedad coronaria.

Por lo que las preguntas a investigar son:

¢Existe asociacion entre la actividad de la mieloperoxidasa y resistencia a la

insulina en individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2?

¢cLa MPO es un factor pronéstico temprano de riesgo para enfermedad

cardiovascular en individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2?
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IX.  JUSTIFICACION

Los familiares de pacientes con DM2 cursan en etapas tempranas con
hiperinsulinemia®, factor de riesgo para el desarrollo de desérdenes que incluyen
hipertension arterial, enfermedad arterial coronaria, dislipidemias y DM2 que son
enfermedades prioritarias de nuestro sistema de salud.

Se pretende en el laboratorio del CIBIMI del IMSS en Morelia, Michoacén, la
implementacion de la técnica para cuantificar la actividad de la MPO para asi
poder establecer su posible relacién con la Rl y determinar si ésta enzima se
puede establecer como factor prondstico de enfermedad cardiovascular temprana
en familiares de pacientes con DM2.

El beneficio de establecer la actividad de esta enzima como factor prondstico es
conocer en etapas tempranas el 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.

HIPOTESIS
La actividad de la mieloperoxidasa se asocia con resistencia a la insulina en

individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2.
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X. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Investigar la asociacién de la actividad de la mieloperoxidasa y resistencia a la

insulina en individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2.

OBJETIVO ESPECIFICO
Establecer si la MPO es un factor prondstico temprano de riesgo para enfermedad

cardiovascular en individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2
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XI. MATERIAL Y METODOS

a) Tipo de estudio
Transversal comparativo.
Poblacioén: Individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2 de la Unidad de

Medicina Familiar N° 80 del IMSS en Morelia, Michoacan

b) Tamafio de Muestra
Se calculé el tamafo de la muestra con base a la ecuacion de estimacion de

diferencia de proporciones (tamafio de muestra para cada grupo).

Se estima que el 85% de los individuos con antecedentes heredofamiliares de
DM2 cursan con Rl y 15 % de los mismos no tiene RI.

El tamafio de la muestra para cada grupo seréa de:

n="pP; (100-P1) + P> (100-P2)

Donde:
P1 = Proporcion de individuos con antecedentes heredofamiliares con RI. (85%)
P,= Proporcion 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)
M= —mmmmmmmmmmmeeee e
8y 8y
2550
-------------------------- = 39.8 = 40 individuos por grupo
64

c) Criterios de seleccion
Inclusion:
e Familiares de primer grado con antecedentes heredofamiliares de DM2.
e Edad entre 20 y 60 afios.
e Con IMC > de 25 kg/m*
¢ Sin modificaciones en el peso corporal al menos 3 meses previos al ingreso
del estudio.
No Inclusién
e Pacientes con diagnéstico ya conocido de DM2 y/o HTA.
¢ Que no deseen participar en el estudio.
Exclusién
e Pacientes que al momento del estudio resulten con diagndstico de DM2
e Presencia de enfermedad crénica.
¢ Ingesta de medicamento que modifique las concentraciones de glucosa

o de insulina.
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d) Descripcion de las variables

VARIABLE

DEFINICION

TIPO DE

VARIABLE

INDIVIDUOS CON

AHF DE DM2.

Familiares de primer grado de los
pacientes con DM2 presentan un
riesgo elevado de desarrollar dicha

patologia a lo largo de la vida.

Cuantitativa

EDAD

Termino que se utiliza para hacer
mencion al tiempo que a vivido una

persona.

Cuantitativa

GENERO

Se refiere al término masculino o
femenino, de la persona que

participa en el estudio.

Categodrica

PESO CORPORAL

Es una magnitud vectorial, el cual
se define como la fuerza con la
cual un cuerpo actia sobre un
punto de apoyo, a causa de la
atraccion de este cuerpo por la

fuerza de la gravedad.

Cuantitativa

TALLA

Estatura o longitud del cuerpo
humano desde la planta de los

pies a la parte superior del craneo

Cuantitativa
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expresada en centimetros.

INDICE DE MASA

CORPORAL

Es un método que permite una
clasificacion  sencilla, de Ila
obesidad en grados, la féormula
para calcularlo es, peso corporal
en Kg, dividido entre la talla en

metros cuadrados.

Cuantitativa

% DE GRASA

CORPORAL

Es la cantidad total de grasa ( es
decir la esencial y la almacenada)
que se encuentra en el cuerpo
humano. ElI cual da un peso
independiente del musculo y del
agua corporal de la misma

persona.

Cuantitativa

RIESGO

CARDIOVASCULAR

Es la probabilidad que tiene un
individuo de padecer alguna

enfermedad de tipo cardiovascular.

Cuatitativo

GLUCOSA

Es un carbohidrato , el cual se
obtiene tanto de los alimentos,
como de su produccion endogena
en higado y rifiones por medio de

la glucogendalisis y

Cuantitativa
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gluconeogénesis; su concentracion
plasmatica normal oscila entre 70-
100mg/dl, con variaciones
transitorias mayores a después del

consumo de los alimentos.>®

INSULINA

Es una hormona polipeptidica
formada por 51 aminoacidos,
producida y secretada por las
células beta de los islotes de

Langerhans del pancreas.

Cuantitativa

COLESTEROL

TOTAL

El colesterol es el principal esterol
del organismo humano y precursor
de todos los demés esteroides
corporales. Se encuentra formando
parte de membranas celulares,
lipoproteinas, &cidos biliares y

hormonas esteroideas.

Cuantitativa

TRIGLICERIDOS

Los triglicéridos son el principal
tipo de grasa transportado por el
organismo. Recibe el nombre de

su estructura quimica.

Cuantitativa
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LIPOPROTEINAS DE

ALTA DENSIDAD

Son aquellas lipoproteinas que
transportan el colesterol desde los

tejidos del cuerpo hasta el higado.

Cuantitativo

LIPOPROTEINAS DE

BAJA DENSIDAD

Son macromoléculas circulantes
derivadas  del  procesamiento
lipolitico de las VLDL por accién de
diversas lipasas extracelulares,
principalmente la lipasa

lipoproteica.

Cuantitativa

RESISTENCIA A LA

INSULINA

Se define como la disminucion de
la respuesta biologica de dicha
hormona sobre sus tejidos

blanco.®°

Cuantitativo

MIELOPEROXIDASA

Es wuna hemoperoxidasa que
derivada de los leucocitos,®* que
genera varios oxidantes reactivos
gue inician la peroxidacion de los
lipidos, proteinas y acidos
nucléicos. Participa en la
promocién y/o propagacién de la
inflamacion y el estrés oxidativo

para la generacion de

Cuantitativo
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ateroesclerosis.®

FACTOR DE

NECROSIS

TUMORAL ALFA

El TNF o es wuna citoquina
producida principalmente por los
monocitos, linfocitos, tejido
adiposo y musculo. Se considera
un regulador importante de la

sensibilidad a la insulina.

Cuantitativo

INTERLUCINA-6

La IL-6 es una citoquina
multifuncional producida por
diferentes tipos de células,
incluyendo las células del sistema
inmune, células  endoteliales,
fibroblastos, miocitos y tejido
adiposo, intermediando en la
respuesta inflamatoria y de

estrés.%

Cuantitativo

GLUTATION

REDUCTASA

Es una flavoenzima que cataliza la
reduccion del glutatibn oxidado a
glutation reducido el cual sera
utilizado por la glutation peroxidasa
para la reduccion del peréxido y de

lipoperéxidos, los cuales son

Cuantitativo
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especies reactivas del oxigeno.
Esta enzima juega un importante
papel en la defensa antioxidante y
debido a su presencia en los
diferentes tejidos y Organos esta
involucrada en la fisiopatologia de

varias enfermedades.

GLUTATION

PEROXIDASA

La glutation peroxidasa es una de
las enzimas que participan en las
transformaciones de especies
reactivas del oxigeno, catalizando
la reducciébn del peréxido o
lipoperéxido, para lo cual utiliza
como agente reductor al glutation
reducido. Esta enzima desempefia
un importante papel en la defensa
antioxidante por su localizacién en
todos los 6rganos y tejidos, como
parte del sistema antioxidante del
glutation, por lo que esta

involucrada en la fisiopatologia de

Cuantitativo
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varias enfermedades.
SUPEROXIDO La enzima que cataliza la | Cuantitativo
DISMU TASA dismutacion de superoxido en

oxigeno y peréxido de hidrégeno.

Debido a esto es una importante

defensa antioxidante en la mayoria

de las células expuestas al

oxigeno.
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XIl.  METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS

A cada paciente que reunio los criterios de inclusion se le dio cita en el consultorio
de investigacion de la UMF 80 del IMSS en Morelia, Michoacéan en donde se les
realiz6 una Historia Clinica completa acudiendo en ayuno de 8 a 12 h para las
siguientes determinaciones:

1. Se pesaron y midieron a los pacientes en bascula con estadimetro
previamente calibrada, con ropa ligera y sin zapatos, para el calculo del indice de

masa corporal (IMC) con el indice de Quetelet.

2. Se les realiz6 la prueba de Bioimpedancia eléctrica para la estimacion del %
de grasa corporal, (Modelo TANITA TBF-215).

3. Se colectaron 13 mL de sangre venosa. Se sirvieron 7 mL en tubo sin
anticoagulante (rojo) para la obtencion de suero y se realizé la cuantificacion de
glucosa, insulina, colesterol total (CT), triglicéridos (TG), lipoproteinas de alta
densidad (HDL) por métodos enzimaticos colorimétricos. Las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) se calcularon con la ecuacion de Friedewald (LDL= CT-
(HDL+TG/5).

4. Para IL-6 (N° Cat 583361, Cayman Chemicals Company Ann Harbor, USA),
TNF a (N° Cat KH3011, Invitrogen Corporation. Frederick, MD 21704 USA),
Glutatiébn Reductasa (N° Cat 703202, Cayman Chemical Company. Ann Arbor, Mi
48108), glutation peroxidasa (N° Cat 703102, Cayman Chemical Company. Ann
Arbor, Ml 48108) y superéxido dismutasa (N° Cat 706002, Cayman Chemical
Company Ann Arbor Ml 48108) fueron realizados por ELISA. Se sirvieron 3 mL

de sangre en tubo con heparina litio (tapén verde) en donde se separé el plasma y
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los neutréfilos para la determinacion de la actividad de mieloperoxidasa. La
actividad de la MPO se midi6 en el suero de los pacientes sin necesidad de
purificar la muestra con un ensayo inmunomeétrico (EIA).

Una vez realizadas las determinaciones bioquimicas se estimé la resistencia a la
insulina por el indice HOMA,®® (valor normal < 2.5, cifras mayores se considera a
la persona con RI), con lo cual se formaron 2 grupos uno con Rl y otro sin RI.

Con base en los resultados de laboratorio y la historia clinica se estimo el riesgo
para enfermedad cardiovascular en hombres y mujeres sobre un periodo de 10
afios con las tablas realizadas en base al estudio de Framingham,® (anexo 2), el
cual clasifica el riesgo para enfermedad cardiovascular en muy bajo (hombres de
-9 a -1 puntos; en mujeres -19 a -5 puntos), bajo (hombres de 0 puntos; mujeres
de -4 a 0 puntos), moderado (hombres de 1 a 3 puntos; mujeres 0 a 2 puntos), alto
(hombres de 4 a 12 puntos; mujeres de 3 a 12 puntos) y muy alto riesgo (hombres
mayor de 13 puntos; mujeres de 13 a 23 puntos); esto en base a la suma de
puntos que le da a cada una de las variables que condicionan factor de riesgo
cardiovascular (sexo, edad, c-LDL, c-HDL, Presion sanguinea, Presencia o

ausencia de DM2, habito tabaquico).
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Xlll.  ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron en promedio + desviacion estandar. Se realizé prueba t
de Student para muestras independientes para la comparacion entre los grupos
con Rl y sin RI. Se realizo la correlacién de Pearson para determinar la asociacion
entre las variables. Se utilizd un modelo de regresion lineal por el método de
pasos sucesivos para evaluar el poder predictivo de las variables en estudio sobre
la variable dependiente que fue la RI (objetivo general) y para el riesgo
cardiovascular (objetivo especifico). Se determiné el Riesgo Relativo de las
enzimas de estrés oxidativo y parametros de inflamacion tomando como variable
de riesgo la RI. Se establecid diferencia estadistica significativa con P < 0.05. Los
datos se analizaron en el programa computacional SPSS versiébn 18.0 para

Windows.
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XIV. CONSIDERACIONES ETICAS.

Los procedimientos propuestos estan de acuerdo con las normas éticas, el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud
y con la declaracion de Helsinki de 1975 y sus enmiendas, asi como los codigos y
normas Internacionales vigentes para las buenas practicas en la investigacion
clinica. Ademas de todos los aspectos en cuanto al cuidado que se debera tener
con la seguridad y bienestar de los pacientes se respeta cabalmente los principios
contenidos en el Cdédigo de Nuremberg, la Declaracién 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 Investigacion
para la salud en su titulo segundo, capitulo 1, articulo 13, que a su lectura dice que
“en toda investigacién en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan
prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccién de sus derechos y
bienestar”. En el Articulo 14 de la misma Ley General de Salud menciona que “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
investigacion o su representante legal”. En su Articulo 15 dice: “Cuando el disefio
experimental de una investigacion que se realice en seres humanos incluya varios
grupos, se usaran métodos aleatorios de seleccion para obtener una asignacion
imparcial de los participantes en cada grupo y deberan tomarse las medidas

pertinentes para evitar cualquier riesgo o dafo a los sujetos de investigacion. En el
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Articulo 16 dice que “En las investigaciones en seres humanos se protegera la
privacidad del individuo sujeto de investigacion, identificandolo solo cuando los
resultados lo requieran y éste lo autorice”. Otro Articulo que se debe cumplir es el
17 donde “Se considera como riesgo de la investigacién a la probabilidad de que
el sujeto de investigacion sufra algin 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
transversal comparativo, en el cual se realizaron procedimientos comunes de

examenes fisicos, diagnosticos de rutina y en este caso estudios de laboratorio.

A los participantes del estudio se les dio a firmar la carta de consentimiento
informado por escrito una vez que se les explicé en qué consistia el estudio, y su

participacion.

Y para tener cumplimiento cabal de lo antes mencionado el estudio se sometié a
aprobacion por el comité local de ética e investigacién otorgando el nimero de

registro R-2007-1602-1.
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XV. RESULTADOS

Se captaron 98 participantes de la UMF 80 Morelia Michoacéan, ninguno de ellos al
ingreso del estudio se conocia con enfermedades cronicas (DM2 y/o HTA), todos

ellos son familiares de primer grado de personas con DM2.

De estos se excluyeron a 14 participantes, 12 de ellos porque al momento de
realizarles la historia clinica comentaron que tomaban medicamentos que pueden
alterar las cifras de glucosa, colesterol y citoquinas proinflamatorias, y 2 porque al
ingreso del estudio se detecto que tenian cifras de glucosa compatibles con el

diagnéstico de DM2. Teniendo por lo tanto un total de 84 participantes.

Del total de los 98 participantes se detectaron a 2 con DM2 (2.3%), 18 (18.4%) con

intolerancia a la glucosa (ITGA), y con glucosa normal a 78 (79.6%) participantes.

Con la determinacion de HOMA se formaron dos grupos; el primer grupo con
resistencia a la insulina (GRI) n= 43, el segundo grupo sin resistencia a la insulina

(GNRI) n=41.
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En el cuadro | se muestran las caracteristicas clinicas y antropométricas en los

grupos de estudio.

En el GRI la media de edad fue de 39.6+1.48 afos de edad, en el GNRI la media
de edad fue de 38.37+1.57 afos de edad. La TAS y la TAD en ambos grupos
oscila dentro del rango de normalidad, no habiendo diferencia estadistica en ellos.
En ambos grupos la CC es mayor de 90cm, ligeramente mayor en el GRI
93.51+1.47cm y en el GNRI de 90.49+1.65cm. La media de IMC en el GRI es de
28.85+0.62Kg/m? y en el GNRI 28.25+0.67Kg/m?. En cuanto al %GC en el GRI se
tuvo una media de 36.00£1.04%, en el GNRI 34.39+1.26%.

Las caracteristicas clinicas y antropométricas fueron semejantes en ambos

grupos. En ninguna de estas variables se encontro significancia estadistica.

CUADRO I VARIABLES CLINICAS Y ANTROPOMETRICAS EN LOS
FAMILIARES DE PACIENTES CON DM2.
VARIABLES GRI GNRI P
n=43 n=41

Edad (afios) 39.6+1.48 38.37 £1.57 0.568
TAS (mm/Hg) 108.95 +2.33 106.71+1.95 0.465
TAD /mm/Hg) 70.58+1.55 69.88+1.56 0.751
C. Cintura (cm) 93.51+1.47 90.49+1.65 0.175
Peso (Kg) 69.49+1.81 70.69+£1.73 0.635
Talla (m) 1.56+0.01 1.58+0.01 0.260
IMC (Kg/m?) 28.85+0.62 28.25+0.67 0.512
%GC (%) 36.00+1.02 34.39+1.26 0.324

TAS: Presion arterial sistélica;

| TAD: Presion arterial diastolica; C. Cintura: Circunferencia cintura;
IMC: Indice de masa corporal; %GC: Porcentaje de grasa corporal.
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En el cuadro Il se analizan las variables bioquimicas de los participantes, tanto del
GRI como del GNRI.

CUADRO Il. VARIABLES BIOQUIMICAS EN FAMILIARES DE PACIENTES CON
DM2.

VARIABLES GRI GNRI P
n=43 n=41
Glucosa (mg/dL) 94.45+2.10 85.05+1.91 0.001
Colesterol (mg/dL) 194.1845.71 195.17+6.59 0.909
Triglicéridos (mg/dL) 182.36+12.67 163.65+13.18 0.309
LDL (mg/dL) 128.07+5.73 135.47+6.16 0.382
HDL (mg/dL) 27.52+1.82 26.97+1.75 0.828
VLDL (mg/dL) 36.47+2.53 32.73+2.63 0.309
Acido Urico (mg/dL) 4.57+0.11 4.58+0.13 0.952
Insulina (Ul/mL) 18.44+0.97 9.55+0.26 0.0001
RI 4.28+0.24 1.99+0.05 0.0001

LDL: Lipoproteinas de baja densidad; HDL: Lipoproteinas alta densidad; VLDL: Lipoproteinas de

muy baja densidad; RI: Resistencia a la Insulina.

En ambos grupos las concentraciones de glucosa se encontraron en rangos de la
normalidad, pero la media del GRI fue de (94.45+2.10mg/dL), y en el GNRI

(85.05+1.91mg/dL), con significancia estadistica.

En el GRI con un total de 43 participantes, 13 (30.2%) de estos participantes
presentaron intolerancia a la glucosa (ITGA) y 30 (69.8%) participantes con cifras
de glucosa plasmatica en ayuno normal. La media de colesterol total en el GRI fue
de 194.184+5.71mg/dL, 15 (34.9%) de estos participantes tuvieron cifras de
colesterol total mayor o igual a 200mg/dl, y 28 (65.1%) participantes de este grupo
tuvieron niveles de colesterol total menor de 200mg/dl. En cuanto a los triglicéridos
la media es de 182.36x12.67mg/dL, 27 (62.8%) participantes tuvieron cifras de

triglicéridos mayor de 150mg/dl y 16 (37.2%) participantes con niveles de
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triglicéridos menor de 150mg/dl. Para el LDL la media fue de 128.07+5.73 mg/dL,
26 (60.5%) presentaron cifras mayores a 120mg/dL, y 17 (39.5%) participantes
con niveles menores de 120mg/dl. HDL tuvo una media de 27.52+1.82mg/dL,
VLDL con una media de 36.47+2.53mg/dL, &cido urico con media de
4.57+0.11mg/dl. Para la insulina la concentracion media en este grupo de
participantes fue de 18.44+0.97Ul/mL por lo que se tiene una media de RI de

4.28+0.24

En el GNRI con un total de 41 participantes solo 3 (7.3%) de los participantes se
les detectd ITGA, y 38 (92.7%) participantes con glucosa plasmatica en ayuno
normal. 19 (46.3%) de estos participantes tuvieron cifras de colesterol total
mayores o iguales a 200mg/dL, y 22 (53.7%) con niveles de colesterol total menor
de 200mg/dI, teniendo una media de 195.17+6.59mg/dL, 20 (48.8%) participantes
de este GNRI manejo cifras de triglicéridos mayores de 150mg/dl, 21 (51.2%)
participantes con niveles de triglicéridos menores de 150,g/dl, con una media de
163.65+13.18mg/dL. Para el LDL 25 (61%) de los participantes presentaron cifras
por arriba de 120mg/dl, y 16 (39.0%) participantes con niveles menores de
120mg/dl, teniendo una media de 135.47+6.16mg/dL. En cuanto al HDL su media
fue de 26.97+£1.75mg/dL. Para el VLDL la media es de 32.73+2.63mg/dL. El acido
arico tuvo una media de 4.58+0.13mg/dL. El valor medio de la insulina en este

GNRI fue de 9.55+£0.26Ul/mL, por lo que la media de la Rl es de 1.99+0.05.

Dentro de estas variables bioquimicas se encontré que hubo diferencia estadistica

significativa en la insulina y Rl con un P=0.0001.
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En el cuadro Ill se exponen las variables de estrés oxidativo e inflamacién de los

pacientes con familiares con DM2.

CUADRO Ill. VARIABLES DE ESTRES OXIDATIVO E INFLAMACION EN
FAMILIARES DE PACIENTES CON DM2.
VARIABLES GRI GNRI P
n=43 n=41

GRd (nmol/min/mL) 9.93+2.32 23.51+8.22 0.109
GPx (nmol/min/mL) 7.15+2.05 12.12+6.25 0.439
SOD (U/mL) 27.59+1.70 22.17+1.17 0.011
MPO (pg/mL) 325.10+25.31 191.57+£16.26 0.0001
TNF a (pg/mL) 15.64+1.06 9.81+0.47 0.0001
IL-6 (pg/mL) 33.18+1.51 22.83+3.53 0.008

GRd: Glutation Reductasa; GPx: Glutation Peroxidasa; SOD: Superéxido Dismutasa; MPO:
Mieloperoxidasa; TNF a: Factor de necrosis tumoral alfa; IL-6: Interleucina 6.

Los datos se expresan en promedio + error estandar. Prueba t de Student para muestras
independientes. P<0.05

En esta tabla se encontraron diferencias en las medias entre los dos grupos; en el
GRlI la GRd fue de 9.93+2.32 nmol/min/mL y en el GNRI de
23.51+8.22nmol/min/mL, mismo comportamiento para GPx ya que en el GRI su
media fue 7.15+2.05nmol/min/mL, inferior a la del GNRI 12.12+6.25nmol/min/mL,
en ambos marcadores aunque se encontré6 diferencia en sus medias,
estadisticamente no hay significancia. La media de la SOD en el GRI es de
27.59+1.70U/mL y en el GNRI de 22.17+1.17U/mL, teniendo una significancia
estadistica de P=0.011. En la MPO la media en el GRI 325.10+£25.31pg/mL; y en el
GNRI 191.57+16.26pg/mL, siendo esta variable estadisticamente significativa con
un P=0.0001. Con respecto a los parametros de inflamacién también se observa

una diferencia entre ambos grupos, puesto que la media de TNF a es de
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15.64+1.06pg/mL en GRI y en el GNRI la media es de 9.81+0.47pg/mL; con
respecto a la IL-6 la media en el GRI es de 33.18+1.51pg/mL y en el GNRI la
media fue de 22.83+3.53pg/mL. Siendo tanto el TNF a como la IL-6

estadisticamente significativas.
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En el cuadro cuatro para modelizar la relacion entre RI (variable dependiente) y las

variables independientes (SOD, IL-6, GPx, GRd, TG, %GC), se realiz6 una

Regresion lineal. En el cuadro IV se muestra el modelo con las variables

independientes (incluidas) que predicen RI.

CUADRO IV. MODELO DE REGRESION LINEAL CON LAS VARIABLES QUE

PREDICEN LA RESISTENCIA A LA INSULINA.

a) Variables incluidas.

Modelo Coeficientes no | Coeficientes
estandarizados tipificados T Sig.
B Error tip. Beta
1. (Constante) -2.483 1.541 1.611 | 0.111
MPO (pg/mL) 0.003| 0.001 0.273 | 2.616 | 0.011
CC (cm) 0.043| 0.016 0.269 | 2.717 | 0.008
TNF alfa (pg/mL) 0.068| 0.028 0.252 | 2.415 | 0.018

a. Variable dependiente: Resistencia a la Insulina.

MPO: Mieloperoxidasa; CC: Circunferencia de cintura; TNF alfa: Factor de Necrosis Tumoral

En este modelo de regresion lineal en donde se estima el efecto de una variable

sobre otra, vemos que dentro de las variables incluidas hay relacion positiva entre

ellas, puesto que éstas variables son estadisticamente significativas, esto es que

la MPO, la CC y el TNF a son variables que tienen una influencia directa sobre la

RI (variable dependiente).
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r= 0.344; P= 0.002
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Figura 1. Correlacion entre mieloperoxidasa y resistencia a la
insulina en familiares de pacientes con DM2.

En la figura 1, hay una correlacion positiva entre la Rl y la MPO, lo cual nos
explica que a niveles elevados de MPO la RI serd mayor, teniendo una

correlaciéon de r=0.344, y una significancia estadistica de P=0.002.
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En la figura 2 de esta investigacion se demuestra que el TNF a desempaina un
papel importante en la fisiopatogenia de la resistencia a la insulina, ya que a
mayor elevacion de TNF a, mayor tendencia para desarrollar RI, teniendo una

correlacion r=0.325 y un P=0.003. (Figura 2).

r=0.325 P=0.003

TNF alfa pg/mL

Resistencia a la Insulina

Figura 2. Correlacion entre Resistencia a la Insulina y
TNF alfa en Individuos con antecedentes familiares de
DM2.
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En la figura 3 se comprueba que la MPO se libera en mayor cantidad durante el
estrés oxidativo el cual genera un estado inflamatorio liberando una gran cantidad
de TNF q, por lo que hay una relacion directa entre estos dos estados, situacion
que se comprueba en la figura 3, en donde se tiene una linea de tendencia

positiva, con una correlacion de r=0.303 y una significancia estadistica de

P=0.005.

r=0.303 P=0.005
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Figura 3. Correlacion entre TNF alfa y MPO en individuos
con antecedentes familiares de DM2.
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En la figura 4 se muestra un Andlisis de Riesgo Relativo de las enzimas de estrés
oxidativo y parametros de inflamacion en individuos con antecedentes familiares
de DM2, los familiares de primer grado de pacientes con DM2 tienen 2.355 (IC
95% 1.624-3.416) veces mas probabilidad de que la MPO esté elevada
favoreciendo la RI. Con la variable SOD los familiares de paciente con DM2 tienen
2.008 (IC 95% 1.380-2.998) veces probabilidad de tener RI, en cuanto a la variable
TNF a su riesgo de tener Rl es de 1.962 (IC 95% 1.368-2.812).

En cuanto a la GPx, GRd e IL-6, estas variables contienen a la unidad por lo que

estadisticamente no se encontraron con significancia en este estudio.

2.335
MPO = IC95% 1.624-3.416
SOD I 2'908 IC95% 1.380-2.998
1.279
GPx ¥ IC95% 0.838-2.812

GRd (I)Egl—i IC95% 0.500-1.520

2.375
IL6 L IC 95% 0.842-3.350
1.962
TNFa ® IC 95% 1.368-2.812
0 1 2 3 4

Variable de Riesgo: RI

Figura 4. Riesgo Relativo de estrés oxidativo e inflamacién en individuos con

antecedentes familiares de DM2.
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Para establecer si la MPO es un factor prondstico temprano de riesgo
cardiovascular en la muestra en estudio se realizé el analisis de regresion lineal
tomando como variable dependiente el riesgo cardiovascular y las variables
independientes (CT, TNF a, SOD, IL-6, insulina, LDL, HDL, MPO, GRd, GPx,
gluclosa) se formé un modelo de regresién lineal (r?=0.309; F=11.640; P=0.0001)
(Cuadro V). En esta tabla se muestra que la MPO en los familiares de pacientes
con DM2 no es un factor pronéstico de riesgo cardiovascular en este estudio; las
variables que resultaron predictoras fueron el colesterol total, el factor de necrosis

tumoral alfa y la superéxido dismutasa.

CUADRO V. MODELO DE REGRESION LINEAL CON LAS VARIABLES QUE

PREDICEN EL RIESGO CARDIOVASCULAR.

a)Variables incluidas

Modelo Coeficientes no Coeficientes
estandarizados tipificados
B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) 5.376 .866 6.208 | .0001
CT (mg/dL) -.017 .004 -.443 -4.687 | .0001
TNF a (pg/mL) .048 .023 .200 2.104 .039
SOD (U/mL) .030 .014 .198 2.084 | .040

a. Variable dependiente: RIESGO CARDIOVASCULAR
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XVI. DISCUSION

En esta investigacion se observa que la MPO se asocia directamente con la RI
mas no se puede considerar un factor prondstico temprano de riesgo

cardiovascular en individuos con antecedente heredofamiliares de DM2.

Se conoce que los familiares de pacientes con DM2 cursan con alteraciones en la
tolerancia a la glucosa, incremento en las concentraciones de insulina, alteracion
en la funcién de la célula beta pancreética, lo cual los coloca en riesgo alto para

que a futuro puedan desarrollar DM2 y enfermedad cardiovascular.®’

Es frecuente que los pacientes con Rl puedan presentar concentraciones altas de
triglicéridos por una alteraciobn en la accion que ejerce la insulina sobre la
lipoproteina lipasa (LPL) que convierte los triglicéridos en &cidos grasos libres,
situacién que se present6 en los familiares de pacientes con DM2 incluidos en
este estudio, los cuales cursaban con niveles altos de triglicéridos, adicional a esto
se reportan estudios donde han demostrado que las citocinas producidas por el
tejido adiposo (IL-6, TNF a, entre otras), en especial la IL-6, se cree que participa
directamente en las anormalidades de los lipidos en los individuos con RI.®®
Greenberg y Nonogaki cada uno en su estudio experimental demostr6é que la IL-6
inhibe la actividad de la LPL del adipocito y produce un aumento de la secrecion
de triglicéridos hepaticos,?*"® lo que nos conduce a pensar en dos mecanismos

paralelos de dafio sobre la LPL en el metabolismo de triglicéridos, uno por una

accion inadecuada de la insulina (modelo ampliamente conocido) y otro generado
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por la accion inhibitoria de la IL-6 secretada por el adipocito. Es por estas dos
situaciones que hacen que los familiares de pacientes con DM2, con RI cursen
con niveles altos de triglicéridos.

Tanto la obesidad como la RI condicionan un estado inflamatorio crénico que
induce disfuncién endotelial.”* En este estudio se confirma que los pacientes con
RI cursan con concentraciones altas de TNF a e IL-6, esto por la influencia de la
secrecion de estas citocinas por el tejido adiposo, sin embargo otros estudios
sugieren que la Rl y la inflamacién se localizan a nivel del endotelio vascular, de
tal manera que en arterias de gran calibre se producird aterosclerosis mientras
que en la microvasculatura la disfuncién endotelial tendrd relacion con el
desarrollo de DM2. Esto ultimo debido al estrecho y amplio contacto que existe
entre el endotelio microvascular y tejidos sensibles a la insulina, tales como tejido
adiposo o el musculo esquelético’®”® lo que puede estar en relacién con el riesgo
para enfermedad cardiovascular que tienen los familiares de pacientes con DM2
con Rl y obesidad aun sin tener ninguna sintomatologia clinica.

Evans y cols’® propusieron que las concentraciones altas de glucosa y Acidos
grasos libres (AGL) estimulan el estrés oxidativo que juega un papel importante en
el desarrollo de RI y disfuncion de la célula beta pancreatica. En relacion con este
estudio en donde los familiares de pacientes con DM2 y con RI cursan con mayor
actividad de parametros de estrés oxidativo y menor actividad de la GRd y GPx
(antioxidantes), y aunque los niveles de SOD, (siendo también un antioxidante)
esta elevado en estos participantes nos esta hablando de un defecto de regulacion

de la SOD para transformar el incremento de los radicales superoxido (O;") en
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peroxido de hidrogeno y actuar como un mecanismo de defensa del sistema

celular en contra de dichos radicales en el organismo. "

La MPO es secretada durante la activacion de monocitos y se localiza alrededor
de las células endoteliales después de la degranulacion de leucocitos. MPO utiliza
el peroxido de hidrogeno para producir acido hipocloroso. En este estudio la
actividad de MPO resulto estar incrementada significativamente en los individuos
con RI lo que nos conduce a pensar en el papel central de la MPO como un
catalizador fisiolégico de iniciacién de la lipoperoxidacién de lipidos y conversion
de LDL en moléculas de LDL oxidadas como se reporta por Nicholls'® que en
conjunto con la IL-6 y el TNF a tienden a favorecer la formacién de ateroesclerosis
en los familiares de pacientes con DM2. Situacion que se comprueba en otras
investigaciones en donde se ha visto que la MPO al favorecer la formacion de
radicales libres, actia como importante catalizador enzimatico de peroxidacion
lipidica al generar intermediarios reactivos que promueven la oxidacion lipidica, en
los sitios de inflamacion que en adicién con citoquinas proinflamatorias (como lo
es la IL-6 y el TNF a) favorecen la aterosclerosis. Una de las limitantes de este
estudio fue que a los individuos en estudio no se les realizé un doppler carotideo
para identificar la existencia de la formacién de la placa de ateroma y poder

relacionarla con estos marcadores.

Blankenberg y cols’® mencionan que la baja actividad de la GPx y los niveles
elevados de MPO son factores de riesgo independientes para eventos

cardiovasculares en pacientes con enfermedad coronaria y en pacientes que
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presentan dolor toracico. Nuestros resultados demuestran que los familiares de
pacientes con DM2 con RI cursaron con baja actividad de la GPX y altos niveles
de MPO; en el andlisis de regresion, ambas enzimas no resultaron ser factores
independientes para riesgo cardiovascular, probablemente debido a que estos
individuos asintomaticos se encuentran en una fase temprana de la enfermedad
cardiovascular.

Se requieren de estudios longitudinales para poder evaluar el cambio en las
enzimas de estrés oxidativo en relacion con la aparicion de eventos
cardiovasculares en estos familiares de pacientes con DM2 ya que tienen factores

de riesgo para presentar dicha patologia.
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XVIl. CONCLUSIONES

La MPO es un biomarcador pronostico temprano para determinar Rl en familiares
de pacientes con DM2 ademas estos individuos cursan con incremento en la
inflamacion y estrés oxidativo que favorecen el dafio en el endotelio vascular. Se
requiere de intervenciones tempranas (farmacologicas y no farmacoldgicas) para
retrasar las alteraciones en el metabolismo de la glucosa y prevenir la enfermedad
cardiovascular propia del paciente con DM2.

La MPO no es un biomarcador pronostico temprano para enfermedad
cardiovascular en familiares de pacientes con DMZ2, probablemente porque
nuestros participantes cursaban en etapas tempranas de la enfermedad

aterosclerotica y por lo tanto asintomaticos.
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XVIIl. SUGERENCIAS

Se recomienda que en el primer nivel de atencion a los familiares de pacientes con
DM2 se les inicie con cambios en el plan de alimentacion y de actividad fisica
diaria paralelo a un tratamiento farmacolégico con antioxidantes para modificar la
actividad de dichas enzimas relacionadas con el estrés oxidativo y retrasar la

aparicion de DM2 y enfermedad cardiovascular.
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XX. 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 No0.80 del IMSS.

ACEPTO EN FORMA VOLUNTARIA PARTICIPAR en el proyecto de
Investigacion titulado:
Actividad de la mieloperoxidasay resistencia a la insulina en individuos con
antecedentes familiares de DM2.

El cual se encuentra REGISTRADO ante el H. Comité de Investigacion Local del
HGR No. 1 del IMSS en Morelia, Michoacan con Fecha: 14 de mayo del 2007 y
con N°De Registro: R-2007-1602-1

El objetivo de este trabajo es demostrar si existe alguna asociacion entre la
actividad de la mieloperoxidasa y la resistencia a la insulina en individuos con
antecedentes heredofamiliares de DM2.

La mieloperoxidasa es una enzima que esta en los glébulos blancos de la

sangre y la resistencia a la insulina es la actividad alterada de la accion de la
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hormona insulina en los masculos del cuerpo.

Se me ha explicado que mi participacidon consiste en acudir en ayuno para
una extraccibn de sangre venosa, la cual tiene el Unico inconveniente de la
molestia del piquete y un posible moretén. EIl investigador responsable me ha
informado sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios
derivados de mi participacion en el estudio, asi como al acceso a mis resultados y
se ha comprometido a responder a cualquier pregunta y aclararme dudas que le
plantee acerca de mi participacion 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
gue los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados en forma
confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacion
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 de 201 .
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Resumen

Actividad de la mieloperoxidasa y resistencia a la insulina en individuos con antecedentes
familiares de DM2.

Anel Gémez-Garcia'?, Cleto AIvarez-AguiIarz. Mireya Rivera Rodriguez Centro de Investigacion
Biomédica de Michoacan. 2UMF No.80 Morelia Michoacan.

Justificacién. Los familiares de pacientes con DM2 cursan en etapas tempranas con resistencia a
la insulina que es un factor de riesgo para el desarrollo de DM2. Se pretende cuantificar la
actividad de la MPO para poder establecer una posible relacién con la RI, inflamacién y estrés
oxidativo y determinar si ésta enzima puede ser un factor pronéstico de enfermedad cardiovascular

temprana en individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2.

Objetivo. Investigar la asociacion de la actividad de la mieloperoxidasa y resistencia a la insulina
en individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2.

Planteamiento del problema. Una cuarta parte de los individuos tienen DM2 sin diagnosticar. Se
conoce que los familiares de primer grado de los pacientes con DM2 presentan un riesgo elevado
de desarrollar DM2 y como consecuencia enfermedad cardiovascular. El riesgo de muerte por un
acontecimiento cardiovascular en los pacientes con DM2 es de 2 a 4 veces mayor que en la
poblacién sin DM2. Por lo que con base a la asociacion entre MPO, inflamacion y resistencia a la
insulina, se espera que la actividad de MPO en leucocitos podrian servir para identificar individuos
con un riesgo para adquirir en un futuro DM2 como son los familiares de pacientes con DM2.
Hipotesis. La actividad de la mieloperoxidasa se asocia con resistencia a la insulina en individuos
con antecedentes heredofamiliares de DM2.

Material y Métodos. Muestra, individuos con antecedentes heredofamiliares de DM2. Se les
determind la Rl por HOMA, glucosa y perfil de lipidos por métodos enzimaticos colorimétricos,
Insulina, IL-6, TNF a, glutation reductasa, glutation peroxidasa y superéxido dismutasa por ELISA.

La actividad de la MPO se midié con un ensayo inmunométrico.

Dra. Rivera Rodriguez Mireya Pagina 80



Actividad de la MPO y RI en Individuos con Antecedentes Familiares de DM2. UMF No. 80

(ANEXO 2)

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDA-
DES.

Sep-Feb

2010-2011

Mar-Ago

2011

Sep-Feb

2011-2012

Mar-Ago

2012

Sep-Feb

2012-2013

ESTARIZA-
CION DE
METODOS

RECOLE-
CCION DE
MUESTRA

ANALISIS
DE
RESULTA-
DOS

REDACCION

PRESENTA-
CION DE

TESIS

Nombre y Firma del investigador

que registro el proyecto:

Fecha: Febrero 2011.

Dra. en C. Anel Gémez Garcia.
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(ANEXO 3)

DESGLOSE DE PRESUPUESTO

DESCRIPCION
300 tubos vacutainer tapén rojo
600 tubos vacutainer tapén morado
400 agujas para vacutainer 21Gx38 mm
2000 puntas amarillas p/pipeta
2000 puntas azules p/pipeta
1 frasco Histopaque para linfocitos 500 Ml
1 frasco cloramina T 250 g
1 frasco peroxido de hidrogeno al 50% en agua 500 mL

3 estuches comerciales par cuantificacion de glutation peroxidada

3 estuches comerciales para cuantificacion de glutation reductasa

3 estuches comerciales para cuantificacion de SOD

3 estuches comerciales para cuantificacion de Insulina
3 estuches comerciales para cuantificacion de TNF alfa
3 estuches comerciales para cuantificacion de IL-6

Costo por determinacion del NF-kB

TOTAL

$ 97.02 x 250 muestras
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MONTO (M.N.)
$1,035.00
$1,380.00

$ 465.00

$ 460.00
$517.50
$2,148.00
$635.95
$1,239.60

$ 15,150.20

$ 15,380.30

$ 15,380.30

$ 13,287.00

$ 14, 327.00

$ 14, 327.00

$ 24,255.00

$119,987.85
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(ANEXO 4)

Tabla de Framingham para Estimacion de Riesgo Cardiovascular en Hombres

(sum from stops 1-5) (detarmine CHD sk from point total)
Step 1 Step 7 Step 6
Age =] Adai the i CHD Rigk
Years LOLPts Chol Pts LOLPts 10Yr Choi Pts 10Ye
3034 -1 1) Age - Total CHD Risk Total CHD Risk
3539 0 0] <3 1%
ap-as 1 m 2 2%
4549 2 2 LOL-C or Chot - 2% [«1] (2%)
50-54 3 3 0 2% U] (3%)
95-59 B O] HOL-C 1 o (4] 3%)
6064 5 51 2 4% f2] 14%)
65-69 6 (6} Blood 3 &% [&] 5%]1
70-74 7 jul Pressure o 4 ™ 3] (731
5 % (6] (8%]
6 1% (61 [10%]
Step2 Diabetes —— 7 149, m [13%]
LDL-C 8 18% U] [16%]
(mg/dh) _ {mmoiL) _LDL Pts 9 2% 9] {20%}
<100 <259 e T Smoker Pre 10 2% {10} [25%)
00:129  2.60-336 1 3% fib)] 31%]
130450 337414 12 % [12] 37%]
160-% 415492 1 Point total Tp— 13 7% 13] 4s%)
¢ 214 256% 214) [253%]}
Cholesterol
(mgrd)_{mmolL) Crioi pia
L TETENYY
160-166 4.155.17 )] {COmpare 10 AVRAYR PRrsON your Age)
200239 518621 ] Step §

240-279  5.22:724 ’(g Comparative Risk
Age

Average Average Low**
{years) 10 YrCHD 10 Yr Hard* CHD 10 Yr CHD

Step 3 Risk Risk Risk
[ HOL-C ] 3034 3% 1% 2%
LDL Pts  Chol Pts 35-33 5% 4% 3%
2 ot 7% 4% 4%
45-49 11% % 4%
50-84 4% 10% 5%
55-59 16% 13% e
60-84 21% 20% %
65-69 25% % 1%
T0-T4 30% 25% 14%
Step 4 —
e Blood Pressure
Systohc Diastolic (mm Ha}
(mm Hg) <0 86-84 8589 9099 >100
<120 [Ofo)pts]
120-129 | 00 pts
130139 1[1] pts
140-159 2
160 pia
ot When sysiche and desiobe peassures provos diterent
eatmaks for ponl scones, 150 e hghes nunter
Step 5
Disbetes * Hend CHD euenls enside asgina pectons
LDLPs  Chol Pis
No o o1 " Low risk was calculsled 1o 2 person e same
Yes 2 age, cpimal Bioed pressure, LOL-C 100129 mgic,
o choksterol 160159 modi, HOL-C 45 mg'dl. for
Step 8 men of §5 mg/d.. for wamen, non-smoker, no dabstes
Smoﬁ‘g_________
LDL P& Chol Pis Rk eshmaks ware gerived from e geparionce of
No 0 (4 I gham Heas Sy, a y
Yes 2 21 Caucasan popdialion i Mass 2 usets, USA

Figure 3. CHD score sheet for men using TC or LDL-C categories. Uses age, TC (or LDL-C), HDL-C, blood pressure, diabetes, and
smoking. Estimates risk for CHD over a period of 10 years basad on Framingham experienca in men 20 to 74 years old at basaline.
Average risk estimates are based on typical Framingham subjects, and estimates of idealized risk are basad on optimal blood prassure,
TC 160 to 199 mg/dL (or LDL 100 to 129 mg/dL), HDL-C of 45 mg/dL in men, no diabetes, and no smoking. Use of the LDL-C catego-
ries is approptiate when fasting LDL-C measurements are available. Pts indicates points.
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Tabla de Framingham para Estimacion de Riesgo Cardiovascular en Mujeres.
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Flgure 4. CHD scora sheet forwomean weing TC of LDL-C categories. Usas aga, TC, HDL-C, Nood pressure, dabetes, and smoking.
Estimatas risk for CHD ower @ parkd of 10 years based on Framingham expaienca Inwomsan 20 to 74 years cld at baseling. Average

fisk ectimates are based on typkal Framingham suty

ects, and ectimates of i3aalzad risk are based on optimal blood prassura, TC 180

to 138 mgidL (or LDL 100 to 128 mg/dL), HOL-C of 56 ma/dL inwomen, no dabetes, and no smoking. Use of tha LOL-C categores Is
appropriata when fasting LOL-C measurements ar2 avallabke. Pts indicates paints.
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