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1. RESUMEN

Antecedentes: El envejecimiento es un proceso adaptativo que implica una
disminucién de la respuesta homeostatica como resultado de la acumulacion de
dafios estructurales y funcionales por carga alostatica. Asi mismo, ha sido
asociado con procesos fisiopatoldgicos como la hiperleptinemia, estrés oxidativo y
la inflamacién crénica, los cuales también se presentan en la diabetes mellitus
(DM), por lo que esta enfermedad ha sido propuesta como un modelo de
envejecimiento acelerado. Por tal motivo, se infiere que los adultos mayores (AM)
con DM tipo2 presentaran mayor EOx, hiperleptinemia y niveles altos de proteina
C reactiva (PCR) que los diabéticos jévenes.

Objetivo: Determinar la influencia del envejecimiento sobre el estrés oxidativo, los
niveles séricos de leptina y el proceso inflamatorio crénico en sujetos con DM 2.
Método: Se realizé un estudio observacional, prolectivo, transversal y
comparativo en una poblacion de 97 sujetos con DM tipo 2, 50 AM con promedio
de edad de 6847 anos y 47 adultos jovenes (AJ) con edad promedio de 50+5
anos. A todos los participantes se les realizaron mediciones antropométricas,
quimica sanguinea, hemoglobina glucosilada (HbA1c), y biometria hematica; se
determinaron marcadores de estrés oxidativo: lipoperéxidos (LPQO), superdxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y capacidad antioxidante total sérica
(AT). También se les cuantifico leptina por método inmunoradiométrico (IRMA) e
insulina por radioinmunoensayo (RIA). Los datos fueron analizados a través de
medias, desviacion estandar, regresion lineal, regresion logistica y frecuencias
utilizando el paquete estadistico SPSS V.10.0.

Resultados: Las concentraciones de HbA1c y LPO fueron significativamente
mas altas en los AJ (p<0.01), al igual que los niveles de SOD (p<0.05). Los niveles
de leptina fueron mayores en las mujeres jovenes y hombres ancianos sin
significancia estadistica. La frecuencia de niveles altos de LPO y HbA1c fue mayor
en los AJ con p<0.05, mientras la frecuencia de resistencia a la insulina y
positividad a PCR fue mayor en los AM (p<0.05). Se encontr6 correlacion
estadisticamente significativa entre la leptina y la insulina (r=0.52; p<0.01) y
correlacion negativa con los triglicéridos (TG) (r=-0.444; p= 0.034) en las mujeres
jovenes, y en las mayores con los TG (r=0.43; p=0.013), insulina (r=0.751;
p<0.001), resistencia a la insulina (RI) (r=0.053; p<0.01) y LPO (r=0.040; p<0.05).
Resultaron factores de riesgo para la descompensacion diabética la edad, menor a
59 afios (RM = 9.12, ICgs4 2.23-37.3), y dentro del grupo de los jovenes la Rl
(RM=15.12, 1Cgsy 0.56-404.5 p=0.105), la actividad baja de SOD (RM=3.7 ICes%
0.51-27.5 p=0.195) y LPO altos (RM=2.18, |Cg5%0.35-13.52 p= 0.401) mientras
que para los mayores fueron factores de riesgo la actividad baja de SOD (RM=
31.52, ICgs% 1.01-983, p<0.05), los niveles altos de TG (RM=17.9, Cgs% 0.42-772
p= 0.133), insulina (RM=9.17, 1Cgs5%0.44-190.6 p= 0.152), colesterol, (RM=6.22
ICgs% 0.25-153.6 p= 0.264) e IMC (RM=3.14 ICgs¢ 0.36-27.9 p=0.304).
Conclusién: Los niveles mas altos de los marcadores de descompensacion
diabética en los AJ demuestran que el proceso de envejecimiento por si mismo, no
implica mayor dafio en los AM con DM2.
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2. INTRODUCCION

El envejecimiento es un proceso gradual, intrinseco, individualizado e
inevitable que se caracteriza por la disminucion de la capacidad del organismo
para mantener la homeostasis, lo cual lo hace mas susceptible a desarrollar
enfermedades infecciosas y cronico-degenerativas.

En las ultimas décadas se ha incrementado el interés en este proceso,
debido, por un lado, al aumento significativo de la poblacién mayor de 60 afios en
el mundo y por otro lado, debido a la transicion epidemioldgica ya que las
enfermedades infecto-contagiosas han sido desplazadas por los padecimientos
crénico-degenerativos; aunque en nuestro pais se presentan tanto las
enfermedades infecto-contagiosas como las crénico-degenerativas, de ahi que se
sefala que nos enfrentamos a una trampa epidemiologica, con altas
repercusiones en los costos en los servicios de salud.

Por otro lado, evidencias cientificas recientes han demostrado que el
envejecimiento esta asociado con el desarrollo de procesos fisiopatolégicos que
propician mayor deterioro del organismo, tales como el estrés oxidativo (EOx), la
hiperleptinemia y el proceso inflamatorio crénico. En este sentido, se ha reportado
que estas alteraciones juegan un papel importante en la patogenia de
enfermedades de alta prevalencia durante la vejez, tales como la hipertension
arterial y la diabetes mellitus (DM), ésta dltima incluso ha sido calificada como un
modelo de envejecimiento acelerado por las alteraciones y complicaciones
similares a las del envejecimiento, independientemente de la edad de los
pacientes.

Sin embargo, no existen reportes cientificos concluyentes que demuestren
que los adultos mayores (AM) diabéticos presenten mayor EOx e hiperleptinemia
que los adultos jévenes (AJ). Por tal motivo, la finalidad del presente estudio fue
determinar la influencia del envejecimiento sobre los marcadores de EOx, leptina y

proteina C reactiva (PCR) en pacientes con DM tipo 2.



ROSADO PEREZ J.

3. MARCO TEORICO

3.1. ENVEJECIMIENTO BIOLOGICO

Aunque los filosofos y cientificos se han interesado en el proceso de
envejecimiento desde tiempos remotos, la medicina geriatrica es una de las
especialidades médicas mas jévenes, ya que surge 1960. En este sentido, en
las ultimas décadas, la atencidn hacia los problemas sociales y de salud de los
adultos mayores ha sido una de las prioridades de los paises desarrollados,
considerando la mayor esperanza de vida y longevidad maxima; asi mismo,
algunos paises en vias de desarrollo como el caso de México se encuentran en
franco proceso de envejecimiento, de ahi que una de las areas cientificas
relevantes para el estudio del envejecimiento sea la biogerontologia, area en la
que se enmarca la presente investigacién. Al respecto, el incremento de la
esperanza de vida ha sido un factor fundamental para el desarrollo de la
biogerontologia, ya que en la actualidad es posible tener conocimiento de los

mecanismos biolégicos de humanos longevos que han superado los 120 afos de

edad."?

A través del tiempo, han surgido diversas corrientes que pretenden explicar
el envejecimiento, algunas desde enfoques unidisciplinares, otros desde wun
enfoque sistémico, y otros lo consideran y lo analizan como un proceso
multifactorial. En este sentido, Harman en 1981 definid el envejecimiento como la
acumulacion de déficits biolégicos como consecuencia de la edad avanzada, que
propician una mayor susceptibilidad a la enfermedad y a la muerte.®> Asi mismo,
Strehler y North en 1982 senalaron que el envejecimiento es un proceso deletéreo,
progresivo, intrinseco y universal, caracterizado por una atrofia de todos los
organos y tejidos, generando una disminucion de las funciones fisiolodgicas y una
mayor vulnerabilidad a los padecimientos infecciosos, metabdlicos, autoinmunes,

neoplasicos, respiratorios, osteoarticulares y cardiovasculares.*
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Para nuestros propositos, definiremos al envejecimiento como un proceso
gradual y adaptativo, caracterizado por una disminucion relativa de la respuesta
homeostatica debida a las modificaciones morfologicas, fisiologicas, bioguimicas y
psicolégicas, propiciadas por los cambios inherentes a la edad y al desgaste
acumulado ante los retos que enfrenta el organismo a lo largo de la historia del

individuo en un ambiente determinado. °

Independientemente de lo que impliquen los conceptos de envejecimiento,
es importante mencionar que existen evidencias que soportan como minimo cinco

caracteristicas comunes al envejecimiento en los mamiferos:

I. Existe un incremento de la mortalidad con la edad después de la etapa de
madurez. Se ha descrito un crecimiento exponencial de la muerte con el avance
de la edad.

Il. Se dan cambios de la composicion bioquimica de los tejidos con la edad. Hay
disminucién en la masa muscular y 6sea con el envejecimiento, el tejido adiposo
se incrementa, se desarrollan depésitos de lipofucsina, (pigmento de la edad) y
hay entrecruzamiento con las proteinas estructurales como el colageno, debido a
procesos que se dan en el envejecimiento como la oxidacion y la glicatacién.

lll. Decremento progresivo en la capacidad fisiolégica con la edad. Se ha
documentado que existen muchos cambios fisiolégicos con la edad, aun cuando
no haya enfermedades.

IV. Se reduce la habilidad para responder adaptativamente a los estimulos
ambientales con la edad. En el envejecimiento, es un cambio fundamental la
disminucién de la habilidad para mantener la homeostasis.

V. Incremento de la susceptibilidad y vulnerabilidad a la enfermedad. Se debe a
que los cambios en la funcion de muchos tipos celulares lleva a disfuncién de

tejidos y érganos para finalmente propiciar enfermedades sistémicas.’
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Dado que el envejecimiento implica todos esos cambios han surgido
diversas teorias que tratan de explicarlo, sin embargo, ya que los cambios se
manifiestan desde niveles moleculares, celulares, tejidos, 6rganos y sistemas es
dificil encontrar una explicacién completa de este proceso, ademas existen
dificultades para hacer mediciones de marcadores bioldgicos para elucidar los
mecanismos primarios sin intervencion de los factores ambientales, por tanto,
consideramos al envejecimiento como un proceso intrinseco, muy complejo vy

multifactorial .

Desde el punto de vista del ciclo vital humano, el envejecimiento es un
proceso que se inicia alrededor de la cuarta década de la vida y es precedido por
dos etapas, la etapa de desarrollo que se da desde el nacimiento hasta los 24
anos y la de madurez que inicia a los 25 anos y termina a los 44 anos
aproximadamente dando paso al inicio del envejecimiento en el cual disminuye la
eficiencia de las funciones del organismo, esta etapa continia (no en todos los
casos) con la etapa de longevidad maxima potencial que va desde los 80 anos

hasta los 130, que es la edad méaxima calculada para el humano. .

Sin embargo, para unificar criterios, facilitar la realizacion y reporte de
estudios y por cuestiones de indole social, por consenso internacional y de
manera un tanto arbitraria, se ha establecido que anciano o adulto mayor es
aquella persona mayor de 60 afos en los paises en vias de desarrollo y mayor de
65 en los paises del primer mundo, aunque como ya se menciono previamente, el

envejecimiento bioldgico se inicia alrededor de los 45 afos. &7

Desde el punto de vista bioldgico se sefiala que el envejecimiento es
consecuencia de la acumulacion de dafios genéticos aleatorios que limitan o
afectan la formacién o reparacion del ADN, proteinas, carbohidratos y lipidos.
Estos darios alteran el funcionamiento de las células, tejidos, érganos y sistemas,

y por lo tanto se incrementa la vulnerabilidad a la enfermedad, lo cual se asocia a
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las manifestaciones caracteristicas del envejecimiento, tales como la pérdida de
masa osea y muscular, disminucién en el funcionamiento de todos los sistemas,

alteraciones en el oido y la vision y disminucién en la elasticidad de la piel. 8

Aunqgue inevitable, el envejecimiento no es un proceso genéticamente
programado, ya que no se poseen instrucciones genéticas que le indiquen al
organismo como y cuando envejecer y morir, por lo tanto se puede aseverar que el
envejecimiento, la esperanza de vida y la longevidad son consecuencia de la

interaccion de factores genéticos, ambientales y de los estilos de vida.®

Sin embargo, hay evidencias que demuestran una mayor supervivencia de
las mujeres, lo cual  podria estar ligado al cromosoma X, ya que se ha sefalado
que este cromosoma modula la produccion de la glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa, la cual es fundamental en la produccion de NADPH gue mantiene
el glutation en estado reducido '°. Asi mismo, Hayflick (1990)"" demostré en cultivo
de células, que las células masculinas después de 30 duplicaciones dejaban de
dividirse y perecian, sin embargo las células femeninas continuaban con la

duplicacién, evidenciando una ventaja bioldgica para las mujeres.

Por otro lado, en un estudio realizado en tejidos de neonatos humanos se
comprobo que las células de las nifias son mas resistentes al estrés oxidativo que
las de los nifios, debido a una mayor concentracion intracelular de Glutation, L
también se ha reportado un efecto neuro-protector y cardio-protector de los
estrogenos, ya que la estructura quimica del 17- estradiol, ademas de ser un
esteroide tiene un componente monofendlico similar al que tiene la vitamina E"
ademas se ha evidenciado que los niveles séricos de la enzima glutation
peroxidasa son mas altos en las mujeres que en los hombres a partir de los 20
afios mostrando una diferencia estadisticamente significativa en la década de 50 a
59 afos,' lo cual demuestra la ventaja biologica independientemente de la

influencia que tienen los estrégenos antes de la menopausia.
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Asi mismo, una de las teorias bioldgica mas aceptadas para explicar el
proceso de envejecimiento y las enfermedades cronico-degenerativos de mayor
prevalencia durante la vejez es la de los radicales libres (RL) propuesta por
Harman en 1956."° la cual sera revisada en detalle en el apartado de estrés

oxidativo.

3.2. TRANSICION DEMOGRAFICA

La transicion demogréfica se refiere al incremento en la proporcion de
adultos mayores (AM) con respecto a la poblacién de jovenes. La Organizacion de
Naciones Unidas (ONU) en el afo 2002 reporté que el 10% de la poblacion
mundial era de mayores de 60 arfios (629 millones), y se tiene proyectado que esta
cifra se incrementara a 2000 millones para el ano 2050, lo que representa el 20%
de la poblacion mundial y para el afio 2150 uno de cada tres humanos en el
mundo sera mayor de 60 afios. De igual modo la ONU informé que en el afo
2002 habia en el mundo 210,000 individuos mayores de 100 arnos y se estima que

para el 2050 la cifra se incrementara 15 veces, ascendiendo a 32 millones. 1

México cursa actualmente por una fase avanzada de transicion
demogréfica, ya que las tasas de mortalidad y natalidad son muy bajas y estan
proximas a que el crecimiento sea casi nulo. El crecimiento de la poblacion en
cifras absolutas se ha cuadriplicado en los ultimos 50 afos, pasando de 25
millones en 1950 a casi 100 millones de habitantes censados en el afio 2000, de
los cuales 7 millones eran mayores de 60 anos. (Cuadro 3.1) Asi mismo, se
proyecta que la poblacion total para el afio 2050 se incrementara a 130 millones,
estimando que uno de cuatro habitantes sera AM, cifra que ascendera a mas de

32 millones. '"'®
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Cuadro 3.1. Poblacion de mayores de 60 afios en México.

Afo Poblacion Total ~ Mayores de 60 afos Porcentaje (%)
1950 25,791,017 1,419,685 55
1970 48,225,238 2,709,238 56

1990 81,225,238 4,988,158 6.1

1995 91,158,290 5,969,643 6.5

2000 97,014,867 7,090,873 7.3

2025* 141,225,806 17,512,000 12.4

2050* 146,971,050 35,713,967 243

*Proyecciones. Fuente: INEGI, 2002.

3.3. TRANSICION EPIDEMIOLOGICA

El envejecimiento poblacional secundario a la transicion demogréfica
repercute en las causas de morbilidad y mortalidad de la poblacién. En México
hasta 1970 las principales causas de muerte eran las enfermedades infecciosas,
las cuales han sido sustituidas por las crénico-degenerativas, de ahi que se sefiale
que el pais esta cursando por una transicion epidemiolégica, sin embargo esto es
ficticio sefiala Chavez (1993), ya que aclara que no se han resuelto las altas tasas
prevalentes de padecimientos infecto-contagiosos y ahora ademas ya se tiene
grandes problemas por los cronico-degenerativos. '°

En este sentido, es importante sefalar que las tres principales causas de
muerte en los adultos mayores en el mundo y en México son en primer lugar las
enfermedades del corazon, seguidas por la diabetes mellitus y los tumores
malignos.  En este sentido y en el caso de la mortalidad en México y de manera
particular en poblaciéon de 65 afios o mas, se encuentran los padecimientos
cardiacos, la diabetes mellitus (DM) y la enfermedad cerebrovascular.(Cuadro 3.2)

Asi mismo, entre la primeras causas de morbilidad figura la hipertension
arterial, con una prevalencia de mas del 50% en sujetos mayores de 50 afios y la
diabetes con una magnitud de mas del 20% a partir de los 60 afos, ambas

patologias propician con mucha frecuencia limitaciones fisicas en los adultos
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mayores, de ahi la relevancia de prevenirlas, detectarlas y controlarlas

oportunamente %%

Cuadro 3.2. Principales causas de mortalidad en edad posproductiva (>65 arios)
en la Republica Mexicana, 2001.

Numero Causa Defunciones  Tasa* %
de orden -
Total 223,432 451146 100
1 Enf. isquémicas del corazon 33,387 674.16 14.9
2 Diabetes Mellitus 29,639 598.48 133
3 Enfermedad cerebrovascular 19,253 388.76 8.6
4 EPOC 13,853 279.72 6.2
5 Cirrosis y otras Enf. cronicas del 8,043 162.41 3.6
higado
6 Enfermedades hipertensivas 7,788 157.28 3.5
T Infecciones respiratorias agudas bajas 7,253 146.45 33
8 Desnutricion caldrico proteica 6,231 125.82 2.8
9 Nefritis y nefrosis 6,060 122.37 27
10 Tumor maligno de traquea, bronquios 4,223 85.27 1.9
y pulmon
11 Tumor maligno de la prostata 3,560 71.88 16
12 Tumor maligno del estémago 2,951 59.59 1.3
13 Tumor maligno del higado 2,667 53.85 12
14 Ulcera péptica 2,048 41.35 0.9
15 Anemia 2,047 41.33 0.9
16 Accidentes de trafico de vehiculo 1,771 35.76 0.8
17 Tumor maligno del pancreas 1,734 35.01 0.8
18 Enfermedades inf. intestinales 1,695 34.23 0.7
19 Tumor maligno del cuello del utero 1,653 33.38 0.7
20 Tumor maligno de colon y recto 1,534 30.98 29
Causas mal definidas 6,576 132,78 266
Las demas 59,466 1200.76

“Tasa por 100,000 habitantes. Fuente: INEGI/SSA, 2003 Disponible en:
http:/iwww.salud.gob.mx
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3. 4. LEPTINA 'Y ENVEJECIMIENTO

La leptina, del griego /eptos, delgado es una proteina de 167 aminoacidos y
16 KDa fue descubierta en 1994 por Zhang y cols.; su estudio ha despertado un
gran interés académico y comercial, ya que su identificacion y secuenciacion ha
hecho emerger investigacién relacionada con los mecanismos involucrados en la

regulacion del peso corporal, la adiposidad y el metabolismo energético. 2

Su ausencia, a causa de la mutacion del gen OB que la codifica, provoca en
los ratones homocigotos ob/ob obesidad severa, hiperfagia, hiperglucemia,
hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, esterilidad e hipotermia. 4 La mutacién
en este roedor resulta en la produccién de una proteina truncada e inactiva la cual
es degradada intracelularmente antes de ser secretada. En el hombre, este gen
codifica para una proteina 84% andloga a la del raton. Es sintetizada
principalmente por los adipocitos en proporcidon a la cantidad de lipidos
almacenados, por lo cual ha sido propuesta como el buscado factor lipostatico
postulado como regulador del balance energético a través de un mecanismo de
retroalimentaciéon negativa originado en los depdsitos del tejido adiposo y
actuando en los centros cerebrales, por medio de receptores especificos

localizados en el hipotalamo. 247

Sin embargo, en los seres humanos es reducido el nimero de casos en que
la obesidad sea resultado de una codificacion defectuosa por mutaciones en el
gen OB, mas bien se ha propuesto el desarrollo de resistencia a la leptina ya que
el sistema de transporte que la hace llegar al cerebro es un sistema saturable, por
lo que a pesar de tener niveles plasmaticos altos cuando el sistema se satura, la
leptina no alcanza su blanco de accion en el cerebro, situacion que puede
empeorar debido a la capacidad del organismo para disminuir la expresion de

receptores como medida de autorregulacién ante la hiperleptinemia. %%
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Reportes recientes sefalan que la leptina esta asociada con una gran

cantidad de procesos fisiologicos y patolégicos ademas de la obesidad. (Fig. 3.1)

1P ) HTA
Ré Hiperleptinemia L DM2
TNF H Enl. Alzheime:
ML e — EpOC
‘UE 3
L i Cagquexia
......... H I Osteoponoss
. Testosterona £ i
| Teotea . : N NTE——
;omsi : LEPTINA |
: ogeReone &0 LReesqebemd gl T DHEA Dehidroeplandrosteron
H H E2: estrogenos.
1FN: interferdn
IL: mnterleucna
LPs: ipopolisacdrido

NOS: duida nitrico sintetasa
NPY: neuropéptido ™"

TNF: Factor de necross tumoral
HTA: Hipertensidn arterial
DM2: Diabetes mellitus 2

—» Estimulacion

—+ Inhibicion

Fig. 3.1 Mecanismos fisiolégicos y fisiopatologicos de la leptina.

Se ha encontrado que la leptina también esta vinculada con la funcién
reproductiva, el inicio de la pubertad, el embarazo, la lactancia, la ganancia de
peso posparto y la infertilidad asociada a restriccién energética y baja adiposidad
corporal. Desempefa papeles importantes en procesos tan diversos como en la
regulacion del sistema inmune, en los procesos inflamatorios, en la funcion
respiratoria y renal, en el metabolismo del tejido éseo, en la actividad de las
hormonas sexuales, tiroideas y del crecimiento y en la actividad del sistema

nervioso simpatico. >

En cuanto al envejecimiento, algunos autores reportan que los niveles
séricos de leptina disminuyen conforme aumenta la edad, sin embargo esta
propuesta ha sido refutada en los ultimos afios ya que la mayoria de los estudios

senalan que el envejecimiento se acompafa de un incremento en los niveles
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séricos, por lo que ademas existe un alto porcentaje de sujetos mayores con
hiperleptinemia, alteracién metabdlica que por su parte ha sido asociada con una
gran cantidad de padecimientos que presentan alta frecuencia entre la poblacion
geriatrica tales como: infarto al miocardio, hipertension arterial (HTA), enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, cancer de mama y cancer colorectal, alteraciones
renales, hipotiroidismo, anormalidades en el perfil lipidico, correlacion negativa con
los niveles de testosterona, deficiencia de la hormona del crecimiento, caquexia y

de manera muy importante con la DM. ©o

En este sentido, la leptina se ha vinculado con la fisiopatologia de la
diabetes debido a que se relaciona con la resistencia a la insulina, proceso que se
da a la par con la hiperleptinemia en el envejecimiento, su papel en este proceso

se vera en detalle en otro apartado.
3.5. ESTRES OXIDATIVO Y ENVEJECIMIENTO

Con el propésito de explicar el proceso de envejecimiento se han generado
diversas teorias, una de las mas aceptadas es la de los radicales libres propuesta
por Denhan Harman en 1956, ésta plantea que el envejecimiento es el resultado
de una inadecuada proteccidn contra el dafio tisular ocasionado por los radicales

libres formados durante el metabolismo aerdbico normal.'*®’

El oxigeno es un compuesto esencial en el metabolismo de todos los
organismos aerdbicos, participa en diversas reacciones de oxidacién, como la
sintesis de ATP; durante la cual, el oxigeno molecular se reduce dando origen a
productos intermediarios y finales mas reactivos conocidos como especies

reactivas de oxigeno (EROs), las que en su mayoria son radicales libres. e

Un radical libre es una especie quimica (molécula o atomo), que presenta al

menos un electron no apareado y es altamente reactivo. Se producen de manera



ROSADO PEREZ J.

normal en el metabolismo aerdbico pero también se producen por células
fagociticas y en reacciones donde intervienen enzimas de la familia NADPH
oxidasas asociadas al metabolismo del &cido araquidonico, como la
ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, y el citocromo P450, y como respuesta a la
exposicion a radiaciones ionizantes, rayos UV, contaminacion ambiental, humo de

cigarros, algunos farmacos, exceso de ejercicio e isquemia. %

Las especies reactivas de oxigeno se forman por la reduccién secuencial
de oxigeno, que primero produce al radical Superéxido, posteriormente al perdxido
de hidrogeno y finalmente al radical hidroxilo, la reaccion general puede

representarse como sigue: 56>

O2 +1e=02—- *1e+2l'L H202 +1e OH—O +1le+2H 2H20

Las consecuencias de las reacciones de los radicales libres con los
diferentes materiales celulares pueden ser muy variadas. Los objetivos celulares
frecuentemente atacados son el ADN, los lipidos membranales, asi como
proteinas y carbohidratos. A nivel de organelos se ha observado que las
mitocondrias son sumamente sensibles a la presion oxidativa, lo que se refleja e
cantidades elevadas de oxidacion de lipidos y proteinas y en mutaciones del ADN

mitocondrial, 53656667

Sin embargo, los organismos poseen un sistema antioxidante que por
diversos mecanismos de defensa que comprenden la captura de los productos
intermediarios, la prevencion de su formacion, inhibicion de su propagacion y la
reparacion de las lesiones, limitan los niveles de moléculas reactivas oxidantes

permitiendo la homeostasis de los mismos.5%64%°

Un antioxidante se define como aquella sustancia que, presente en bajas

concentraciones comparada con los sustratos oxidables, retarda o previene
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significativamente la oxidacion de esos sustratos;®® pueden actuar de diversas
maneras, con base en las formas de actuacion los sistemas antioxidantes se han

clasificado como primarios, secundarios y terciarios. ®® %% (Figura 3.2)

Sistemas Antioxidantes

Prlmarlos 5 Secundarios Terciarios
Pr“-’"'e“f-’ formacion Capturan radicales libres Reparan
de radicales libres [ biomoléculas
1

| 5|

tenos Enzimas

@ @ reparadoras

i I e <D
Estrégenos

Fig. 3.2 Clasificacion de los sistemas antioxidantes

Proteinas
atrapadoras
de metales

En caso de que el sistema de defensa sea incapaz de contrarrestar la
generacion y acciéon de las EROs se da el estrés oxidativo, el cual se define
como un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno o
factores prooxidantes y el sistema antioxidante, en favor de los primeros. Ha sido
ampliamente asociado al proceso de envejecimiento y al desarrollo de

enfermedades o sus complicaciones como sucede en la diabetes mellitus. '

14
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Fuentes endégenas Defensas Fuentes exégenas
Mitocondria Antioxidantes Luz UV
Peroxisomas 50D, 6Px, CAT Radiaciones

NADPH oxidasa Vitaminas Ambiente

Menos
| De fectoenlafuncion R Defecto en la funcién
fisiologica S fisiologica

Defecto en el Metabolismo y
sislem Crecimiento Envejecimiento Enfermedad

gesial normal

Fig.3.3 Estrés oxidativo,homeostasis y enfermedad, (Tomado de Finkel
v Holbrook 2000)

El EOx entonces, es un proceso que explica el envejecimiento pero
ademas se ha vinculado con el desarrollo de complicaciones en algunas
enfermedades, aunque no se trate de enfermedades en adultos mayores. Algunos
autores sefialan que debe medirse en los pacientes diabéticos ya que
posiblemente sea util como marcador de descontrol, de ahi la importancia de

incluir su medicién en este estudio. 7>7*
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3.6. DIABETES MELLITUS Y ENVEJECIMIENTO

La diabetes mellitus es una enfermedad sistémica, cronica degenerativa, de
caracter heterogéneo con grados variables de predisposicion hereditaria y con
participacion de diversos factores ambientales y que se caracteriza por
hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en la produccién o accion de la
insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los carbohidratos, proteinas y
grasas. Entre los AM el tipo mas frecuente es el llamado tipo 2, en el cual hay
capacidad residual de secrecién de insulina pero los niveles no superan la

resistencia a la insulina existente y se da la hiperglucemia. °

En cuanto a su frecuencia entre la poblacion mexicana, la Encuesta
Nacional de Salud (ENSA) 2000 detectd una prevalencia de 7.5% en adultos de 20
anos y mas, observando mayor prevalencia entre los sujetos de 70 a 79 afios y a
partir de la quinta década la prevalencia es significativamente mayor en mujeres.
Por otro lado, en el 2001 la diabetes mellitus fue reportada como la primer causa
de muerte en la poblacién general, es ademas la causa mas importante de
amputacion de miembros inferiores de origen no traumatico asi como de otras
complicaciones como retinopatia e insuficiencia renal, siendo generadora de

costos economicos altos asociados al tratamiento y las complicaciones. L

En lo que se refiere a la investigacion se han desarrollado diversas lineas
que pretenden explicar los mecanismos fisiopatolégicos de esta enfermedad y sus
complicaciones. Durante el envejecimiento se da intolerancia a la glucosa y se ha
propuesto que es una condicién de inicio de esta enfermedad. La tolerancia a la
glucosa se determina por el balance entre la secrecion de insulina y su accién en
los diferentes organos. Estudios recientes han sefialado que la resistencia
periférica a la accion de la insulina es lo que provoca la intolerancia a la glucosa.
La hiperinsulinemia es una alteracién que se ha asociado también a la obesidad,

la cual también se presenta en la diabetes mellitus.?
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Por otro lado, en reportes recientes se ha propuesto concretamente a la
hiperleptinemia como una alteracion metabdlica que propicia el desarrollo de la
DM.

3.6.1 Diabetes mellitus e hiperleptinemia

Se ha vinculado a la leptina con la DM por su estrecha relacion con la
adiposidad, asi mismo, se ha demostrado que la leptina actua en diversos y
complejos mecanismos cuya alteraciéon propicia no sélo la DM, sino también

otras enfermedades crénico-degenerativas de interés gerontolégico.” "

La leptina afecta a la homeostasis de la glucosa, el metabolismo de los
lipidos, la asimilacién de glucosa por el musculo esquelético, su liberacion y
almacenamiento en higado y también en el tejido adiposo, ademas de interferir en

el metabolismo de la insulina afectando su secrecion y sensibilidad de los tejidos.
80-81

Se ha determinado que la leptina afecta la homeostasis de la glucosa ya
que existe respuesta a la administracion periférica y central de esta hormona; en
estudios realizados en ratas se ha observado que la leptina administrada por via
subcutanea reduce los niveles plasmaticos de glucosa e insulina sin afectar el
peso corporal, otros estudios sefialan que los efectos observados in vivo tras la
administracion de leptina son mediados desde el sistema nervioso central, ya que
después de inyectar leptina directamente via intracerebroventricular se aumenta
la ingesta de glucosa estimulada por insulina; si se consideran estas evidencias y
que la administracion de leptina en los modelos animales diabéticos y en los
humanos obesos deficientes de leptina corrige la glucemia y la sensibilidad a la
insulina es posible suponer que en el caso de ausencia o resistencia a la leptina

se propiciara la DM, 808283
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Por otro lado, el musculo esquelético, el tejido adiposo y el higado como
tejidos blanco a la insulina en el proceso de regulacion del metabolismo de la
glucosa resultan clave pues son susceptibles al efecto periférico de la leptina
debido a que también presentan receptores para esta hormona. En el caso del
musculo esquelético estudios in vivo e in vitro han demostrado que la leptina
incrementa la ingesta de glucosa ademas de que opone los efectos glucogénicos y

lipogénicos de la insulina e incrementa la oxidacion de sustratos. 3%

Estudios en tejidos celulares en el higado han mostrado que la leptina
atenda algunas actividades inducidas por la insulina, como la fosforilacion de
tirosina, entre otras que en general llevan a la disminucidn de la gluconeogénesis.
80

En el tejido adiposo de ratas se ha observado que la leptina disminuye la
sensibilidad a la insulina y la ingesta de glucosa, otros estudios sugieren que la
exposicion cronica aparentemente promueve la degradacion de glucosa y acidos
grasos previniendo la acumulacién de triglicéridos y el subsecuente desarrollo de
resistencia a la insulina y diabetes lipotdxica, esto cuando la leptina actia de
manera normal, es decir sin que haya resistencia a la leptina, en caso de

resistencia se observaria el efecto contrario. %

Como se senald anteriormente la leptina afecta el metabolismo y secrecién
de la insulina inhibiendo directamente su liberacién al actuar sobre las células
beta del pancreas. En este sentido, estudios in vifro muestran evidencia de que
existe un eje adipo-insular en el que la leptina representa una senal de
retroalimentacion negativa desde el tejido adiposo hacia el pancreas. Ademas de
que inhibe la secrecion de insulina estimulada por glucosa ya que la leptina activa
los canales de ATP sensibles a potasio, éstos se cierran alterando el flujo de
calcio regulando asi la secrecion de insulina desde los granulos. Si falla esta
inhibicion de la leptina sobre la secrecion de insulina porque exista resistencia a la
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leptina en las células beta del pancreas en sujetos obesos, el resultado puede ser

hiperinsulinemia con el subsecuente riesgo de desarrollo de DM. 88788

La leptina y la insulina, ademas comparten varias vias de sefalizacion
celular lo que hace posible la existencia de un efecto cruzado entre estas dos
hormonas. Ambas tiene actividad a través de la Pl3-cinasa y las proteinas SOC-3
(entre otras) y lo importante es que por medio de estas ejercen actividades como
la lipogeénesis y la sintesis de glucdgeno, aunado a esto se ha reportado que
existe un efecto de retroalimentacion negativa entre ambas hormonas y por el
hecho de que comparten vias de sefalizacion el exceso o ausencia de una de las

dos puede generar resistencia hacia la otra.®

Por todo lo mencionado es importante considerar a la hiperleptinemia en
este estudio, ya que es una alteracidon metabdlica que se da en la mayoria de los

AM y como ya se menciond tiene un papel muy importante en la diabetes mellitus.
3.6.2. Estrés oxidativo e inflamacién en diabetes mellitus

En lo que se refiere a la investigacion en diabetes se han desarrollado
diversas lineas que pretenden explicar sus mecanismos fisiopatolégicos y
complicaciones. Diversos reportes cientificos han sefalado a la hiperglucemia
crénica como la condicién responsable del progreso de las complicaciones del
paciente diabético, ya que se ha vinculado con el desarrollo de procesos como la
glucosilacion no enzimatica de proteinas, el estrés oxidativo, el proceso de

inflamacion crénica (PIC) y la hiperleptinemia en el paciente diabético.
77,80,81,86,89,90

Entre los principales efectos de la hiperglucemia esta la glucosilacion no
enzimatica de proteinas o reaccién de Maillard también llamada glicatacién, la

cual en sus inicios se estudid por su aplicacién a la industria de los alimentos y

19



ROSADO PEREZ J.

tomo relevancia fisiologica cuando se descubrieron las moléculas de hemoglobina
glucosilada en la sangre de individuos sanos y el aumento de su proporcion en
sujetos diabéticos.® Desde el punto de vista quimico, la glucosilacién se define
como la reaccién de grupos amino primarios de aminoéacidos, péptidos y proteinas
con el grupo carbonilo de los azucares reductores. Esta reaccion se da en tres
etapas; inicialmente se produce la asociacién del azucar con la proteina formando
un compuesto que se denomina base de Shiff, cuya estructura se reordena hacia
una forma mas estable llamada producto de Amadori, éste sufre una serie de
complejas transformaciones que llevan a la formacion final de compuestos
generalmente coloreados o fluorescentes. En condiciones fisiolégicas la aparicion
de estos compuestos esta determinada por la concentracion de aztcares y por el
tiempo de exposicion de la proteina a los mismos. En las proteinas de recambio
rapido el proceso no supera las etapas iniciales donde las reacciones son
reversibles (base de Shiff y producto de Amadori), mientras que las de vida media
larga llegan a formar los productos finales de glucosilacion avanzada (AGE's, del
inglés Advenced Glucosylation End-products) o productos avanzados de Maillard,
siendo los principales la carboximetil-lisina, la pentosidina y la pirralina.*? (Fig.3.4)

Ruta del Poliol +——— Glucosa + Gruizos amino de proteinas

Sorgitol Base de Shiff
Fructosa Productos de Amadori

Dimeros de AGE’s
Ruta Oxidativa Ruta no oxidativa

Carboximetil-Lisina CML  Pentosidina Pirralina

Fig. 3.4. Formacion de productos finales de glucosilacion avanzada.
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Estudios in vitro han mostrado que la glucosilacion afecta la actividad
biolégica de las proteinas. Al respecto, los diabéticos, donde se reunen las
condiciones necesarias para la formacién de AGE's como consecuencia de la
hiperglucemia cronica, se ha observado que los AGE’s estan vinculados con el
desarrollo de patologias por tres mecanismos generales: (1) la modificacion de
proteinas estructurales que se encuentra fuera de la célula, (2) el
desencadenamiento de procesos intracelulares por unidn a receptores
extracelulares y (3) alteracion de las proteinas intracelulares. En este sentido, la
union de los AGE’s a receptores especificos, como los de las gammaglobulinas,
en la superficie celular de monocitos, macréfagos y células endoteliales
desencadena la generacion de radicales libres de oxigeno que modulan la funcién

celular induciendo procesos como la inflamacion ademas del darfio que genera el
EOx 73,77,89,92

La hiperglucemia crénica, ademas tiene por si misma efecto nocivo sobre
las enzimas antioxidantes, superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa,
favoreciendo el estrés oxidative. El mecanismo propuesto ha sido la auto-
oxidacion de la glucosa que genera cetoaldehidos los cuales promueven la

generacion de radicales libres.*

Existen abundantes evidencias respecto a la relacién entre la diabetes y el
estrés oxidativo, se ha sefialado por diversos autores la relacion entre los niveles
altos de lipoperoxidos y los niveles bajos de las enzimas antioxidantes en los
pacientes con diabetes mellitus. "***% Ademas, se ha reportado que los ERO’s
generados en la mitocondria reducen la secrecion de insulina por las células beta

del pancreas.”’

Asimismo, se ha sefalado que el EOx favorece las complicaciones en el
paciente diabético ya que genera endurecimiento de las arterias propiciando micro

y macroangiopatias, '>°'95%7
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La inflamacién crénica es ofra alteracion que se ha reportado en el paciente
diabético y en el AM, la cual favorece el efecto de los AGE's sobre la células del
sistema inmune, incluidos los linfocitos T y los macrofagos, esto resulta en un
incremento en factores proinflamatorios como las interleucinas 1 y 6 ademas de
alteracion del Factor de Necrosis Tumoral alfa y la proteina C reactiva, los cuales
ademas se han asociado con el estrés oxidativo, el indice de masa corporal, la

resistencia a la insulina y la estimulacién de la produccién de leptina. il

Ademas de esto e independientemente de la DM, la hiperleptinemia ha
sido vinculada con el EOx, la inflamacion y los AGE's, se ha sefialado que induce
la produccion de la enzima antioxidante superdxido dismutasa mitocondrial, la
expresion quimiotactica de los monocitos, EOx en células endoteliales humanas,
correlaciona tanto con el EOx, como con los marcadores de inflamacién en
pacientes con cancer, correlaciona con los AGE’s en pacientes diabéticos con
hemodidlisis, ademas de tener relacién con las citocinas en la caguexia y el EOx
inducido por alcohol en ratas. Todo esto es muy importante ya que como ya se
mencioné la hiperleptinemia es una alteracion de alta frecuencia en el
envejecimiento, independientemente de que se padezca alguna enfermedad

crénico-degenerativa, 477478.79.102:103

Como se puede observar el envejecimiento se acompafia de un proceso
inflamatorio cronico y mayor EQOx, propiciando una disminucion de la capacidad
del organismo para mantener la homeostasis, cuyas alteraciones son analogas a
los mecanismos fisiopatoldgicos que se presentan en la DM tipo2, de ahi que esta
enfermedad ha sido propuesta como un modelo de envejecimiento prematuro o
acelerado, sin embargo las evidencias cientificas no son del todo concluyentes, de
ahi que la finalidad del presente estudio fue evaluar la influencia del
envejecimiento sobre los niveles séricos de leptina, proteina C reactiva y EOx en

sujetos con DM tipo2.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El proceso de envejecimiento es un evento inevitable, intrinseco e
individualizado que se caracteriza por la disminucién de la capacidad de la
respuesta homeostatica, el comprender los mecanismos por los cuales se da ha
requerido de ardua investigacion y aun asi no se tienen conocimientos
contundentes. Se ha reportado que cursa con una variedad de alteraciones y
procesos como la inflamacion, el estrés oxidativo y la hiperleptinemia. Por otro
lado, investigaciones recientes han sefialado que la diabetes mellitus implica
cambios que asemejan al envejecimiento, sin embargo los conocimientos al
respecto no son del todo concluyentes, por lo cual baséandonos en las evidencias

nos planteamos la siguiente pregunta:

¢ Cual es la influencia del envejecimiento sobre los niveles de leptina, el EOx y la

Proteina C reactiva en sujetos con DM2?
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5. HIPOTESIS

Considerando las evidencias cientificas respecto a que el envejecimiento y
la DM tipo2 cursan con un proceso inflamatorio cronico y EOx, suponemos que
los adultos mayores con DM tipo2 presentaran mayor EOx, niveles séricos de

leptina y PCR que los adultos jovenes diabéticos.

24



ROSADO PEREZ J.

6. OBJETIVO

Determinar la influencia del proceso de envejecimiento sobre los niveles
séricos de leptina, proteina C reactiva y los marcadores del estrés oxidativo, en

pacientes con DM tipo2.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Poblacién y disefio

Se realizd un estudio observacional, prolectivo, transversal y comparativo
entre dos grupos de sujetos, 50 adultos mayores con promedio de edad 68+7
afos y 47 adultos jovenes con edad promedio de 50+5 afios sin importar el
género, ni lugar de residencia; en ambos grupos los sujetos tenian diagndstico

clinico de diabetes mellitus tipo 2.
7.2.  Variables

Independiente
¢ Envejecimiento (medido a través de la edad)

Dependientes:

« Niveles séricos de leptina.

e Niveles séricos de PCR.

+ Niveles séricos de los marcadores de EOx: SOD, GPx, capacidad sérica
antioxidante total y lipoperoxidos.

¢ Niveles de hemoglobina glucosilada.
e Estrés oxidativo: Positivo si los lipoperéxidos = 0.340 pmol/L y existe

alguna deficiencia del sistema antioxidante.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES DEFINICION NIVEL DE CATEGORIA
MEDICION

_Envejec'rmiento Proceso caracterizado Cualitativa Adulto joven 22 a
por disminucion de la nominal 59 afios
capacidad de respuesta Adulto mayor 260
homedstatica medido a afos
través de la edad.

Leptina Niveles séricos de Cuantitativa ng/mL
leptina continua

Hiperleptinemia Niveles superiores a la Cualitativa Presente o ausente
referencia nominal Mujeres>27 ng/mL

Hombres>9.4ng/mL

Proteina C reactiva Concentracion  sérica Cuantitativa mg/L
de PCR discreta

Hemoglobina % de hemoglobina  Cuantitativa %

glucosilada glucosilada en continua
eritrocitos

Descompensaciéon  Falla del control de la Cualitativa Positivo o negativo
DM medida por el % de nominal Positivo si: >8%
HbA1c.

Lipoperdxidos Concentracion Cuantitativa pmol/L

plasmaética de LPO.

continua
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VARIABLES ~ DEFINICION NIVELDE =~ CATEGORIA
MEDICION
Superoéxido Actividad  enzimatica  Cuantitativa U/mL
Dismutasa medida en eritrocitos continua
Glutation Actividad enzimatica Cuantitativa U/L
peroxidasa medida en eritrocitos continua
Capacidad Capacidad antioxidante  Cuantitativa mmol/L
antioxidante total medida en suero continua
Estrés oxidativo Desequilibrio entre Cualitativa Positivo si: LPO 2
sistema oxidante y nominal 0.340umol/L y

antioxidante medido por
los niveles de LPO y el
sistema antioxidante

existe alguna
deficiencia en el
sistema

antioxidante

7.3. Técnicas

Las técnicas que se utilizaron fueron las siguientes:

7.3.1. Historia clinica geriatrica completa con estudios de laboratorio y gabinete

acordes al diagndstico.
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7.3.2. Mediciones antropométricas

Las medidas antropométricas fueron obtenidas siguiendo un protocolo

estandarizado:

Peso: las personas fueron pesadas con la menor cantidad de ropa, (con
una bata clinica) en una bascula calibrada marca Torino.

Estatura: los pacientes se colocaron con los talones juntos, gliteos
hombros y cabeza en contacto con el estadiometro, y los ojos mirando al
frente y el plano de Frankfurt paralelo al suelo.

indice de masa corporal: se obtuvo a través de la razén peso dividido
entre la estatura al cuadrado (kg/m?). Como criterio de descompensacion
diabética se consideraron valores > 27.

Cintura; se midid la circunferencia de la cintura a nivel de la cicatriz
umbilical, utilizando una cinta métrica de asbesto sin hacer ninguna presion
sobre el cuerpo.

Cadera: Se determind midiendo la parte mas prominente de los gluteos,
utilizando una cinta métrica de asbesto.

indice cintura-cadera: se obtuvo al dividir el valor obtenido de la

circunferencia de la cintura entre la circunferencia de la cadera.

7.3.3 Presion Arterial

La presion arterial se tomo siguiendo el método establecido en el apéndice

B de la NOM-030-SSA2-1999 para la prevencion, tratamiento y control de la
hipertension arterial.'™ La presion arterial se determiné con el paciente sentado

con un buen soporte para la espalda, con el brazo descubierto y flexionado a la

altura del corazén. Se utilizé un esfingomanémetro mercurial, el observador se

situé de manera que podia ver el menisco de la columna de mercurio, se coloco el

brazalete situando el mango sobre la arteria humoral y mientras se palpa la arteria
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humoral se infla rapidamente el mango hasta que le pulso desaparece a fin de
determinar por palpacién la tensién arterial sistolica (TAS), se desinfla
nuevamente el mango y se coloca la capsula del estetoscopio sobre la arteria
humoral, se infla réapidamente el mango 30 o 40 mm Hg por arriba del nivel
palpatorio de la presion sistélica, se desinfla a una velocidad de 2 mm Hg/seg. La
apariciéon del primer ruido de Korotkoff marca el nivel de la tensién arterial sistolica

(TAS) y el quinto la tensién arterial diastélica (TAD).
7.3.4. Pruebas bioquimicas

A los sujetos participantes en el estudio se les tomaron muestras
sanguineas por venopuncién, las cuales fueron obtenidas entre las 8:00 y 9:00 h.
con ayuno previo de 8h, en tubos al vacio sin anticoagulante para las
determinaciones bioquimicas (glucosa, perfil lipidico, perfil renal insulina y leptina),
con EDTA disddico para la biometria hematica y la hemoglobina glucosilada
(Beckton-Dickinson, México) y con heparina para las pruebas de estrés oxidativo.
Para la determinacién de los parametros bioquimicos se centrifugaron las
muestras coaguladas a 3500 rpm durante 10 min. y se separd el suero. Las
determinaciones bioquimicas (glucosa, perfil renal y perfil lipidico) se realizaron
utilizando un autoanalizador Eclipse Merck Co. Para la hemoglobina glucosilada
se separaron 100 pL de sangre anticoagulada con EDTA y el resto se utilizo para
la biometria hematica. Para las pruebas de EOx, se separaron 600 uL de sangre
total anticoagulada para SOD, 100 pL para GPx , 100 uL de plasma heparinizado
para capacidad antioxidante total y 1000 pL para lipoperdxidos.

Las técnicas utilizadas fueron las siguientes:
¢ Glucosa: Estuche comercial para la determinacion de glucosa (método de la

glucosa-oxidasa, Randox GL 2614). La glucosa se determina

colorimétricamente después de una oxidacién enzimatica en presencia de
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glucosa oxidasa. Muestra y patrén se mezclan e incuban durante 10 min. a

15-25°C vy se lee la absorbancia a 500 nm frente a blanco de reactivo.

Hemoglobina glucosilada: Estuche comercial para la determinacion de
hemoglobina glucosilada (Randox HA 3830a). El primer paso involucra el
pretratamiento de la muestra de sangre total, se lisan las células rojas y se
provoca la hidrélisis de la hemoglobina por la accion de una enzima proteasa,
posteriormente la presencia de HbA1c se mide por aglutinaciéon en latex,
compitiendo la glucohemoglobina con anticuerpos monoclonales HbA1c. Como
valor de corte para descompensacion diabética se utilizé el porcentaje de

hemoglobina glucosilada mayor a 8%.

Colesterol: Estuche comercial para la determinaciéon de colesterol (método
enzimatico de punto final) CHOD-PAP (Randox Laboratories Ltd; UK, CH 201).
El colesterol se determina colorimétricamente después de hidrélisis enzimatica
y oxidacién. Las muestras del blanco, patrén y muestra se agitan e incuban
con el reactivo de color 10 minutos de 20 a 25°C o 5 min. a 37 °C, y se mide
la absorbancia a 546 nm antes de 60 min. Se considerd como criterio de

descompensacioén valores séricos de colesterol > 240 mg/dL.

Triglicéridos: Estuche comercial para la determinacion de triglicéridos Randox
GPO-PAP (Randox Laboratories Ltd, UK, TR212). Se determina tras hidrolisis
enzimatica con lipasas. El blanco, patrén y muestra se agitan e incuban con el
reactivo de color de 10 a 15 min. a 20-25° 0 5 min. a 37°C, y se mide la
absorbancia a 500 nm antes de 60 min. Como criterio de descompensacién se

utilizé valor de > 200 mg/dL.

HDL-Colesterol: Reactivo precipitante -colesterol catalogo Ch204 (paquete
suplementario para colesterol CHOD-PAP) (Randox Laboratories Ltd, UK).
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La determinacion se fundamenta en que las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y muy baja densidad (VLDL) y las fracciones de quilomicrones se
precipitan cuantitativamente al afiadir acido fosfotungstico en presencia de
Mg®*, la fraccion HDL se determina posteriormente por el método enzimatico
de punto final utilizado para colesterol total. Se tomé como criterio de

descompensacion valores séricos de HDL menores a 35 mg/dL.

Urea: Estuche comercial para la determinacion de urea (Randox Laboratorios
Ltd, UK UR 107). El método utilizado fue ureasa-Berthelot modificado. lones
amonio producidos por accion enzimatica reaccionan con salicilato e hipoclorito
sodico para formar un complejo verde que se lee a 600 nm. Muestras y patrén
se mezclan con ureasa por 5 min. a 25°C y posteriormente con hipoclorito

sodico, se leen contra el blanco de reactivo tras incubar 10 min.

Acido urico: Estuche comercial para la determinacién de acido urico. Método
enzimatico colorimétrico (Randox Laboratories Ltd, UK UA 230). El acido urico
se convierte, catalizado por uricasa en alantoina y perdxido de hidrégeno, el
cual a su vez reacciona con el reactivo de color para producir un compuesto de
quinoneimina rojo violeta que se lee a 520 nm. Muestras y patron se mezclan e
incuban con el reactivo de color durante 15 min. a 25 °C y se mide la

absorbancia frente a reactivo blanco.

Creatinina: Estuche comercial para la determinacion de creatinina método
colorimétrico (Randox Laboratories Ltd, UK CR510). La creatinina en solucion
alcalina reacciona con &cido picrico para formar un complejo coloreado, en
cantidad proporcional a la concentracion de creatinina. Las muestras y el
patrén se mezclan con el reactivo de color y se lee la absorbancia A; al cabo
de 30 segundos y exactamente después de 2 min. se lee la absorbancia A, se

obtiene la diferencia y se calcula comparando con el estandar.
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La biometria hematica se determin6 en forma manual; se empled el
procedimiento con cianometahemoglobina para la concentracién de
hemoglobina, el micrométodo para la determinacion del hematocrito y la

cuenta de leucocitos se realizé en una camara de Newbauer.

Proteina C Reactiva (PCR): se utilizo el estuche comercial de (Randox
Laboratories Ltd, UK, CP2488). El reactivo PCR contiene particulas de
latex recubiertas con anticuerpos que reconocen la PCR humana. Cuando
el reactivo se mezcla con suero que contiene PCR a un nivel mayor de 6
mg/L, las particulas se aglutinan, esto se interpreta como prueba positiva.
Se coloca una gota de latex (50 pL) sobre una placa obscura, a un lado se
colocan 50 pL de la muestra y se mezcla en forma circular, y se lee si hay
0 no aglutinacién. En caso de que sea positivo, se realizan diluciones, (1+1,
1+2,...,1+n), con amortiguador, hasta que no haya mas aglutinacion. Se

reporta en multiplos de 6 mg/L.

Leptina: Se utilizé el estuche para la determinacion de leptina método
inmunoradiométrico  (IRMA) (Diagnostic Systems Laboratories, Inc.
Webster, Texas DSL-23100).

Principio: El método emplea un principio de dos sitios inmunos\'adiométricos
(IRMA). EI IRMA es una determinacién no competitiva en la cual el analito a
ser medido es atrapado entre dos anticuerpos. EIl primero de estos se
encuentra inmovilizado en el interior de las paredes de los tubos. El otro
anticuerpo se encuentra radiomarcado (I'®) para su deteccion. El analito
presente en las muestras, estandares y controles es ligado a ambos
anticuerpos para formar un complejo de “sandwich”. Los restos no ligados

son eliminados por decantacion y lavado de tubos.
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Muestra: Suero sanguineo

Procedimiento:

. Se etiquetan dos tubos comunes (sin anticuerpo) para las cuentas

totales. Se marcan y ordenan por duplicado los tubos cubiertos con
anticuerpo antileptina (proporcionados en el estuche) para los
estandares, controles y muestras.

Se agregan 100 pL de los estandares, controles y muestras en el fondo
de los tubos con anticuerpo previamente marcados.

Inmediatamente después se agregan 200 pL de reactivo antileptina

I 125

marcado con a cada tubo.

4. Se agitan cuidadosamente por espacio de 1 a 2 segundos.
5. Se incuban todos los tubos entre 18-24 horas a temperatura ambiente.

6. Decantar todos los tubos, excepto los de cuenta total, por inversion

8.
9.

simultanea en un recipiente para desechos radiactivos. Escurrir los
tubos perfectamente sobre material absorbente para facilitar un
completo vaciado y posteriormente se dejan sobre material absorbente
de 1-2 min. Secar los tubos para eliminar algunas gotas restantes
adheridas sobre el borde antes de regresarlos a su posicion original.

Se agregan 3 mL de solucién de lavado a cada tubo, excepto a los tubos
de cuenta total, empleando para ello un pipetor.

Se decantan todos los tubos, excepto los de cuenta total.

Repetir los pasos 7 y 8 dos veces mas (para un total de 3 lavados).

10. Se colocan todos los tubos en un contador gamma (Cobra Il Auto-

Gamma, Packard Canberra Company) para su lectura.

Se considerd hiperleptinemia en los hombres cuando tenian valores > 9.15

ng/mL y en las mujeres > 27.6 ng/mL.

Insulina
Se utilizé el estuche para la determinacion de insulina meétodo

radioinmunoensayo (RIA), Insulin-CT (CIS Bio International).
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Principio: El principio de |la determinacion esta basado en la competencia

entre la insulina marcada (1'®) y la contenida tanto en los estandares como

en los especimenes que van a ser cuantificados, por un numero fijo y

limitado de sitios de union a anticuerpos. Después de un periodo de

incubacién, la cantidad de insulina marcada unida al anticuerpo es

inversamente proporcional a la cantidad de insulina no marcada presente

en la muestra. La separacion del antigeno libre y ligado es facil y

rapidamente lograda por el empleo de un doble sistema de anticuerpos.

Muestra: Suero sanguineo.
Procedimiento: Se realiza de acuerdo a la siguiente carta de flujo.

Estandares |12
‘ Agua
Tubos Controles Insulina Destilada
Muestras (™
uL mL et
T ) 1 )
Mezclar Aspirar el
Estandares .
liquido
100 1 Tapar los 4
tubos
Controles s
y 100 1 18h-20h de
manslEe 18-25°C 4 Contar
Aspirar el
liquido

* Después reconstituir con 5 mL de agua destilada y diluir en solucion

amortiguadora.
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Se consideraron valores altos de insulina los superiores a 20uUl/mL. Para
determinar la resistencia a la insulina RIl, se utilizé el calculo de HOMA IR
determinado por la férmula propuesta por Matthews et al.'® :

IR = (Insulina en ayunas en pU/mL X glucosa en ayunas en mM)/22.5

7.3.5. Marcadores de Estrés Oxidativo

. Lipoperéxidos: Esta técnica utiliza el malonaldehido (MDA) como marcador
de lipoperoxidacion, mediante una reaccion con acido tiobarbitarico (TBA),
el cual forma un pigmento de color rosa que se mide a 535nm. La formacion
del complejo TBA-MDA por eliminacion de oxigeno se ve favorecida por la
adicion de butiril-hidroxitolueno (BHT).

El método utilizado se basa en el analisis realizado por Jentzsch en 1996
en relacion al malondialdehido en fluidos corporales humano. 1%
Procedimiento:

Se colocaron 400 plL de plasma heparinizado en tubos de vidrio y se
mezclaron con 50 yL de BHT 2 mM y 400 uL de acido ortofosférico 0.2
mol/L, y se agitd en vortex por 10 seg.

Posteriormente se adicionaron 50 uL de TBA y se agitdé nuevamente, se
incubaron en bafos de agua a 90 °C durante 45 minutos, transcurrido este
tiempo se colocaron los tubos en hielo para detener la reaccion.

Ya a temperatura ambiente, se les agregd a cada tubo 1200 uL de n-
butanol y 100 uL de solucién saturada de cloruro de sodio. Se agitaron los
tubos en vortex durante un minuto y posteriormente se centrifugaron a 5000
rpm durante 1 min. Se tomaron 600 uL como minimo del sobrenadante y
se colocaron en otros tubos de vidrio, de los cuales se tomaron para leerse
en el espectrofotémetro Shimadzu. Se leyeron contra blanco de butanol a
535 y 572 nm para hacer una correccién de aductos coloridos que se
puedan formar durante la reaccién y se registra el delta. Para hacer los

célculos se interpola las absorbancias en la curva estéandar que se prepara
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con diferentes concentraciones de la sustancia patrén que es el
tetrametoxipropeno (TMP).
Valores de corte: Normal < 0.340 pmol/L, alto > 0.340 pumol/L.

Superdxido Dismutasa (SOD): En la cuantificacion de la actividad de SOD
se empleé el equipo comercial Ransod superédxido dismutasa (Randox
Laboratorios Ltd, UK) que se basa en el empleo de xantina y xantinoxidasa
(XOD) para formar radicales superoxido.

Xantina _*°® _ Acido urico + 0"

Los radicales superoxido formados reaccionan con cloruro de 2-(4-
yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio (I.N.T.) para formar un colorante
formazan rojo.

IN.T: Oz, Colorante formazan
Se mide la actividad de la superoxido dismutasa por el grado de inhibicion

de la reaccion:
02"+ 0y +2H' —39C _, 0, + H,0,

Procedimiento: Se tomaron 500 uL de la muestra de sangre total y se
lavaron los eritrocitos 3 veces con 3 mL de solucion de NaCl al 0.9%,
centrifugando durante 10 min. a 3000 rpm después de cada lavado.

A el botén de eritocitos lavados, se adicionaron 2 mL de agua bidestilada
fria, se mezcl6é y dejo reposar durante 15 minutos a 4°C. Del lisado se
tomaron 100 ulL y se diluyeron con 1.9 mL de tampdn fosfato 0.01 mmol/L
pH 7.0. Se pipetearon 0.05mL de la muestra diluida y se adicionaron 1.7 mL
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de sustrato mixto (xantina 0.05 mmol/L, LN.T. 0.025 mmol/L). Después de
mezclar perfectamente se agregaron 0.25 mL de xantin oxidasa (xantin
oxidasa 0.94 mmol/L). Se mezclo6 y se registré la absorbancia A al cabo de
30 segundos y se empezo a cronometrar el tiempo simultaneamente para
leer la absorbancia final Az al cabo de 3 min. frente a blanco de agua a una
longitud de onda de 505 nm en un espectrofotometro Shimadzu. Valores de
corte: Normal: =170 U/mL, bajo: < 170 U/mL

Glutation Peroxidasa (GPx): Para la cuantificacion de la actividad de
glutatidbn peroxidasa se empled el equipo comercial de Randox, Ransel
glutation peroxidasa. Este método estd basado en el trabajo de Plagia y
Valentine. La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la oxidacion del Glutation
(GSH) por el hidroperéxido de cumeno.

2GSH +ROOH __®™ | ROH +GSSG + H,0

El glutatiéon oxidado (GSSG) en presencia de glutation reductasa (GR) vy
NADPH es inmediatamente convertido en su forma reducida con una
oxidacion concomitante de NADPH en NADP®. Se mide la disminucion de la
absorbancia a 340 nm.

GSSG + NADPH +H'__°® | NADP* + 2GSH

Procedimiento: Se diluyeron 0.05 mL de sangre entera heparinizada en 1
mL de solucién diluyente, provista por Randox; se incubd durante 5 min.
para posteriormente afiadir 1 mL de reactivo de Drabkin a doble
concentracion. Las muestras se analizaron en los siguientes 20 min.

Para el ensayo, se colocaron 0.02 mL de la muestra diluida, 1 mL de
reactivo (glutation 4 mmol/L, glutation reductasa > 0.5 U/L y NADPH
0.34mmol/L) y 0.04 mL de cumeno (hidroperéxido de cumeno 0.18 mmol/L).
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Se mezclé y leyd la absorbancia inicial de la muestra y del reactivo blanco
al cabo de un minuto y se empezd a cronometrar simultaneamente para
leer de nuevo al cabo de 1 y 2 min. La cinética de esta reaccién se lee a
340 nm.

Valores de Corte: Normal: > 5500 U/L, bajo: < 5500 U/L.

Capacidad sérica antioxidante total: Para la determinacién de la capacidad
antioxidante total se empled un equipo comercial (Total antioxidant status,
Randox Laboratories Ltd, UK). El analisis del estado de los antioxidantes
totales, se trata de una prueba en donde se combinan la peroxidasa
(metamioglobina) con peréxido de hidrogeno y ABTS (2,2'-azido-di
etilbenzotiazolin sulfonato) para dar como resultado la formacién del radical
cation ABTS". Este radical presenta una coloracion verde azulada, la
presencia de antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta
coloracion, siendo ésta proporcional a la concentracion de antioxidantes.
Procedimiento: Se pipetearon 20 ulL de plasma y se adicioné 1 mL de
cromégeno. Después de mezclar perfectamente se prosiguié a la lectura de
la absorbancia inicial As a una longitud de onda de 600 nm. Se adicionaron
200 pL de sustrato, y posterior a la mezcla se empezdé a cronometrar
simultaneamente para leer la absorbancia A; al cabo de exactamente tres
minutos.

Valores de Corte: Normal: > 0.90 mmol/L, Bajo: < 0.90 mmol/L.

7.4. Disefio Estadistico

Los datos fueron analizados utilizando medidas descriptivas, promedio y

desviacion estandar (DE) para las variables cuantitativas y frecuencias relativas

para las cualitativas. Como pruebas de comparacion se utilizé t de Student para

las variables cuantitativas y y° para las cualitativas. Se calculd andlisis de

regresién lineal simple como prueba de asociacién y regresion logistica para el
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célculo de los riesgos con su respectivo intervalo de confianza al 95% (ICgss).
Para todas las pruebas se considerd un valor de p<0.05 como significancia

estadistica. Los célculos fueron realizados con el paquete estadistico SPSS V.
10.0.
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8. RESULTADOS

La poblacion de estudio fue estratificada por grupos edad, clasificandolos
como adultos mayores (> 60 afios) y adultos jovenes (25 a 59 afios), asi mismo

los datos de cada grupo fueron analizados en relacion a género.

En el cuadro 8.1 se presentan los resultados de mediciones bioguimicas,
clinicas y antropométricas por grupo de edad, en el cual observamos que las
concentraciones de HbA1c y LPO son significativamente mas altas en los adultos
jovenes en comparacion con los adultos mayores (p<0.01), asi mismo, la actividad
de la SOD fue significativamente mayor en los jovenes que en los ancianos
(p<0.05), y la concentracion sérica de acido urico fue significativamente mayor en
los ancianos que en los jovenes (p<0.05). Los niveles séricos de leptina fueron
mas altos en mujeres jovenes y hombres ancianos, aunque la diferencia no fue

estadisticamente significativa (p>0.05).

Por otro lado, respecto a la frecuencia de hiperleptinemia, y niveles bajos
de SOD, GPx y AT no encontramos diferencias estadisticamente significativas por
grupo de edad (p>0.05), no obstante el porcentaje de sujetos con sobrepeso fue
significativamente mayor en el grupo de jévenes (p<0.01), en los cuales también
los niveles altos de LPO y HbA1c fueron mas frecuentes igualmente con
significancia estadistica (p<0.05), mientras que en los adultos mayores fue mayor
la frecuencia de resistencia a la insulina y positividad a PCR cuya diferencia fué

estadisticamente significativa (p<0.05) (cuadro 8.2).

Asi mismo, el porcentaje de sujetos con HbA1c>8% fue significativamente
mayor en el grupo de los jévenes que en el de los de los ancianos (p<0.095),
aungue el porcentaje de sujetos con resistencia a la insulina 2 6.12 y positividad a

PCR fue mayor en el grupo de senectos.
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Respecto a la relacién entre la leptina y las variables vinculadas con la
descompensacién  diabética, encontramos una  correlacion  negativa
estadisticamente significativa con los TG (r= -0.444; p=0.034) y positiva con la
insulina (r = 0.52; p<0.01) en mujeres jévenes (cuadro 8.3). Del mismo modo, en
los adultos mayores en las mujeres se observaron correlaciones estadisticamente
positivas con los TG (r = 0.43; p=0.013), la insulina (r=0.751; p<0.001), resistencia
alainsulina (r=0.53; p<0.01) y LPO (r=0.40; p<0.05) (cuadro 8.4).

Entre los factores de riesgo para descompensacion diabética en adultos
jovenes encontramos la Rl (RM=15; 1Cgs540.56-404.5, p=0.105) y actividad baja de
SOD (RM=3.7; 1Cg5%0.51-27.5, p=0.195), aungue no fueron estadisticamente
significativos (cuadro 8.5). De la misma manera en adultos mayores se
observaron como factores de riesgo la actividad baja de la SOD (RM=31.1; ICgs
1.01-982.9, p<0.05), los niveles altos de TG, (RM=17.9; [Cgs%0.42-771.5,
p=0.133), insulina (RM=9.17; [Cg5%0.44-190.6; p= 0.152), colesterol (RM=6.22,
1Ce540.25-153.6; p=0.264), e IMC (RM=3.14; 1Cg540.36-27.9; p= 0.304) (cuadro
8.6).

En proporcion, los AJ con descompensacion diabética mostraron una mayor
tendencia a valores altos de PCR, leptina, LPO y EOx. (Grafica 8.1)

La edad considerada en el rango de 25-59 afios se comportd como un
factor de riesgo para descompensacion diabética (RM=9.12; 1C954 2.23-37.3
p=0.002) en el analisis multivariado (cuadro 8.7).
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Cuadro 8.1 Parametros bioquimicos, clinicos y antropométricos de los adultos

jévenes y mayores con DM2.

Parametros Adultos Jovenes Adultos Mayores
(n=47) (n=89)

Edad 50.6+ 5.3 68.4+7.3
Hemoglobina (g/dL) 15.3+1.4 14.8+1.6
Hematocrito (%) 47+4.4 46152
Eritrocitos X10°cel/mm? 5.19+0.44 5.2340.71
Leucocitos cel/mm? 6458+1394 619341216
Glucosa (mg/dL) 145141 161164
Urea (mg/dL) 38+10 39+20
Acido Urico (mg/dL) 4.5+1.5 5.3+1.5*
Creatinina (mg/dL) 0.99+0.3 1.09+0.9
Colesterol (mg/dL) 229+41 220450
Triglicéridos (mg/dL) 2214135 172471*
HDL-Colesterol (mg/dL) 4810 50413
LDL-Colesterol (mg/dL) 137140 135.5+45.3
Albumina (mg/dL) 4.8+0.3 4.4+0.4%
HbA1c % 9.5+3.4 6.8+2.81
Leptina (ng/mL)

Mujeres 40424 33423

Hombres 1348 20+13
Insulina pUI/mL 18.5+12.4 25.8+28
Resistencia Insulina 6.516 10.6+16
IMC (kg/m?)

Mujeres 29.5+4.2 26.943.5

Hombres 27.8+3 27.34£3.9
ICC

Mujeres 0.92+0.08 0.9940.07

Hombres 0.99+0.04 1.02+0.04
Lipoperoxidos (umol/L) 0.368+0.13 0.307+0.08%
SOD*(U/mL) 174.746.8 170.6410.7
GPx (U/L) 842713861 761943433
AT(mmol/L) 0.91840.213 0.884+0.215
TAS (mmHg) 123418 135+20*
TAD (mmHg) 8019 7849

HDL: Lipoproteinas de alta densidad, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, IMC: Indice de
masa corporal, ICC: indice cintura cadera, HbA1c: hemoglobina glucosilada, SOD:
Superoéxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa, AT: Capacidad antioxidante total, TAS:
Tension arterial sistolica, TAD: Tension arterial diastdlica. t de student 95% de confianza

*p<0.05, 1p<0.0001, $p<0.01
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Cuadro 8.2. Frecuencia de niveles anormales de leptina, lipoperoxidos, SOD; GPx,
AT y otros posibles factores de riesgo para complicaciones en AM y AJ con DM2.

Variables Adultos Jovenes Adultos Mayores

Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Sobrepeso*® 38 80 25 51t
ICC

Hombres>1.0 10 46 11 73

Mujeres >0.8 21 91 29 97
Género (Mujeres) 24 51 32 64
Glucosa >140mg/dL 22 47 25 50
Colesterol>240mg/dL 18 38 18 36
TG >200 mg/dL 19 40 12 24
HDL-C <35mg/dL 3 6 6 12
HbA1c >8% 17 37 14 29
Leptina

Mujeres >27 15 62 17 53

Hombres >9.4 15 65 12 67
PCR >6mg/L 11 23 23 46!
Insulina>20muUl/mL 6 13 11 22
Resistencia a la 16 34 30 60*
Insulina 26.12
LPO 2 0.340 U/L 26 55 18 36
SOD =170 U/mL 16 35 22 45
GPx = 5500 U/L 13 28 12 24
AT= 0.90 mmol/L 25 53 27 54

*Jévenes IMC=25, Adultos mayores IMC=227 TG: Triglicéridos, HDL: Lipoproteinas de alta
densidad, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, IMC: indice de masa corporal, ICC: indice
cintura cadera, HbA1c: hemoglobina glucosilada, PCR: Proteina C reactiva, LPO:
lipoperoxidos, SOD: Superoxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa, AT: Capacidad
antioxidante total, ¥°> 95% de confianza 1 p<0.01,  p$<0.050
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Cuadro 8.3 Correlacion simple entre los niveles de leptina con insulina, resistencia
a la insulina, colesterol total, HDL, LDL, TG, LPO, SOD; GPx y AT en adultos

jovenes DM2.

ADULTOS JOVENES

MUJERES HOMBRES
Variables r > p r rr P
Glucosa -0.275 0.075 0.204 -0.220 0.048 0.302
Colesterol  -0.397 0.158 0.610 0.035 0.001 0.872
TG -0.444 0.197 0.034* -0.207 0.043 0.332
HDL-C 0.148 0.022 0.500 0.108 0.012 0.617
LDL-C -0.301 0.09 0.163 0.188 0.035 0.380
Insulina 0.525 0.276 0.01* 0.311 0.097 0.138
RI 0.318 0.101 0.139 0.309 0.095 0.142
ICC 0.260 0.068 0.243 0.180 0.032 0.401
PCR 0.133 0.018 0.546 -0.141 0.020 0.510
LPO 0.151 0.023 0.491 -0.394 0.156 0.057*
SOD -0.112 .012 0612 0.301 0.080 0.163
GPx 0.376 0.141 0.077 0.272 0.074 0.209
AT 0.161 0.026 0.462 -0.248 0.062 0.242
HbA1c 0.253 0.084 0.243 -0.203 0.041 0.340

TG: Triglicéridos, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, LDL: Lipoproteinas de baja

densidad, RI: Resistencia a la insulina, ICC: indice cintura cadera,

PCR: Proteina C

reactiva, , LPO: lipoperéxidos, SOD: Superoxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa,

AT: Capacidad antioxidante total, HbA1c: hemoglobina glucosilada.
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Cuadro 8.4 Correlacion simple entre los niveles de leptina con insulina, resistencia
a la insulina, colesterol total, HDL, LDL, TG, LPO, SOD; GPx y AT en adultos

mayores con DM2.

ADULTOS MAYORES
MUJERES HOMBRES

Variables r r p r r2 p
Glucosa 0.174 .030 0.341 0.132 0.017 0.602
Colesterol  0.207 0.043 0.256 -0.045 0.002 0.828
TG 0.436 0.190 0.013 0.253 0.064 0.311
HDL-C 0.171 0.029 0350  -0.276 0.076 0.267
LDL-C 0.139 0.019 0.448 -0.06 0.004 0.812
Insulina 0.751 0.3564  0.0001  0.155 0.024 0.539
RI 0.537 0.289 0.002 0.173 0.030 0.493
ICC 0.163 0.026 0.038 0.055 0.003 0.839
PCR 0.136 0.019 0.457 0.019 0.000 0.940
LPO 0.409 0.167 0.02 0.047 0.002 0.852
SOD -0.081 0.007 0.663  -0.248 0.062 0.320
GPx 0.012 0.000 0.946 0.084 0.007 0.749
AT 0.119 0.014 0.517 0.212 0.045 0.398
HbA1c 0.026 0.381 0.253 0.276 0.076 0.267

Correlacion simple, TG: Triglicéridos: HDL: Lipoproteinas de alta densidad, LDL:
Lipoproteinas de baja densidad, RI: Resistencia a la insulina, ICC: indice cintura cadera,
PCR: Proteina C reactiva, , LPO: lipoperoxidos, SOD: Superdxido dismutasa, GPx:
Glutation peroxidasa, AT: Capacidad antioxidante total, HbA1c: hemoglobina glucosilada.
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Cuadro 8.5 Factores de riesgo para descompensacion diabética en adultos

jovenes.

Factor de riesgo RM IC g5% Valor de p
Resistencia  Insulina 1812 0.56-404.5 0.105
>6.21

Glucosa>140mg/dL 7.36 0.85-63.6 0.07
SOD <170 U/mL 37 0.51-27.5 0.195
LP0O>0.340 U/L 2.18 0.35-13.52 0.401
Leptina * 1.84 0.20-16.6 0.584
PCR>6mg/L 1.81 0.18-17.86 0612
TG >200mg/dL 774 0.22-13.8 0.588
AT<0.90 mmol/L 1.47 0.21-10.1 0.693
Colesterol >240mg/dL 1.35 0.21-8.69 0.752

Regresion logistica, r*=0.481 p=0.079 *Mujeres > 27 ng/mL, hombres >9.4 ng/mL
SOD: Superéxido dismutasa, LPQO: lipoperoxidos, PCR: Proteina C reactiva, TG:
Triglicéridos, AT: Capacidad antioxidante total.
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Cuadro 8.6 Factores de riesgo para descompensacion en adultos mayores

Factor de riesgo RM IC g5% Valor de p
SOD <170 U/mL 31.52 1.01-982.9 0.049
TG >200 mg/dL 17.93 0.42-771.5 0.133
Glucosa >140 mg/dL 9.91 0.55-177.3 0.119
Insulina >20 pUI/mL 917 0.44-190.6 0.152
Colesterol>240 mg/dL 6.22 0.25-153.6 0.264
IMC>27 3.14 0.36-27.9 0.304
LP0O>0.340 U/L 0.11 0.01-2.0 0.138
PCR>6 mg/L 0.08 0.01-1.5 0.094
Leptina 0.012 0-0.69 0.033
AT<0.9 mmol/L 0.01 0-0.51 0.023

Regresion logistica, r*= 0.535 p< 0.033 SOD: Superdxido dismutasa, TG: Triglicéridos,
IMC: indice de masa corporal, LPO: lipoperéxidos, PCR: Proteina C reactiva, AT:
Capacidad antioxidante total.
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Grafica 8.1. Marcadores de inflamacién y oxidativos en sujetos con diabetes mellitus tipo 2 descompensada.
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Cuadro 8.7 Factores de riesgo para descompensacion, poblacion total

e
Edad < 60 afios

Glucosa > 140 mg/dL

SOD < 170 U/mL

TG >200 mg/dL

ICC

Insulina <6.21pUl/mL

T
912

711
3.45
274
2.67
1.97

T T
223373

1.67-32.3
0.92-12.96

0.6-12.54
0.38-18.79

0.29-13.5

P
0.002
0.011
0.066
0.194
0.32

ICC: indice cintura cadera, LPO: lipoperoxidos.
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9. DISCUSION

La diabetes mellitus es considerada un problema de salud publica en
el mundo por su magnitud y trascendencia. En este sentido, en nuestro pais es la
primera causa de muerte general, ademas de propiciar un alto porcentaje de
secuelas incapacitantes, tales como ceguera, insuficiencia renal crénica, e

insuficiencia vascular periférica con amputaciones.’7®

En México en 1980 la DM era la octava causa de muerte en poblacion
general y para 1990 ocup6 el cuarto lugar, asi mismo, en la siguiente década, en
el afno 2000, se reporté como la primer causa de mortandad en la poblacién
general y en el 2001 la segunda causa de muerte para los mayores de 65 afios.®

Las evidencias cientificas han demostrado que el EOx, la hiperleptinemia y
la inflamacion cronica se presentan durante el proceso normal de envejecimiento.
Asi mismo, se ha observado una interaccion entre dichos mecanismos que
favorecen y potencializan las enfermedades cronico-degenerativos de mayor

prevalencia durante la vejez, tales como la DM tipo2 y la hipertension arterial. e

Por otro lado, debido a las similitudes fisiopatolégicas de la DM con el
proceso de envejecimiento, se ha propuesto que esta enfermedad es un modelo
de envejecimiento prematuro o acelerado, ya que el paciente diabético aunque no
sea anciano, también presenta hiperleptinemia, inflamacién y EOx, ademas de
caracteristicas fenotipicas de mayor edad que la cronoldgica. Por tal motivo, en
esta investigacion se evalué la influencia del envejecimiento sobre la

hiperleptinemia y EOx en suijetos diabéticos.*
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Los resultados de nuestro estudio muestran concentraciones
significativamente mas altas de HbA1c y LPO en los diabéticos jovenes, lo cual se
contrapone con nuestra hipétesis, ya que suponiamos que el envejecimiento
favoreceria la generacion de RL y consecuentemente la descompensacion
diabética. En este sentido, Aguirre et al. (1998),% Finkel et al.(1998)"", Cadenas et
al. (1996)'%" y Samiec et al. (1998)'® han demostrado un incremento en los niveles
de los marcadores de EOx en sujetos con DM conforme aumenta la edad, asi

como niveles mas bajos de las enzimas antioxidantes.

Los hallazgos del presente estudio no deben considerarse como
paraddjicos, ya que se ha reportado que los AJ presentan mayor porcentaje de
complicaciones diabéticas, lo cual puede estar asociado al mayor EOx que
presentan los AJ con DM tipo2 y probablemente sea compensado gradualmente
durante el envejecimiento a través del proceso fisiolégico denominado hormesis y
al mejor estilo de vida observado en los AM con DM tipo 2 en comparacion con los

AJ.109

Por otro lado, encontramos una asociacion estadisticamente significativa
entre los niveles de leptina con el género femenino y el IMC, lo cual es
congruente con lo reportado por Sivitz et al. (2003)'"°, Neuhauser et al. (2000)'"" y
Mendoza-Nuriez et al. (2002)*. Asi mismo, se observaron niveles de leptina mas
altos en las mujeres jovenes asociados con valores mas altos de IMC. En este
sentido el sobrepeso y la hiperleptinemia podrian ser considerados como datos
clinicos asociados a la descompensacion diabética. También la actividad de la
SOD incrementada en los diabéticos jovenes podria ser un mecanismo
compensatorio al mayor estrés oxidativo. En relacion al acido udrico se
encontraron niveles significativamente mas altos en los AM, cuya funcion

antioxidante de este producto catabdlico durante el envejecimiento ha sido

reportado por algunos autores. %4 %
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Respecto a la frecuencia de hiperleptinemia y niveles bajos de las enzimas
antioxidantes, no se encontro diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos, lo cual se contrapone con nuestra hipétesis, ya que incluso, el porcentaje
de niveles altos de LPO es significativamente superior en los jovenes; esto
puede ser explicado si se considera que en ambos grupos los sujetos son
diabéticos y que los AM presentan cierta ventaja respecto a los jovenes, ya que
los AM se han adaptado a la enfermedad y han adoptado un mejor estilo de vida,
sobretodo, considerando que los AM estudiados son sujetos “supervivientes”, que
resistieron a lo largo de su vida retos biolégico y ambientales, incrementado en

cierta medida su resistencia bioldgica.

Por otro lado, aunque encontramos mayor el porcentaje de
descompensacién diabética en los jévenes, la resistencia a la insulina fue mayor
en los ancianos, cuya alteracion ha sido reportada durante el proceso normal del
envejecimiento, la cual se intensifica con la DM, no obstante es de llamar la
atencion, que a pesar de la mayor resistencia a la insulina, los AM presentan

menor porcentaje de descompensacion diabética.

En lo que se refiere a la relacion entre la leptina y los marcadores de
descompensacién diabética, encontramos que en las mujeres jovenes existe una
correlacién positiva con la insulina y negativa con los niveles de triglicéridos
ambas estadisticamente significativas, al mismo tiempo en los AM la correlacion
con los triglicéridos es positiva y la comrelacion con la insulina es de mayor
magnitud, y también observa con la resistencia a la insulina. Respecto a los
triglicéridos, la correlacién negativa en las jovenes puede explicarse si se
considera el efecto oxidativo de la leptina sobre los acidos grasos, ya que se ha
reportado que la leptina incrementa la oxidacion de acidos grasos en poblacion
delgada mientras en la obesa no se observa dicho efecto, lo cual se atribuye a la
existencia de resistencia a la leptina en los obesos y en nuestro caso, seria

resistencia a la leptina en los adultos rnayores.”z
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La relacién entre la leptina y la insulina, observada en nuestro trabajo
coincide con lo reportados ampliamente en la literatura, pues se ha descrito
que existe un mecanismo de retroalimentacion entre la leptina y la insulina por
medio del cual la leptina en concentraciones normales inhibe la secrecién de
insulina, entonces cuando hay resistencia a la leptina se propicia la
hiperinsulinermia, proceso que es mas evidente en los AM, como consecuencia

del proceso de envejecimiento.®

Del analisis de regresion logistica por grupo de edad, observamos que en
los jovenes la resistencia a la insulina es factor de riesgo mas importante para la
descompensacién, lo cual resulta légico si consideramos todas las alteraciones
secundarias al efecto de la resistencia a la insulina en los diversos drganos y
tejidos. Otro factor de riesgo relevante tanto en los jévenes como en los mayores

fueron los niveles bajos de la enzima antioxidante SOD.

Los resultados de nuestro estudio son bioguimicamente consistentes, de
ahi que podemos aseverar que los AJ presentar mayor EOx, hiperleptinemia y
mayor porcentaje de positividad a la PCR, incrementando su vulnerabilidad para

las complicaciones diabéticas.

Finalmente el analisis de riesgos en toda la poblacion demostré que el
factor de riesgo mas importante para la descompensacion diabética es la edad
(<60 afos), lo cual a pesar de contraponerse con la hipétesis planteada, resulta
légico si consideramos el hecho de que los jovenes estan en una etapa mas
temprana de la enfermedad, por lo que probablemente su organismo empieza a
adaptarse 0 se encuentra en proceso de lograrlo, y el efecto son los resultados

que observamos.

Aungue los resultados no pueden considerarse del todo concluyentes

debido a lo limitado del tamafio de la muestray por tratarse de un estudio
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transversal, nos permiten sefialar que debemos continuar la linea de investigacion
para desmitificar que el envejecimiento en si mismo constituye un factor de riesgo

de descompensacion de padecimientos crénico-degenerativos como la DM tipo 2.

Por otro lado, nuestros resultados deben alertar a los médicos, sobre el
mayor riesgo de complicaciones diabéticas de los AJ, para la implementacion de
medidas preventivas y terapéuticas contra el EOx y el proceso inflamatorio cronico

que acompana la DM tipo2.
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10. CONCLUSIONES

HIPOTESIS:

Considerando las evidencias cientificas respecto a que el envejecimiento y
la DM tipo2 cursan con un proceso inflamatorio crénico, y EQOx, suponemos que
los adultos mayores con DM tipo2 presentaran mayor EOx, niveles séricos de
leptina y PCR que los adultos jovenes diabéticos.

CONCLUSIONES:

¢ Los niveles mas altos de leptina, proteina C reactiva, lipoperdxidos y estres
oxidativo en los adultos jovenes diabéticos en comparacion con los adultos
mayores, demuestran que el proceso de envejecimiento no constituye un

factor de riesgo de descompensacion diabética.

¢ El proceso de envejecimiento en si mismo no implica mayor alteracion en el
organismo del diabético, por lo que es posible que se dé una adaptacion
biologica y por lo tanto los adultos mayores logran un mejor control de su

enfermedad en comparacion con los jovenes.
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11. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos justifican el plantear darle continuidad al
estudio con el fin de corroborar el efecto observado manejando una

poblacién mayor en ambos grupos.

Las evidencias cientificas del estudio sugieren que los sujetos
diabéticos jovenes tienen mayor riego de descompensacion
diabética, por lo que seria conveniente que los médicos quienes
atienden a estos pacientes realicen ensayos clinicos, con el fin de
probar la eficacia de antiinflamatorios y antioxidantes para la

prevencién de posibles complicaciones diabéticas.
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