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RESUMEN

Para investigar la existencia de resistencla periférica a la insulina y de
hiperinsulinemia en pacientes con anemia apldsica (AA) previas al inicio de terapia
esteroidea y con el objeto de evaluar el riesgo de desarrollar diabetes mellitus no
insulino-dependiente se disefi6 el presente estudio.

Se estudiaron 11 pacientes con diagnéstico de AA adquirida de origen
idiopético y 10 nifios sanos como grupo contrbl, todos los pacientes con AA tenfan
pruebas de funcién hepdtica y renales normales, antecedentes negativos de
trasfusién durante las cuatro semanas previas al estudio; a todos los pacientes se
les realiz6 curva de tolerancia oral a la glucosa (CTOG) de dos horas con previa dieta
rica en carbohidratos por tres dfas, se determiné glucosa e insulina sérica alos 0, 5,
10, 15, 30, 60, y 120 minutos, analizadas por métodos de gluceosa oxidasa y
radioinmunoandlisis respectivamente. Se determind la presencia de resistencia
periférica a la insulina (RPl) e hiperinsulinemia a través de calcular la actividad
periférica de insulina (APl), secrecién integrada de Insulina (SIl) y relacién
glucosa-insulina (Gfi).

Todos nuestros pacientes con AA presentaron hiperinsulinemia y RPI
evidenciadas, la primera por hiperrespuesta a una CTOG, relacién G/l disminuida,
niveles mayores de Sl versus controles (217.6£180 vs 1123+ 68) p < 0.02 y la
segunda por la APl menor que en los controles (0.55 0.13 vs 1,19 0.5) p < 0.01,
no se encontré correlacidén con cifras de hemoglobina (hipoxia) y los niveles de
insulina. Posterior al estudio y durante su evolucién tres pacientes con AA
desarroflaron diabetes mellitus.

Palabras claves: Anemia aplasica, tclerancia oral a la glucosa, diabetes
mellitus, resistencia a la insulina.



SUMMARY

Glucose tolerance was evaluated In eleven patients with diagnosis of adquired
idiopathic aplastic anemia (AA), and compared with ten healthy matched controls.

All patients with AA had negative history of blood transfusion at least four
weeks before the study; their hepatic and renal functions were is normal range.

A two hours oral glucose tolerance test (1.75 g/kg) was performed; 3 days
before the test, the subjects received 150-200 g/day carbohydrates diet.

Glucose and insulin were analised at 0 5, 10, 15, 30, 60, 90, and 120 minutes.

The presence of insulin resistence and hyperinsulinemia was calculated by
insulin periferic activity, integratad secretion and glucose / insulin ratios.

All patients with AA presented with hyperinsulinemia and Insulin periferic
resistence as demostrated by hyperresponse to OGTT, low glucose / insulin ratios,
higher Insulin integrated secretion compared to controls { 217.6+ 180 vs 112.3+68
p < 0.02), lower insulin ﬁeriferic activity than controls ( 0.55+ 0.13vs 1.13+ 0.5p <
0.01 ). There was not correlation between hemoglobine and insulin.

Afther the study 3 patients with AA developed clinical diabetes mellitus.

Key words: aplastic anemia, oral glucose tolerance, diabetes mellitus, insulin
resistence.



INTRODUCCION

En la actualidad el uso de esteroides suprarrenales con accién anabdlica y/o
antiinflamatoria, es comin en el esquema terapeltico de una gran varledad de
enfermedades, cbservandose con frecuencia efectos secundarios indeseables,
sobre todo por las modificaciones en el metabolismo de carbohidratos y en el
balance electrolitico, que se producen cuando la dosis empleada es superior a los 30
mg/maldla de hidrocortisona, o a dosis equivalentes de otros esteroldes con mayor
potencia farmacobioldgica. (1)

La hiperglucemia secundaria al aumento de la gluconeogénesis y a resistencia
periférica a la insulina, se observa en practicamente todos los pacientes, pero en la
mayoria de éstos es reversibles al suspender el esteroide. Sin embargo, en sujetos
con predisposicion genética, esta resistencia periférica no es compensada por un
aumento en la secrecién pancredtica de insulina (hiperinsulinemia), y persiste ain
después de haber suspendido el medicamento, ocasionando diabetes mellitus no
insulino dependiente (DMIND). {1-5)

En pacientes con anemia apldsica (AA) se ha demostrado que previo al iniclo
del esquema terapeltico con esteroides, existe una resistencia periférica a la insulina
(1, 3, 6), que se traduce en intolerancia a los carbohidratos demostrada mediante
una curva de tolerancia oral a la glucosa (CTOG), y en los que el uso de estercides
incrementa de manera importante el riesgo de desarrollar DMNID. (5-13)

El estudio de Joly y Paredes (14) realizado en el Instituto Naclonal de
Pediatrfa, reporta una sobrevida a 2 anos de solo el 12% de los pacientes cuando se
utiliza el esquema combinado de oximetalona (2 mg/kg/dfa) y prednisona (60
mg/meldra), pero esta sobrevida aumenta hasta el 32% si se emplean dosis altas de



metilprednisolona. Sin embargo en este Gltimo grupo, el principal efecto secundario
es el desarrolio de hiperglucemia en 15 de 28 pacientes (53.5%), de los cuales el
21.4% requirié del uso de insulina para su control.

Con Ia finalidad de evaluar la existencia de resistencla periférica a la insulina y
de hiperinsulinemia como expresién de ésta, previas al Inicio de la terapia esteroidea
para el manejo de AA Y con el objeto de identificar el riesgo de desarrollar DMNID en
estos pacientes, se disefid el presente estudio.



MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 11 paclentes (6 mujeres y 5 varones) con diagnéstico de AA
adquirida de origen idiopético, y diez nifios sanos que sirvieron de control.

En los 21 paclentes los criterios de inclusién fueron:

Cifras normales de tension arterial sistémica, tanto antes como durante la
realizaciéon del estudio, ausencia de infecciones agudas, tanto durante el momento
de la prueba como en las dos semanas previas, sin ingesta de medicamentos
durante las 4 semanas anteriores al estudio ni durante la realizacién del mismo (a
excepcion de los pacientes con AA que se encontraban en manejo), y sin
antecedentes heredofamiliares de DMNID ni de otras enfermedades que aumenten el
riesgo de padecerla. Para los pacientes con AA se agregaron los siguientes; pruebas
de funcionamiento hepético y renal normales y que no hubieran sido trasfundidos
durante las cuatro semanas previas al estudio.

Los pacientes con AA fueron divididos en dos grupos de acuerdo a:

Grupo I: Pacientes de diagnostico reciente y que no hubieran iniciado
manejo con esteroldes. Estos pacientes se captaron al azar, de acuerdo a
su presentacién esponténea y consecutiva al Instituto, (n="5)

Grupo ll: Pacientes que en su tratamiento inicial recibieron bolos de
metiiprednisclona intravenosas, a dosis de 20, 10, 5, 2 v 1 ma/kg/dia
durante una semana para cada una de estas dosls, durante 5 semanas
consecutivas (n=6}. En todos los casos el tratamiento se suspendib por lo
menos 6 meses antes de este estudio. Tres paclentes se encuentran sin



tratamiento desde entonces, y otros tres han recibido durante los 6 meses
previos al estudio un esquema combinado con oximetalona a dosis de 2
mg/kg/dla por via oral en una administracién diaria, y con prednisona a

dosis de 60 mg/m?/dfa por via oral en una administracién matutina dnica al
dla. '

Todos los pacientes recibieron dieta rica en carbohidratos, caracterizada por
una Ingesta diaria de por o menos 150 a 200 gramos, durante 3 dfas previos a la
realizacién de la CTOG de dos horas.

Después de 12 horas de ayuno nocturno absoluto, se les did una solucién
glucosada (1.75 g/kg de glucosa con tope de 100 gramos) por via oral, que ingirieron
en maximo 10 minutos. Las muestras para determinacién de glucosa e insulina se
tomaron a los 0, 5, 10, 15, 30, 60, 30 vy 120 minutos. La glucosa sérica se analizé por
el método de glucosa oxidasa (Beckmann) y una alicuota de cada muestra se
congeld (-70°-C) para determinar por radioinmunoandlisls insulina, utilizando kits
comerciales (INSI-PR, CIS bio international, France). Las muestras se corrieron por
duplicado, en un solo ensayo, al terminar de estudiar a todos los pacientes, con
variaciones intraensayo menores dei 1.8%.

Para evaluar la resistencia periférica a la Insulina (RPI) se utilizé la siguiente
formuia (6):

104
pico de glucosa x pico de insulina

donde A= actividad periférica de insulina (API).

Para analizar 1a presencia de hiperinsulinemia se realizaron los siguientes
calculos: .



Secrecion integrada de insulina (Sll) durante la curva de tolerancia oral a la
glucosa, determinacion de &rea bajo 1a curva utilizando la siguiente férmula (8):

AREA= 0.25 (insulina ayunas) + 0.5 (insulina 30 min} + 0.75 (insulina 60 min)
0.5 (insulina 120 min}. ()

Relacidn glucosa/insulina (G). Un valor menor de 3 implica hiperinsulinemia.

Se establece la presencia de RPI si el valor de APl es menor que el de los
controles. Se considera hiperinsulinemia si la Sl es mayor y la G/l menor que las
observadas, respectivamente que en &l grupo control.

Métodos estadisticos: Los resultados se reportan como promedio+ DE.

Por andlisis de varianza ANOVA se comparan la variacion entre los grupos
(entre los promedios) con la variacidn intragrupo (entre las varianzas). Las variables
no paramétricas se analizaron por 1a prueba de Kruskal-Wallis. Para comparar las
variables cualitativas entte grupos se utilizé Ia prueba exacta de Fisher. Se realizd
regresién lineal mditiple para identificar los factores que condicionan

hiperinsulinemia (Sil y G/l). Se considerd un valor de p < 0.05 estadlsticamente
significativo. -

Este estudio fué aprobado por las comisiones de investigacion y ética del
Instituto Naclonal de Pediatria.



RESULTADOS

Las caracterfsticas clfnicas y de Laboratorio de los pacientes con anemia
aplasica se muestran en el cuadro 1, y la de los controles en el cuadro 2.

No existi6 diferencia entre los grupos con respecto a edad o Indice de masa
corporal.

En la figura 1 mostramos que los paclentes con anemia aplasica presentan
hiperinsulinemia, para mantener euglucemia; evidenciadas por los niveles de
insulina, relacion G/l (tigura 2), asl como por niveles mds aftos de Sll (217.6=+ 180 vs
112.3+ 68 de los controles, p< 0.02). La API se encuentra disminulda con respecto
a los controles sanos (0.55+ 0.13 vs 1.19: 0.5, respectivamente, p 0.01) lo que nos
habla de resistencia periférica a la Insulina. (figura 3)

Por anélisis de varianza miiitiple para identificar la correlacion entre los
distintos factorres y la presencia de hiperinsulinemia, no se encontré significancia
estad/stica, especialmente no encontramos correlacién con la cifra de hemogiobina
(hipoxla) y los niveles de insulina.

Paosterior al estudio y durante su evolucién tres pacientes puberales con
anemia apldsica han desarrollado diabetes mellitus, dos pacientes del Grupo | se
diagnosticaron una semana después del inicio del tratamiento con bolos de
metilprednisciona (pacientes 1-2} y una paciente del grupo ll, 5 afios después del
diagndstico de AA (paciente 8).

La respuesta en témings de glucosa y de insulina de los tres pacientes con
AA que desarrollaron diabetes durante su seguimiento se compararon versus Ios



. otros ocho pacientes con AA Y contra los controles. Las concentraclones de Insulina
en los pacientes con AA y diabetes mellitus muestran una curva con respuesta tardfa
y calda rapida en comparacion con la de los pacientes con AA sin diabetes mellitus,
aunque son superiores a las de los controles sanos. No se encontrd ningln factor
pronéstico significativamente diferente (edad, sexo, cifra de hemoglobina, No. de
trasfusiones, dosis de glucoeonicoldgs).

La paciente ndmeto 4 fallecié a los dos meses del diagnéstico de AA por
choque séptico.



DISCUSION

Actuaimente en nuestro medio, el esquema terapetitico de los pacientes con
AA Incluye la utiizacidn de glucocorticotdes a dosls altas, y con relativa frecuencia
estos paclentes desarrollan diabetes esteroldea, que sumado a la alta tasa de

mortalidad de la enfermedad, ensombrece alin mas el pronéstico y la calidad de vida
{14).

La existencia de una secreclon integrada de insulina mds elevada en los
pacientes con AA, asoclada a una actividad plasmatica de insulina menor que en los
controles, hace evidente ia existencia de resistencia periférica a la insuting, e implica
una menor respuesta bioldgica a pesar de existir cantidades elevadas de insulina,
an antes del inicio del tratamiento esteroideo y que persiste durante et mismo. Dado
que a respuesta final de 1a Interaccion de insulina con su receptor es normal en
términos de la glucemia al final de la CTQG, se puede fundamentar que el problema
se encuentra a nivel del receptor para insulina y no de las vias postreceptar, ya que
en eslos casos se cobserva una curva dosis-respuesta o concentracion hormonal
respuesta sdlo discretamente desviada hacia la derecha, en contraste con lo
esperado cuando la alteracién radica en las vias postreceptor, ya que en un sistema
sin amplificacidn de la sefial postreceptor, una disminucién def 50% en el niimero de
receptores o de cualquier etapa postreceptor, produce una disminucion del 50% en
la respuesta bicldgica final, que en nuestros paclentes se caracterizarfa por cifras de

glucemia en rangos diabéticos (mayor de 200 mg/di al terminar el estudio). {5, 6,
15-17)

Todos nuestros pacientes con AA estudtados presentaron hiperinsulinemia y
resistencia periférica a la insulina, evidenciadas la primera por hiperrespuesta a una
CT0G, elevacion en la Sl y refacion G/I disminulda, v la segunda por la presencia de
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APl disminufda, al compararios con el grupo control. Estos hallazgos concuerdan
con lo reportado en la literatura (6), mas sin embargo a diferencia de Issaragrisil y
cols., quienes reportan hiperrespuesta a los 20 y 120 minutos, nosotros encontramos
el pico maximo alos 30 minutos.

Los pacientes con AA que desarrollaron diabetes en este estudio mostraron
una menor respuesta en relacion con los pacientes que no la presentaron. Es declr,
tienen hiperinsulinemia y resistencia periférica a la Insulina, pero su secrecidn de
insulina, a pesar de estar elevada, es Insuficiente para compensar y lograr la
euglucemia; esta deficiencia es més significativa a mayor edad del paciente.

La causa de esta resistencia periférica puede radicar en una alteracidn
genética tanto a nivel funcional del receptor como en las vias postreceptar y puede
ser explicada por el hecho de que en estados de hipoxia crdnica o aguda, la
autofcsforilacién de la tirosina (constituyente del receptor para insulina) se encuentra
disminufda, y ademds de manera secundaria o Independiente se encuentra
disminucién de la fosforilacién de serina, paso indispensable en la activacién de
enzimas dependientes de la accldn insulitica, incluyendo la proteina ribosomal $S-6,
que una vez fosforilada aumenta la sintesis de muchas proteinas celulares necesarias
parala accién postreceptor de la insulina.

Por otro lado, la expresibn en membrana celular de las protelnas
transportadoras de glucosa a nivel de musculo (esquelético y cardiaco) y de tejido
adiposo se encuentra disminulda, lo que Inhibe la captacidn celular de glucosa y
favorece la persistencia de hiperglucemia. Esta hiperglucemia crénica puede
producir *toxicidad” a nivel de la célula beta, bloqueando la expresion del
transportador de glucosa de ésta y evitando el reconocimiento de un estado
hiperglucémico, con la consecuente disminucidn en la secreclén contrarreguladora
de Insullna. La hiperglucemia crénica se presenta cuando por efecto de agentes
adrenérglcos secretados en respuesta a la hipoxia, se estimula a la proteina cinasa G, lo



que favorece la expresion de vfas glucaoneogénicas y glucogenoliticas y por otro lado
altera la sefal del receptar de insulina, aumentando su internalizacién y por ende la
insensibilidad a la hormona. (6.17)

Aparenternente |a presencia de resistencia periférica a la insulina, per sé, no es
suficiente para el desarrollo de diabetes mellitus y es necesaria la coexistencia de
disminuclon en el potencial de secrecidn de insulina causada por la presencia de
agentes adrenérgicos, alteracidn de las vias metabdlicas postreceptor (por la hipoxia
cronica a que estdn sometidos estos pacientes) y la posibilidad de intoxicaclon por
glucosa de la célula beta del pancreas, para que se presente, y esta deficiencia es
mas significativa a mayor edad de la paciente. ().

Los glucocorticoides, como factor precipitante en el desarrolio de DMNID,
producen una disminucién de la unidn del receptor de insulina cen la hormona y
aumentan la sintesis de enzimas contrarreguladoras a nivel transcripclonal, pero
reguieren de la existencia de susceptibilidad genética para ocasionarla. (1-5)

Concluimos que los pacientes con AA cursan con hiperinsulinemia y
resistencia periférica a la insulina y, proponemos que a todos los pacientes con AA
que al momento del diagnéstico estén en etapa puberal debe de realizarse CTOG
para detectar tempranamente a aquellos pacientes con alteracion en la secrecién de
insulina, y ademds implementar en todos un programa para mantener un peso lo
més cercano al ideal para disminulr la resistencia periférica a la insulina
hiperinsulinemia y , por ende el agotamiento del islote.



CUADRO 1

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON ANEMIA APLASICA

No. EDAD (ANO)

17.C6
12.00
8.10
6.10
9.10
5.50
9.30
14.00
9.30
17.20
71

- Om~NO;h N

- o

SEXO

Masc (1)

Fem (2)

Fem (2)
2

N = DN — =t

HB (%)

25
6.4
3.0
5.5
4.1
8.1
3.8
15.5
13.7
3.2
4.4

IMC (PC)

19.87 (50)
15.95 (3)

24.78 (97)
14.66 (3)

17.67 (97)
15.08 (25)
15.14 {25)
23,04 (97)
1654 (75)
22.10 (87)
18.45 (97)

API

0.44
0.52
0.14
1.27
0.40
0.80
0.25
0.19
1.05
0.38
0.68

sl

190.60
176.30
649.25

92.28
158.28
115.28
490.50
163.34
159.45

92.38
107.18

Pacientes sin Tx (1-5) Pacientes con anemia apldsica con Tx (6-11)

IMC = Indice de masa corporal (pesojtalia)

APl = Actividad Periférica Insulina)

SSI = (secrecion integrada de insulina)



CUADRO No.2

RESPUESTA A UNA cTOG { CONTROLES}

Ne. EDAD ANOS) SEXO IMC PCIMC API S

i 12 Masc(1) 18.37 75 1.37 81

2 17 1 21.45 97 219 59.5
3 12 1 18.15 75 0.95 95.9
4 9 Fem 2 16.32 75 217 37.7
5 14 1 14.92 3 0.62 1465
6 9 1 2227 >97 0.92 82.4
7 11 2 11.57 3 1.08 108.1
8 11 2 17.33 75 0.43 1576
9 14 1 23.64 >97 1.96 67.9
10 g 2 22.87 >97 0.23 2764

IMC = Indice ge masa corporal
PCIMC = Porcentila de indice de masa corporal
APl = Actividad periférica de insyling

8II = Secrecisn Integrada dg Insulina,




GLUCOSA (mg/dL)

140

120 |

100

L * = 40
P <0.05
— < {20
{ { H 1 ) ] C
5 10 15 30 60 90 120
TIEMPO (min)

PIGURA 1. Concentraciones séricas de glucosa en nifios con anemia aplisica (AAG)
versus controles (CG) y concentraciones séricas de Insulina en pacien
tes (AAI) versus nifios controles (CI).
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120

FIGURA 2. Relacidn Glucosa Insulina (promedio ¥ desviacisn estindard) en pacientes con anemia

apldsica versus controles.
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FIGURA 3. Actividad periférica de insulina (API) y secrecidn integrada de insulina (SII)
en pacientes con anemia apldsica (P) versus controles (C).
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