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I. RESUMEN

Antecedentes: El envejecimiento es un proceso adaptativo caracterizado por una disminucion de la
respuesta homeostatica como resultado de la acumulacion de danos estructurales y funcionales que
incrementan la susceptibilidad a los padecimientos crénico degenerativos. Ha sido vinculado con
procesos como el estrés oxidativo (EOx) y la inflamacion cronica, los cuales también se presentan
en la diabetes mellitus (DM), asociados a la hiperglucemia crénica. Sin embargo, el efecto de la
coexistencia del envejecimiento y la DM2 sobre la intensidad del EOx y del proceso inflamatorio
cronico (PIC) no ha sido estudiado, de ahi la importancia de la presente investigacion.

Objetivo: Determinar la relacién del envejecimiento y la DM2 con el EOx y el PIC.

Método: Se realizd un estudio observacional, prolectivo, transversal y comparativo en una muestra
de 224 sujetos, conformada en cuatro grupos: i) 56 adultos jévenes sanos (AJS, de 4717 anos), ii) 60
adultos jévenes con DM2 (AID, de 52+6 aifos), iii) 40 adultos mayores sanos (AMS de 67+7 afos) y
iv) 72 adultos mayores diabéticos (AMD de 68+7 afios). Se les realizaron mediciones antropométricas,
quimica sanguinea, hemoglobina glucosilada (HbAlc), y biometria hematica; se determinaron
marcadores de estrés oxidativo: lipoperdxidos (LPO), superdxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx), capacidad antioxidante total sérica (CAT) y se calculd la brecha antioxidante
(GAP). También se midieron los marcadores de inflamacion interleucina 6 (IL-6) y factor de necrosis
tumoral-o. (FNT-a), por método de ELISA y proteina C reactiva (PCR) por aglutinacién. Ademas se
cuantifico leptina por método inmunoradiométrico (IRMA) y adiponectina e insulina por
radioinmunoensayo (RIA). Los datos fueron analizados a través de ANOVA, U de Mann-Whitney,
frecuencias, regresion lineal multiple y estimacion de riesgos por analisis univariado utilizando el
paquete estadistico SPSS V.10.0.

Resultados: Los niveles de HbA1lc, glucosa y la resistencia a la insulina fueron significativamente
mayores en los sujetos con DM y aun mas en los AMD. Asimismo, los AMD presentaron niveles mas
altos de LPO que los AID, por otro lado, la actividad de la GPx fue significativamente menor vy la
razon SOD/GPx mayor en los AJD en comparacion con los AJS. Las concentraciones de FNT-a fueron
significativamente mas altas en los sujetos con DM en ambos grupos de edad. En ambos grupos de
diabéticos fue menor el porcentaje de sujetos sin EOx y mayor el de sujetos con EOx moderado, 10%
de los AMD presentaron EOx severo. Respecto a la hiperleptinemia, hiperinsulinemia y PCR positiva la
frecuencia fue significativamente mayor en los AMD en comparacion con los AMS, la frecuencia de
FNT-a elevado fue mayor en los sujetos con DM en ambos grupos de edad (p<0.05).

De la regresion lineal multiple se observd asociacion significativa entre la concentracion de HbAlc con
la Gpx (r=-0.37, p<0.05) y con la razon SOD/GPx (r=0.35, p<0.05), ademas de relacion entre la edad
con la SOD (r =0.37, p<0.05) y con la relacion SOD/GPx (r =0.31, p=0.05) en los sujetos sanos,
mientras en el grupo de diabéticos se encontrd asociacion entre la HbAlc con la edad (r =0.21,
p<0.05), la SOD (r =-0.21, p<0.05), los AT (r=-0.25, p<0.01) y el GAP (r =-0.21, p<0.05),
asimismo, se observd una asociacion significativa entre la edad con la concentracion de LPO (r =0.27,
p<0.01), actividad de la SOD (r =-0.26, p<0.01), el GAP (r =-0.35, p<0.001) y AT (r =-0.35,
p<0.001), ademas de una asociacion entre la edad con la IL-6 (r =0.32, p<0.01), el FNT-a (r =0.22,
p<0.05) y la adiponectina (r =0.23, p<0.05). Como factores de riesgo para EOx se encontrd el ser
diabético (RM =2.1, ICgse, 1.2-3.8, p = 0.015) al igual que ser AMD (RM = 3.1, ICgse, 1.3-7.5, p =
0.014); para tener concentraciones elevadas de FNT-a. fueron factores de riesgo ser mayor de 60
afnos (RM = 1.9, ICgse, 1.1-3.5, p = 0.029), el ser diabético (RM = 12, ICysy, 5.0-28, p <0.001) y el
presentar ambas (RM = 14, ICqs, 3.7-53.7, p <0.001).

Conclusién: Los resultados del estudio apoyan nuestra hipotesis, respecto a la asociacion y el efecto
aditivo entre el envejecimiento y la DM2 sobre la frecuencia e intensidad del EOx y del PIC.
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ABSTRACT

Backgrounds: Ageing is an adaptive process characterized by lower homeostatic responses due
structural and functional cumulated damages to life-span, which increase the vulnerability to chronic-
degenerative diseases. This process has been linked with biochemical disturbances such as oxidative
stress (OxS) and chronic inflammation (CI), at the same time, OXs and CI are physiopathology
mechanisms related-diabetes and higher levels of plasma glucose chronic state. However, we do not
know if the interaction ageing and diabetes mellitus type 2 (DM2) has an additive effect on OxS and
ClL

Objective: To determine the relationship between ageing and DM2 with OXs and CI.

Method: A cross-sectional and comparative study was carried out in a sample of 224 subjects: i) 56
healthy young adults (HYA, mean age 47+7 years), ii) 60 young adults with DM2 (YAD, mean age
52+6 years), iii) 40 healthy older adults (HOA, mean age 67+7 years) and iv) 72 older adults with
diabetes mellitus 2 (OAD, mean age 68+7). We did anthropometric measurements, blood chemical,
glycated hemoglobin (HbAlc) and hematic biometry. Also it was measured plasma lipid peroxides
(LPO), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), total antioxidant status (TAS), and
antioxidant gap, as biological markers of OxS, and interleukin 6 (IL6), tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a) by ELISA methods, C-reactive protein (CRP) by agglutination. Besides, it was determined
leptin serum levels by immunoradiometric assay and adiponectin and insulin plasma levels by
radioimmunoassay. Data were analysed utilizing SPSS-10, both descriptive and inferential analyses
were undertaken: mean, standard deviation (SD), percentages, odds ratio whit confidence interval of
95% (Clgse), ANOVA test, Mann-Whitney U test, and multiple regression analysis.

Results: We observed that HbAlc, glucose levels and insulin resistance were higher in diabetic
subjects than healthy (p<0.05) with more intensity in OAD. Likewise the group of OAD showed higher
LPO than YAD, however, it was found that the GPx was lower and SOD/GPx ratio was higher in YAD
than HYA (p<0.05).

On the other hand, the concentrations of TNF-o were higher in the diabetic groups than healthy
groups, likewise, the percentage of moderate and severe OxS was higher in the diabetic groups than
healthy groups (OxS severe, OAD 10% vs. others groups 0%). Respect hyperleptinemia,
hyperinsulinemia and high levels of CRP were higher in OAD than OAH, and percentage of TNF-a
high levels was higher in diabetic groups than healthy groups (p<0.05).

In the multiple regression analysis, it was observed a negative correlation significantly between HbAlc
concentration and GPx (r=-0.37, p<0.05), and positive correlation with the SOD/GPx ratio (r= 0.35,
p<0.05). Also, we found a positive correlation between age with SOD (r=0.37, p<0.05) and SOD/GPx
ratio (r=0.31, p<0.05) in the healthy group. However in the diabetics group it was observed a positive
association between HbAlc with age (r =0.21, p<0.05), SOD (r =-0.21, p<0.05), TAS (r=-0.25,
p<0.01) and the GAP (r =-0.21, p<0.05).

Besides, also we found a signficative correlation between age with LPO (r =0.27, p<0.01), SOD (r =-
0.26, p<0.01), GAP (r =-0.35, p<0.001), TAS (r =-0.35, p<0.001), IL-6 (r =0.32, p<0.01), TNF-a (r
=0.22, p<0.05) and adiponectin (r =0.23, p<0.05).

We observed as risk factors for OxS to DM2 (OR =2.1, Clgse, 1.2-3.8, p = 0.015) and age (=60 years)
(OR = 3.1, Clgse, 1.3-7.5, p = 0.014); risk factors for TNF-a. high levels, the age(=60 years) (OR =
1.9, Clgse, 1.1-3.5, p = 0.029), DM2 (OR = 12, Clgse,, 5.0-28, p <0.001) and DM2 & age (=60 years)
(OR = 14, Clgse, 3.7-53.7, p <0.001).

Conclusion: The results support our hypothesis about the additive effect of the ageing and DM2 on
frequency and intensity of OxS and CI.
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11. ABREVIATURAS

EOx Estrés Oxidativo

PIC Proceso Inflamatorio Crénico

DM 2 Diabetes Mellitus tipo 2

AM Adultos Mayores

AJS Adulto Joven Sano

AJD Adulto Joven con DM2

AMS Adulto Mayor Sano

AMD Adulto Mayor con DM2

HbAlc Hemoglobina Glucosilada

LPO Lipoperoxidos

SOD Superoxido Dismutasa

GPx Glutation Peroxidasa

SOD/GPx Relacion SOD/GPx

CAT Capacidad Antioxidante Total

GAP Brecha Antioxidante

IL Interleucina

FNT-a Factor de Necrosis Tumoral alfa

PCR Proteina C reactiva

RIA Radioiunmunoensayo

IRMA Método Inmunoradiométrico

ELISA Inmunoensayo Ligado a Enzima
ANOVA Andlisis de Varianza

RM Razén de Momios

IC Intervalo de Confianza

RI Resistencia a la Insulina

EPOC Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
IRS, SRI Sustrato Receptor de Insulina

GLUT Transportador de insulina

ATP Trifosfato de Adenosina

PI3K Fosfatidil Inositol 3 Cinasa

RL Radicales Libres

ADN Acido Desoxirribonucleico

NADPH Nicotin-Adenin-Dinucleotido Fosfato Reducido
uv Ultra Violeta

ERO’s Especies Reactivas de Oxigeno
NADH Nicotin Adenin Dinucleotido Reducido
AGE’S Productos de Glucosilacién Avanzada
PKC Protein Cinasa C

1,3-DPG 1,3 difosfoglicerato

GAPDH Gliceraldehido -3 fosfato deshidrogenasa
GA-3P Gliceraldehido 3 fosfato

MGO Metilglioxal

DHAP Dihidroxiacetona fosfato

GLY-3P Glicerol-3 fosfato

GLYK Glicerol cinasa




Rosado-Pérez J.

GLY
DAG
HLA
MHC
RAGE
NF-«xB
Ik-B
IMC
PPAR
CAM
SOCS-3
TAS
TAD
EDTA
CPM
HOMA
MDA
TBA
BHT
TMP
INT
GSSG
GR
GSH
ABTS
HDL

Glicerol

Diacilglicerol

Antigeno de Linfocitos Humanos

Sistema Mayor de Histocompatibilidad

Receptor de AGE’s

Factor Nuclear kapa B

Inhibidor del FN-kB

indice de Masa Corporal

Receptor Activado del Proliferador de Peroxisomas
Moléculas de Adhesion Celular

Factor Supresor de Sefalizacion de Citocinas
Tension Arterial Sistolica

Tension Arterial Diast6lica

Acido Etilendiamintetracético

Cuentas Por Minuto

Homeostasis Model Assesment/ Modelo homeostéatico
Malonildialdehido

Acido Tiobarbiturico

Butiril Hidroxitolueno

Tetrametoxipropeno

Cloruro de 2-(4-yodofenil)-3(-4nitrifenol)-5-feniltetrazolio
Glutation Oxidado

Glutation reductasa

Glutatién Reducido

2,2-azido-di(etilbenzotiazolin sulfonato)
Lipoproteinas de Alta Densidad
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111. INTRODUCCION

El envejecimiento es un proceso gradual, intrinseco, individualizado e inevitable que
se caracteriza por la disminucion relativa 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 al
aumento significativo de la poblacion mayor de 60 afios en el mundo y a la transicion
epidemiolégica que se vive en la actualidad, ya que las enfermedades infecto-contagiosas
han sido desplazadas por los padecimientos crénico-degenerativos de modo que éstos se
presentan con alta frecuencia a nivel mundial. En nuestro pais prevalecen tanto las
enfermedades infecto-contagiosas como las crénico-degenerativas, de ahi que se tengan

repercusiones significativas 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 EOx y el PIC, los cuales se han visto involucrados en el
desarrollo de diversas patologias que se presentan con alta frecuencia entre los adultos
mayores (AM) como son aterioesclerosis, distintos tipos de cancer, artritis reumatoide,
cataratas, enfermedad cerebro-vascular, isquemia-reperfusion, enfermedad de Alzheimer,
hipertension arterial y DM2 entre otras. En este sentido la DM2 es una enfermedad que se
caracteriza por una hiperglucemia cronica que cursa con EOx, aunado a un PIC, de ahi
que se le considere como un modelo de envejecimiento acelerado, debido a la similitud de

las alteraciones bioquimicas que se presentan con el envejecimiento.

Sin embargo, no existen reportes cientificos concluyentes que demuestren si se
incrementa en la frecuencia e intensidad del EOx y el PIC cuando coexisten la DM2 y la

vejez

Por tal motivo, la finalidad del presente estudio fue determinar la influencia del

envejecimiento sobre los marcadores de EOx y de PIC en pacientes con DM tipo 2.
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IV. MARCO TEORICO

IV.1. ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un proceso en el que la acumulacidon gradual de cambios
morfoldgicos y fisioldgicos generan una disminucién de las funciones del organismo e
incrementa la susceptibilidad a los padecimentos infecciosos, metabdlicos, autoinmunes vy
neoplasicos que acompanan a la edad avanzada. Es un proceso cuya naturaleza ha sido motivo
de numerosas especulaciones y ha sido objeto de estudio para filésofos y cientificos desde
tiempos remotos; sin embargo en las Ultimas décadas su abordaje ha sido mas holistico y
multidisciplinario, ya que se consideran los aspectos bioldgicos, psicolégicos y sociales, con
énfasis en las repercusiones demograficas, epidemioldgicas y econdmicas en el mundo y en

regiones especificas. *

En este sentido, la atencion a los problemas de salud de los AM se ha convertido en una
de las prioridades de los paises tantos desarrollados como en aquellos que estan en vias de
desarrollo, como es el caso de México, ya que gracias a los progresos cientificos y tecnoldgicos
se ha registrado un incremento en la esperanza de vida y la longevidad en las poblaciones, lo
cual, a pesar de reflejar los avances en materia de medicina, nutricion e higiene,

paraddjicamente se ha llegado a considerar un problema de tipo social e incluso econdmico.>

El incremento en la esperanza de vida no implica que los AM lleguen a esta etapa en un
estado saludable sino que la mayoria de ellos cursan con padecimientos crénico degenerativos
como la DM2, la hipertensién arterial, la arteriosclerosis, la insuficiencia cardiaca, el cancer,
entre otras enfermedades, las cuales requieren atencion del personal de salud en forma
constante, medicamentos y cuidados, lo que implica un incremento en los costos tanto para los
sistemas de salud como para las familias, ademas hace necesaria la investigacion cientifica para
lograr la comprensién de la fisiopatologia de estos padecimientos en la vejez con el fin de lograr
mejoras en la prevencion y el tratamiento, en este sentido la biogerontologia es una disciplina
relativamente nueva que aborda esta tematica y es el area bajo la cual se enfoca el presente

estudio.?
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En cuanto al envejecimiento cabe mencionar que existen diversas formas de definirlo y
distintas teorias para tratar de explicarlo, al respecto Medvedev (1990) sefiala que existen
alrededor de 300 teorias del envejecimiento, muchas de ellas propuestas hace cientos de anos y
otras son resultado del progreso en el conocimiento de fendmenos bioldgicos y de la aplicacion
de nuevas técnicas y métodos en la investigacion del envejecimiento; algunos autores igual

consideran que teorias recientes pueden ser la version moderna de teorias anteriores.**

Sin embargo, dado que existen varios enfoques bajo los cuales se pretende explicar el
proceso de envejecimiento encontramos teorias basadas en los cambios provocados por la edad,
teorias relacionadas con el dafno primario, otras basadas en programacion genética, las que lo
explican desde el punto de vista evolucionista, las sistémicas o tejido especificas, las que
desarrollan modelos matematicos y las denominadas compuestas en las que se superponen
otras varias, pues aunque el posicionarse en un punto facilita la comprension de los fendémenos,
no es posible explicar un proceso tan complejo desde una sola perspectiva, por lo cual es
importante reconocer que no existe una teoria que por si sola sea capaz de explicar el
envejecimiento. La corriente tedrica en la que nos enmarcamos es la que explica al
envejecimiento como consecuencia de una defensa deficiente ante el dafio oxidativo generado
por las especies oxidantes producidas en el metabolismo aerdbico, es decir la teoria de los
radicales libres y el EOx propuesta por Denham Harman en 1956 y que se encuentra dentro de

las teorias celulares.’!!

El EOx es uno de los factores principales que influyen en los mecanismos bioldgicos del
envejecimiento, aunque quizd no sea el factor determinante ni el Unico, debido a que es un
proceso multifactorial y complejo. Por lo anterior, definimos al envejecimiento como un proceso
gradual y adaptativo, caracterizado por una disminucion relativa de la respuesta homeostatica
debida a las modificaciones morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas y psicoldgicas, 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. ***?

Debemos aclarar que aunque en nuestro pais se considere ancianos a las personas

mayores de 60 afnos, desde el punto de vista del ciclo vital humano el envejecimiento es un
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proceso que se inicia alrededor de la cuarta década de la vida y es precedido por dos etapas, la
etapa de desarrollo que abarca desde el nacimiento hasta los 24 afios y la de madurez que
inicia a los 25 afos y termina a los 44 afios aproximadamente dando paso al inicio al proceso de
envejecimiento en el cual disminuye la eficiencia de las funciones del organismo, esta etapa (45

afios y mas) continla hasta la longevidad méxima potencial de los humanos de 130 afios. >4

Sin embargo, para unificar criterios, facilitar la realizacién 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 afnos en los paises en
vias de desarrollo y en los paises del primer mundo a partir de los 65 anos, aunque como ya se

menciond previamente, el envejecimiento bioldgico se inicia alrededor de los 45 afios. '

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.

II. Se dan cambios de la composicion bioquimica de los tejidos con la edad. Hay disminucion en
la masa muscular y 6sea con el envejecimiento, el tejido adiposo se incrementa, se desarrollan
depdsitos 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 glucosilacion.

III. Decremento progresivo en la capacidad fisioldgica. Se ha documentado que existen muchos
cambios fisioldgicos 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 disminucion de la habilidad para
mantener la homeostasis.

V. Incremento de la susceptibilidad vy vulnerabilidad a la enfermedad. Se debe a que los
cambios en la funcidon de muchos tipos celulares llevan a disfuncién de tejidos y érganos para

finalmente propiciar enfermedades sistémicas.
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El considerar todas o alguna de estas caracteristicas del envejecimiento es lo que ha
dado origen a la variedad de teorias que ya se ha mencionado, sin embargo para el estudio de
la biogerontologia es primordial apreciar de manera integral todos los cambios que implica el
proceso de envejecimiento, entender que es multifactorial y complejo para asi ser capaces de
desarrollar conocimientos Utiles para la comprension y el manejo de los padecimientos en este

grupo poblacional.

IV.1.1 Transicién Demografica

Como ya se ha mencionado, a nivel mundial se han dado cambios demograficos que han
provocado de manera general un mayor interés en el proceso de envejecimiento, ya que se ha
observado un incremento significativo de este grupo poblacional. En este sentido, la transicién
demogréfica se refiere al incremento en la poblacién de AM con respecto a la poblacién de
jévenes. La Organizacion de Naciones Unidas (ONU) reportd que en el afio 2002 el 10% de la
poblacién mundial era de mayores de 60 afios (629 millones) y se tiene proyectado que para el
2025 este porcentaje incrementara hasta 14% y para el 2050 serd de 20%; se ha calculado
que para el afio 2150 una de cada tres personas serd mayor de 60 afios.

Respecto a México, se ha observado que en las ultimas décadas se ha experimentado un
aumento significativo de la poblacion anciana, ya que en 1990 eran 4,988,158 AM (6.1% de la
poblacién) en el afo 2005 eran 8,364, 334 (8.1%) y se tiene proyectado que para el 2025
seran en 12.4% de la poblacién (17,512,000) y para el 2050 el 24.3% es decir 35.7 millones de
AM, lo cual implica que nuestro pais debe prepararse para poder atender las necesidades de

este grupo poblacional. (Cuadro IV.1). 617

Cuadro 1V.1.1 Poblacién de mayores de 60 afios en México.

Ano Poblacién Total Mayores de 60 afos Porcentaje (%)
1950 25,791,017 1,419,685 5.5
1970 48,225,238 2,709,238 5.6
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
2005 103, 263, 388 8,364, 334 8.1
2025* 141,225,806 17,512,000 12.4
2050% 146,971,050 35,713,967 24.3

*Proyecciones. Fuente: INEGI, 2006
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IV.1.2 Transicion Epidemioldgica

El envejecimiento poblacional secundario a la transicion demografica repercute en las
causas de morbilidad y mortalidad de la poblacién. En México hasta 1970 las principales causas
de muerte eran las enfermedades infecciosas, sin embargo al igual que en el resto del mundo
han sido sustituidas por las crénico-degenerativas, de ahi que se sefale que el pais esta
cursando por una transicién epidemioldgica, no obstante Chavez (1993), sefiala que esto no es
real ya que en nuestro pais no se han resuelto las altas tasas prevalentes de padecimientos
infecto-contagiosos y ahora ademas ya se tiene grandes problemas por los crénico-

degenerativos. *

En este sentido las tres principales causas de muerte en los adultos mayores en México
y de manera particular en poblacion de 65 afios 0 mas, se encuentran los padecimientos

cardiacos, DM2 vy la enfermedad cerebrovascular.(Cuadro IV.1.2)8

Asi mismo, entre la primeras causas de morbilidad figura la hipertension arterial, con una
prevalencia de mas del 50% para los hombres mayores de 60 afios y mas del 60 % para las
mujeres en el mismo grupo de edad y la DM2 con una magnitud del 19.2%, 21.3% para
mujeres de 60 a 69 afnos de edad y 16.8% para los hombres en el mismo grupo. Ambas
patologias propician con mucha frecuencia limitaciones fisicas en los adultos mayores, de ahi la

relevancia de prevenirlas, detectarlas y controlarlas oportunamente.®
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Cuadro 1V.1.2. Principales causas de mortalidad en edad posproductiva (>65 afios) en la

Republica Mexicana, 2001.

Nimero  Causa Defunciones Tasa* %
de orden
Total 223,432 4,511.46 100
1 Enf. isquémicas del corazon 33,387 674.16 14.9
2 Diabetes Mellitus 29,639 598.48 13.3
3 Enfermedad cerebrovascular 19,253 388.76 8.6
4 EPOC 13,853 279.72 6.2
5 Cirrosis y otras Enf. crénicas del 8,043 162.41 3.6
higado
6 Enfermedades hipertensivas 7,788 157.28 3.5
7 Infecciones respiratorias agudas bajas 7,253 146.45 3.3
8 Desnutricién caldrico proteica 6,231 125.82 2.8
9 Nefritis y nefrosis 6,060 122.37 2.7
10 Tumor maligno de traquea, bronquios 4,223 85.27 1.9
y pulmon
11 Tumor maligno de la prostata 3,560 71.88 1.6
12 Tumor maligno del estémago 2,951 59.59 1.3
13 Tumor maligno del higado 2,667 53.85 1.2
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 2.9
Causas mal definidas 6,576 132.78 26.6
Las demas 59,466 1200.76
*Tasa por 100,000 habitantes. @ Fuente:  INEGI/SSA, 2003 Disponible

http://www.salud.gob.mx

en.:
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IV.2. DIABETES MELLITUS

La DM es una enfermedad sistémica, cronica degenerativa, de caracter heterogéneo con
grados variables de predisposicion hereditaria y con participacion de diversos factores
ambientales que se caracteriza por hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en la
produccién de la insulina, o bien a la acciéon ineficaz de esta hormona, lo que afecta al
metabolismo intermedio de los carbohidratos, proteinas y lipidos y a largo plazo se asocia con
dafo, disfuncién y falla de varios 6rganos como son los ojos, riflones, corazén y vasos

sanguineos.’%%

Se ha clasificado como tipo 1, en la cual la mayoria de los casos se deben principalmente
a la destruccion de los islotes de las células beta del pancreas, esto provoca la deficiencia en la
produccién de la insulina y la hiperglucemia crénica que puede corregirse con la administracion
de insulina, por lo que igual se ha denominado DM dependiente de insulina; y en DM2, en la
que existe una capacidad residual de secrecion de insulina pero los niveles no superan la
resistencia que existe en los tejidos, por lo cual se manifiesta la hiperglucemia, este tipo de
diabetes se inicia durante la etapa adulta y su incidencia se incrementa notablemente durante la

vejez. %°

En cuanto a su frecuencia entre la poblacion mexicana, la Encuesta Nacional de Salud
(ENSA) 2006 detectd una prevalencia de 7% en adultos de 20 afios y mas, observando mayor
prevalencia entre los sujetos de 50 a 59 afios (13.5%) y a partir de la sexta década la
prevalencia es mayor (19.2%), 21.3% en mujeres y 16.8% en hombres. Asi mismo en el 2001
la DM 2 fue reportada como la primera causa de muerte en la poblacion general, se ha
sefialado como la causa mas importante de amputacién de miembros inferiores de origen no
traumatico asi como de otras complicaciones como la retinopatia y la insuficiencia renal, siendo

generadora de costos econdmicos altos asociados al tratamiento y las complicaciones. %

En lo que se refiere a la investigacion se han desarrollado diversas lineas que pretenden

explicar los mecanismos fisiopatoldgicos de esta enfermedad y sus complicaciones. Se ha
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buscado comprender el mecanismo de la resistencia a la insulina (RI) como caracteristica central
de la DM2 vy la terapia se encamina principalmente a reforzar la sensibilidad de los tejidos a esta
hormona, sin embargo en el desarrollo de las complicaciones se han visto involucrados

mecanismos como el EOx, la obesidad y el PIC.

IV.2.1 Diabetes Mellitus 2 y Resistencia a la Insulina

La principal causa de la hiperglucemia cronica caracteristica de la DM2 es la RI, la cual se
define como una respuesta bioldgica atenuada o disminuida en los tejidos aun en presencia de
concentraciones normales o altas de insulina, de manera clasica esto se refiere a defectos en la

sensibilidad a la insulina mediada por glucosa.??

La insulina es una hormona peptidica secretada por las células beta del pancreas, de
manera normal realiza varias funciones como mantener los niveles plasmaticos de glucosa al
facilitar su captura por las células en los diferentes tejidos, regula el metabolismo de los
carbohidratos y los lipidos ademas de promover la division y el crecimiento celular a través de
sus efectos mitogénicos. Su secrecidn se ve influida por sustancias nutrientes, como la glucosa,
0 por no nutrientes que actlan via neural a través de estimulos colinérgicos o adrenérgicos o

por hormonas y aminodcidos catidnicos.?**

Ejerce sus funciones al unirse a su receptor el cual es un heterotetramero que consiste
en cuatro subunidades glucoproteicas, dos alfa y dos beta unidas por puentes disulfuro y se
localiza en la membrana celular. La unién de la insulina a su receptor, inicia una cascada de
sefializaciones que termina en la translocacién del transportador de la glucosa a la membrana
celular y con esto la glucosa entra a la célula; de forma breve al unirse la insulina a la
subunidad alfa extracelular de su receptor, provoca un cambio conformacional que permite la
union de ATP a la subunidad beta intracelular del receptor; esto promueve su autofosforilacion y
le confiere la actividad de tirosina cinasa, por lo que se inicia la fosforilacion en tirosina de las
proteinas intracelulares llamadas sustrato receptor de insulina (IRS), las cuales poseen una
region conservada que, una vez activadas les permite interactuar con otras proteinas

intracelulares, como la fosfatidilinositol 3-cinasa (PIK3), la cual a su vez, entre otras acciones,
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promueve la translocacion del transportador de glucosa (GLUT) a la membrana celular, con la
posterior entrada de glucosa. (Fig. IV.2.1.1)*%*

Translocacion de

Sintesis de
glucégeno

Akt/PKB
Sintesis de

proteinas

. Proteinas de sefializacion
Antilipolisis

Expresion de genes |

Figura IV.2.1.1. Representacion esquematica de la sefializacion de la insulina

implicada en la incorporacion de la glucosa en las células.

Se ha propuesto que la RI es una manifestacion de mala sefalizacién secundaria a
defectos celulares a nivel post-receptor, asi como varios mecanismos como la disminucion de la
expresion del receptor como medida de retroalimentacion negativa ante el exceso de insulina,
deficiencias o polimorfismo genético en la fosforilacion del receptor, del SRI, de las proteinas
intracelulares que extienden la cascada de sefalizacién o bien anormalidades en la funcién del
GLUT 4. (Fig. IV.2.1.2)**%
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Translocacién de

PI3K

Sintesis de
glucégeno

N Akt/PKB
Sintesis de

proteinas
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. D Proteinas de sefializacion
Antilipolisis S

| Expresion de genes

Figura IV.2.1.2 Presentacion esquematica de las vias de sefalizacion afectadas

en la resistencia a la insulina.

La terapia se ha encaminado a fortalecer la sensibilidad de los tejidos a la insulina, sin
embargo, a pesar de lograr avances importantes, las complicaciones de la DM como son las
micro y las macroangiopatias se presentan de forma significativa en los pacientes y aun no se
logra alcanzar el control adecuado para evitar las manifestaciones clinicas como son la
retinopatia, la neuropatia, insuficiencia renal crénica, asi como ateroesclerosis e hipertension
arterial, cuya atencion implican costos altos tanto a los servicios de salud como a las familias,
por lo tanto es necesario comprender los mecanismos fisiopatoldgicos de esta enfermedad que
como Yya se ha sefialado involucra a eventos como el EOx, el PIC y la actividad endocrina del

tejido adiposo, los cuales se revisaran a continuacion.
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IV.2.2. Estrés oxidativo y Diabetes mellitus

El EOx es un proceso caracterizado por un desequilibrio bioquimico entre la produccion
de RL o especies reactivas con respecto a los antioxidantes a favor de los primeros con
implicaciones en la homeostasis del organismo por dafio a nivel celular, tisular y sistémico. El
EOx ha sido asociado con el mecanismo fisiopatoldgico de mas de 100 enfermedades cronico-
degenerativas, entre las que destacan la ateroesclerosis, el cancer, la artritis reumatoide, la

enfermedad de Alzheimer y la DM.?”%

Quimicamente, un RL se define como un atomo o molécula que en su ultimo orbital
presenta un electrén no apareado, por lo cual presenta una configuracion espacial que le genera
gran inestabilidad, es altamente reactivo, tiene una enorme capacidad para combinarse
inespecificamente, ya que precisa de obtener el atomo que le hace falta de las moléculas
vecinas, y dependiendo de donde y cuanto se genere puede estabilizarse tomando el electrén
que requiere de las biomoléculas proximas a él, incluso aquellas integrantes de la estructura
celular, si esto sucede se puede afectar la fisiologia de las células al oxidar a los lipidos de
membrana, a los carbohidratos, a las proteinas e incluso al ADN, lo cual es uno de los

mecanismos de dafio del EOx.3%3!

Sin embargo, los RL no son moléculas que deban considerarse estrictamente como

daninas, ya que se generan de manera natural y continua durante el metabolismo, el proceso

de respiracion, en la fagocitosis, en las reacciones donde intervienen enzimas de la familia de las
NADPH oxidasas (nicotinamida adenindinucledtido fosfato) asociadas al metabolismo del acido
araquidonico como la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, el citocromo P450 y como respuesta a la
exposicion a agentes exdgenos como los rayos UV, radiaciones ionizantes, la contaminacion

ambiental, el humo de cigarrillo, el ejercicio excesivo entre otros. 323

Los principales RL que se originan son los derivados de la respiracion aerobia y se
denominan especies reactivas de oxigeno (EROs), no obstante no son los Unicos ya que

también los hay derivados de nitrégeno y azufre aunque en menor proporcion. Las ERO’s se
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forman por la reduccion secuencial del oxigeno, lo cual origina primero al idn radical superdxido,
posteriormente al perdxido de hidrégeno (que no es un radical como tal pero es una especie

muy oxidante) y finalmente al radical hidroxilo que es el mas reactivo de todos. %33

0, —H&e—»(Q,* ey Yo, tepoH* HeEB 24,0

El producto final de la cadena de reacciones, puede ser la molécula de agua, en cuyo
caso hay menores posibilidades de dano al organismo; sin embargo considerando que éste es
un sistema dindamico, es probable que se den otras interacciones bioquimicas que conduzcan a
la generacién y acumulacién de RL en lugar de destoxificar a las células; condiciones como la
presencia de iones metalicos reductores, compuestos derivados de nitrdgeno o deficiencia en los
donadores de electrones necesarios para remover o estabilizar a los RL puede causar un exceso
de éstos (Figura IV. 2.2.1).33!

0, ﬁ»oz_.&’ H,0, %2H20+ 0,
+ Fe*? GSH

L-arginina "%, NO’ OH" + OH + Fe'*® 2H,0 + 0,

ONOO #—>» OH" + NO,

Figura IV.2.2.1. Interacciones entre los EROs y otras especies, generacion de otros RL.

El medio por el cual el organismo contrarresta la accion potencialmente nociva de las
especies oxidantes es el sistema antioxidante y su eficiencia depende de su capacidad de
actuacion tanto intra como extracelularmente. Asi, un antioxidante se define como aquella
sustancia que presente en bajas concentraciones en relacion a un sustrato oxidable, previene o
retarda la oxidacion de tal sustrato. Los antioxidantes utilizan varios mecanismos de accién y en

base a esto han clasificado en primarios y secundarios (Cuadro IV.2.2.1). 3¢
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Cuadro 1V.2.2.1 Clasificacion de los diferentes antioxidantes.

ANTIOXIDANTES ANTIOXIDANTES
PRIMARIOS SECUNDARIOS
Superdxidodismutasa (SOD) Vitamina C
Glutation peroxidasa (GPx) Vitamina E
Catalasa Vitamina A y carotenos
Transferrina Acido Urico
Ceruloplasmina Bilirrubinas
Albumina Albumina
Metalotioneinas Melatonina
Estrégenos

Los antioxidantes primarios acttan en la prevencidon de la formacion de los RL y en la
captura de compuestos que propician su transformacién en radicales mas daninos. Entre estos
encontramos a los endégenos como las enzimas SOD, catalasa y GPx, la SOD dismuta al radical
anion superoxido en perdxido de hidrogeno (H,0,), el cual a su vez es descompuesto por la
catalasa o la GPx hasta agua; entre este tipo de antioxidantes también encontramos a las
proteinas atrapadoras de metales que evitan la interaccion de los radicales ya formados con los
cationes metdlicos para proteger a las células de generacion del radical mas dafiino que es el
hidroxilo.  Los antioxidantes secundarios actlan una vez formado el radical, evitan su
propagacién al cederle electrones y convertir a si mismos en un radical menos reactivo y mas
facil de eliminar, entre estos hay enddgenos como los estrogenos, acido Urico y bilirrubinas o

exdgenos como las vitaminas.*®*’

Cuando se da un desequilibrio entre los oxidantes y los antioxidantes en favor de los
primeros el resultado es EOx, Yy dado el exceso de especies reactivas, colisionan con las
biomoléculas y de ellas sustraen el electrén que le hace falta oxidandolas. Si se trata de los
lipidos se dafian las estructuras ricas en acidos grasos como son las lipoproteinas y las
membranas celulares, en el primer caso se da la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad, lo cual se ha reconocido como un paso inicial importante en el desarrollo de los

ateromas, mientras que si la reaccién es en la membrana se descompone su estructura
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continua, se altera la permeabilidad y osmolaridad lo cual puede conducir a la muerte celular;
€S un proceso que se conoce como peroxidacion lipidica, es una reaccion de sustraccion de
electrones en cadena y genera numerosos subproductos que pueden determinarse en plasma

por técnicas como la del &cido tiobarbitirico. 3%

Si las especies reactivas actlan sobre las proteinas se oxidan preferentemente
aminoacidos con estructura ciclica y como consecuencia se da entrecruzamiento de cadenas
peptidicas, fragmentacion de proteinas y formacién de grupos carbonilo, con lo cual se impide el
desarrollo normal de las funciones de las diversas proteinas, ya sea transportadoras, receptores,
mensajeros celulares, enzimas, etc. En el caso de oxidacion de la molécula de ADN se generan
bases modificadas, rompimientos de cadena sencilla, lo cual tiene como consecuencia el
desarrollo de mutaciones y carcinogénesis y puede relacionarse con la pérdida de expresion por

dafio a algin gen especifico. 3

Sin embargo, si el organismo se encuentra en condiciones dptimas es capaz de controlar
los niveles de especies oxidantes, a través de los sistemas antioxidantes y lograr la homeostasis,
los problemas se generan al perderse el equilibrio que propicia el desarrollo de enfermedades e

incluso el envejecimiento. (Figura IV.2.2.2)%
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Figura IV.2.2.2. Estrés oxidativo, homeostasis y enfermedad. Tomado de Finkel y Holdbrok 2000.

El EOx es un proceso dinamico que se ha vinculado de forma notable con la DM2 ya que

existen evidencias que muestran alteraciones en el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes

en los sujetos diabéticos. Se ha reportado una disminucion en la actividad de los antioxidantes,

e incremento de los productos de oxidacion, el cual en algunos casos es detectable s6lo con

técnicas finas pero es evidente cuando existe mayor dafio e incluso complicaciones. En este

sentido, el EOx presente en los sujetos diabéticos se asocia con la hiperglucemia crdnica que

caracteriza a esta enfermedad, ya que ante un exceso de glucosa circulante se activan varias

vias metabdlicas no muy usuales en el organismo, lo que conduce a la generacion de otros

metabolitos entre los cuales se encuentran RL de oxigeno.

42-47
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Al respecto, se han descrito varias rutas metabdlicas vinculadas con el EOx e implicadas
en las complicaciones de la DM2, entre ellas encontramos la ruta del sorbitol (o de la aldosa-
reductasa), la de la glucosilacidon no enzimatica de proteinas, la autooxidacion de la glucosa, la
modificacion de la actividad de la protein-cinasa C(PKC), la pseudohipoxia, el metabolismo
alterado de lipoproteinas y la alteracién via citocinas. “*°! De entre todas las mencionadas, las
vias de la autooxidacion de la glucosa, la del sorbitol y la glucosilacion no enzimatica de

proteinas han sido las mas estudiadas (Figura 1V.2.2.3).

HIPERGLUCEMIA CRONICA

Autooxidacion ? Sorbitol @Iucosilacién no

de la glucosa \l enzimatica de proteinas
Cetoaldehidos l NADP reducido Productos de glucoslacion
ﬂ ﬂ avanzada (AGE)
TRadicaIes libres l Glutation reducido Endurecimiento
de tejidos
ﬂ Unidn a receptores
TEstrés oxidativo TEstrés oxidativo T Radicaleé/libres

T Estréyoxidativo

Figura 1V.2.2.3 Principales vias metabdlicas activadas por la hiperglucemia crénica vinculadas con el
desarrollo de EOx en sujetos diabéticos.

Durante la autooxidacion de la glucosa se generan productos oxidantes a partir de la
enolizacién de la glucosa, de entre ellos se ha demostrado que el gliceraldehido en presencia

de metales pesados, como el Fe*?, puede formar el radical anién superéxido, y éste, como se
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ilustra en la figura IV.2.2 1 puede ser convertido en agua a través de las enzimas antioxidantes
o0 generar otros radicales mas dafinos dependiendo de las condiciones.*

Con relacién a la via del sorbitol se propone que dados los niveles altos de glucosa
circulantes en la sangre, se sigue la via metabdlica de la enzima aldosa reductasa, ésta es de

baja afinidad a concentraciones normales de glucosa, genera sorbitol a partir de la glucosa y

utiliza al NADPH como cofactor. Dado que el potencial antioxidante del glutatién depende del
suministro de NADPH (pues lo requiere para su regeneracion) el flujo de este cofactor por otra
via como la del sorbitol altera el balance oxidantes-antioxidantes hacia el lado de los primeros
propiciando EOx (Figura 1V.2.2.4).>!

.0 - __OH
“‘\C,,

c - il
Aldosa reductasa

|
—C—OH —C—OH

|
|
HO—(l:—- ﬁ HD_‘F_
S S NS
—C-OH —C—OH
|

C. C.
~““OH NADPH NADP -~ "OH

GLUCOSA w SORBITOL

Glutation Glutation H,0,
Oxidado ﬁ Reducido
GPx

Glutation
Oxidado H-0

Figura 1V.2.2.4. Via del sorbitol activada por la hiperglucemia crdnica, el flujo de los cofactores por la via

de la aldosa reductasa propicia EOx al alterar el equilibrio redox del glutatién.
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Ademas, se ha demostrado que el sorbitol asi generado tiene efectos sobre la fisiologia
de las células, aquellas que toman libremente la glucosa (y que contienen la enzima aldosa
reductasa) como son el lente del cristalino, las neuronas, los glébulos rojos y las nefronas sufren
cambios osmoéticos y en la permeabilidad por el incremento de sorbitol, propiciandose la
opacidad en el cristalino, la disminucion en la velocidad de conduccién nerviosa, alteraciones de

las funciones de la nefrona, que son complicaciones tipicas de los pacientes diabéticos.**

Asi mismo, la oxidacién del sorbitol a fructosa por la sorbitol deshidrogenasa se
acompania con el incremento del radio NADH/NAD* lo cual ha sido llamado “estrés reductivo” o
“seudohipoxia hiperglucémica” puesto que los cambios redox generados son analogos a los que
se presentan en la isquemia y las células lo detectan como hipoxia, lo cual propicia generacién
de especies reactivas. Ademas el incremento del NADH promueve la reaccidn catalizada por la
gliceraldehido 3- fosfato deshidrogenasa (GADPH) la cual genera gliceraldehido 3-fosfato, que
es un precursor del metilglioxal y del activador enddgeno de la proteincinasa C; a partir del
metilglioxal se generan AGE’s (del inglés Advanced Glycosylation End Products) y la activacion
de la PKC tiene varios efectos. (Figura 1V.2.2.5). Esta enzima regula diversas funciones
vasculares al modular a su vez la actividad de otras enzimas como la fosofolipasa A2 citosdlica y
la Na*-K*-ATPasa, o la expresion de genes de los componentes de matriz extracelular y
proteinas contractiles. Cuando no hay una adecuada regulacion de la actividad de la PKC el
resultado son anormalidades vasculares incluyendo cambios en el flujo renal y retinal, asi como

en la contractilidad, permeabilidad y proliferacion celular. >*>°
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Figura IV.2.2.5 Induccién de pseudohipoxia y activacion de la proteincinasa C por la via de la aldosa
reductasa ante la hiperglucemia.
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Por otro lado, la glucosilacion no enzimatica de proteinas, también denominada
glicatacion o reaccion de Maillard, es conocida desde hace mucho tiempo por su aplicacion a la
industria de los alimentos y tomd relevancia fisiolégica cuando se descubrieron las particulas de
hemoglobina glucosilada en sangre de sujetos sanos y su incremento en los diabéticos.>! %%
Quimicamente hablando es una reaccidon que sucede en tres etapas, la primera se da por la
adicion de un grupo amino primario (de una proteina o de fosfolipidos) al grupo carbonilo del
azucar formandose una base de Schiff el cual es un compuesto poco estable. Si no disminuye la
concentracion de glucosa circulante puede avanzar hacia la segunda etapa de la reaccion con la
formacion de un compuesto que se ha llamado genéricamente como compuesto de Amadori en
el cual se da nuevamente un rearreglo interno para mayor estabilidad pero que genera mas
carbonilos reactivos; hasta este punto la reaccion es todavia reversible y puede regresar hacia la
base de Schiff e incluso hasta la parte inicial si disminuye la concentraciéon de glucosa. Sin
embargo, si la reaccidon no se revierte, los grupos carbonilos de los productos de Amadori son
capaces de reaccionar nuevamente con grupos amino de proteinas y originar moléculas mas
grandes por el entrecruzamiento del azlcar con otras proteinas (tercer etapa). Los compuestos
asi generados se han denominado productos finales de glucosilacion no enzimatica o AGE's
que son estructuras fluorescentes, que se forman lentamente en reacciones fuertemente
desplazadas hacia la derecha, es decir hacia la formacion de los productos y que se ven

propiciadas por la presencia de oxigeno y metales reductores. Figura 1V.2.2.6.%”>°
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Figura IV.2.2.6. Glucosilacién no enzimatica de proteinas.
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Esta reaccidon puede afectar la funcionalidad de las células, ya que la glucosilacién afecta
la actividad bioldgica de las proteinas, por medio de tres mecanismos generales: la modificacion
de proteinas extracelulares (de bajo recambio), el desencadenamiento de procesos
intracelulares por unidon a receptores extracelulares vy alteraciones de proteinas

intracelulares.’ 404

En los sujetos diabéticos, donde se relinen las condiciones para que se
generen los AGEs, se ha descrito la unién de éstos a receptores especificos del tipo de las
gammaglobulinas, en la superficie celular de macréfagos, monocitos y células endoteliales,

desencadenando la liberacion de RL de oxigeno y EOx, lo cual se vera mas adelante en detalle.
51,58-61

Es asi como la hiperglucemia crénica se ha vinculado con el EOx en los pacientes
diabéticos, en los cuales se ha descrito niveles elevados de marcadores de oxidacion, ademas de
asociacién con el control glucémico y los AGE's.

Por otro lado, se ha vinculado al EOx con los niveles bajos de insulina en los pacientes
diabéticos, ya que se ha demostrado que las células beta del pancreas no son inmunes al dafio
por los RL, asi que ya instalada la enfermedad es posible que empeore la situacion del sujeto
diabético dado que disminuye la secrecidn de insulina en el pancreas por interferencia de los RL

sobre el proceso normal de produccion y secrecion de insulina. *°

IV.2.3 Inflamacion y Diabetes Mellitus

Otro proceso fisiopatoldgico que ha sido asociado tanto a la DM como al envejecimiento
es el PIC, el cual ademas de generar modificaciones per se, propicia otras alteraciones entre las
cuales se encuentra el EOx, contribuyendo ambos procesos en el desarrollo de las macro y

microangiopatias.®?

La inflamacién es una respuesta del organismo ante la exposicion a agentes infecciosos,
estimulos antigénicos o lesiones fisicas que involucra a los sistemas nervioso, vascular e
inmunoldgico. Inicialmente tiene una funcién homeostatica de proteccion o defensa que se

caracteriza por rubor, dolor, tumefaccidon, edema y falta de funcién en la zona afectada, no
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obstante si el proceso es ineficiente y se cronifica, se transforma en un proceso fisiopatoldgico

que favorece el incremento de RL y consecuentemente EOx.%*%*

En la inflamacion participan tanto elementos celulares como humorales, actdan las
células endoteliales del tejido dafiado o préximo a la lesion asi como las células efectoras de la
respuesta inmune cuya actividad es coordinada y regulada por citocinas y por otros mediadores
que pueden ser liberados por células del sistema inmunitario o bien producidas por sistemas
enzimaticos plasmaticos entre los que estan el sistema de las cininas, el de la coagulacién, el

fibrinolitico y el del complemento. 5%%°

El mecanismo es complejo e implica una sucesion de eventos en el que participan los
elementos ya mencionados, coordinados y dirigidos a controlar o reparar el dafio. Una vez que
se ha generado la lesion se produce vasodilatacion como respuesta a la accion de mediadores
pre-sintetizados que son liberados por las células del tejido implicado, esta vasodilatacion
aumenta el volumen de sangre en la zona y disminuye su flujo, esto explica el calor y el rubor
en la lesién. Asimismo, se incrementa la permeabilidad vascular propiciando edema vy la
extravasacion de leucocitos que contribuyen a la tumefaccion. Los sistemas de cininas,
coagulacion y fibrinolitico se activan cuando los vasos exudan liquido proveniente de la sangre
circulante, muchos de los cambios vasculares locales se deben a la accidon de enzimas
plasmaticas mediadoras como la bradicinina y los fibrinopéptidos, que inducen vasodilatacién y
aumento de la permeabilidad vascular. Las anafilotoxinas del complemento (C3a, C4a y C5a)
inducen desgranulacién de los mastocitos que se encuentran en la zona de reaccidon con

liberacidn de histamina, la cual produce vasodilatacion. >

Ante los cambios vasculares, las células endoteliales expresan moléculas de adhesidn por
lo que los neutrdfilos se les unen y emigran desde la sangre hacia el sitio de reaccién, una vez
unidos y activados por los mediadores locales o incluso por el patdgeno en caso de infeccion,
liberan agentes quimiotacticos que atraen a los macréfagos los cuales incrementan la fagocitosis
y la liberacién de mediadores y citocinas, entre las que se encuentran la IL-1, la IL- 6 y el FNT-
a, (las cuales promueven a nivel local la coagulacién para limitar la extension de la reaccion al

tejido proximo e incrementan la permeabilidad vascular). La IL-1 y el FNT-a inducen el aumento
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de la expresion de moléculas de adherencia sobre las células endoteliales, posteriormente los
neutrdfilos, los monocitos y los linfocitos que reconocen estas moléculas se adhieren y luego
pasan a través de la pared vascular hacia los espacios tisulares; aunque estos no son sus Unicos

efectos. %%

El proceso inflamatorio puede ser agudo o crénico; el agudo se acompana de una
respuesta sistémica conocida como reaccién de fase aguda, la cual se caracteriza por induccion
de fiebre, incremento de la sintesis de algunas hormonas, leucocitosis y elaboracion de
proteinas de fase aguda por el higado. La PCR es el prototipo de una proteina de fase aguda, se
fija a la membrana del patdgeno, activa al complemento provocando el depdsito de la opsonina
C3b sobre el mismo con lo que facilita su fagocitosis por las células que expresan receptor para

esta opsonina.®®

Muchos efectos generales de esta fase aguda se deben a la accién combinada de las IL-
1, IL-6 y el FNT-a,, ya que las tres citocinas acttian sobre el hipotdlamo para inducir la reaccion
febril. Asimismo, la IL-6 y el FNT-a. promueven que los hepatocitos sinteticen proteinas de
fase aguda y el FNT-o ademas actla sobre células endoteliales vasculares y sobre los
macréfagos para inducir la secrecién de factores estimulante de colonia, con lo que se
promueve la hematopoyesis y el incremento transitorio de los leucocitos requerida en la

reaccion.%%’

Por otro lado, es importante mencionar que la reaccidn aguda puede ocurrir sin la
participacion manifiesta del sistema inmune, sin embargo la quimiotaxis y la migracion de los
leucocitos hacia la zona de lesidon es conveniente, ya que estas células participan en la
depuracién del antigeno y en la reparacion del tejido dafiado con lo cual se veria controlada y
limitada la reaccion inflamatoria, lo cual es fundamental para reducir o reparar el dano, ya que
una reaccion inflamatoria prolongada o crénica se transforma en un proceso fisiopatoldgico,
caracterizado por la persistencia de un antigeno, la sobreproduccion de citocinas y la
autodestruccion de los tejidos, con alto riesgo de que se desarrolle una enfermedad

autoinmune.53 6667
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En este sentido, uno de los cambios que ocurren en el envejecimiento es el desarrollo de
un estado de inflamacidn cronica, el cual se asocia con la mayoria de los padecimientos crdnicos
mas frecuentes en esta etapa los cuales implican alteraciones en el sistema inmune, pero que
también se presenta en sujetos mayores sanos, al respecto se ha propuesto que en el
envejecimiento este proceso constituye una respuesta altamente compleja ante varios estimulos
inflamatorios internos y ambientales mediada en gran parte por el incremento de las citocinas
proinflamatorias, que propician liberacion de especies reactivas, favoreciendo el EOx que a su
vez es una fuente de perpetuacion del proceso inflamatorio al estimular constantemente la
liberacién de citocinas. Se ha propuesto que este proceso inflamatorio crénico asociado al
envejecimiento se caracteriza por presentarse en grado bajo, controlado, asintomatico, crénico y
sistémico de modo que puede causar dafio de manera prolongada y por supuesto verse

potenciado si existe alguna enfermedad.

Al respecto recientemente se ha sefalado una relacion fisiopatoldgica entre la DM2 con
el PIC, principalmente por dos mecanismos, uno vinculado con la obesidad y la actividad
endocrina del tejido adiposo y el otro que implica el desarrollo de la respuesta inmune por
desconocimiento de los AGE’s generados a causa de la reaccidon de glucosilacion no enzimatica

de proteinas, adelante se revisaran con mas detalle.”” 773

1V.2.3.1. Inflamacién y AGE’s

Los AGE’s como ya se ha mencionado son productos de la glucosilacion no enzimatica,
aqui nos hemos referido a los productos de las proteinas sin embargo también los hay de lipidos
y ADN, y se forman de manera tiempo dependiente en un ambiente pro-oxidante,
especialmente cuando las moléculas se recambian de forma lenta y el nivel de aldosas se
mantiene elevado. Al principio se pensé que la glucosilacion de macromoléculas era una marca
sobre las proteinas senescentes para su subsecuente eliminacién por los macroéfagos; los
receptores a los que se unen se consideraban como limpiadores (scavengers) implicados en la
eliminacién y la regeneracion celular; la eliminacion defectuosa se pensaba como un factor
importante en el envejecimiento y en el desarrollo de algunas enfermedades, sin embargo, se

ha puesto en evidencia que la unién de los AGE’s a su receptor no precisamente aceleran su
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eliminacion, si no que inducen una senalizacion sostenida post-receptor incluyendo la activacion
de moléculas, enzimasy factores de transcripcion como el factor nuclear kapa B (FN-xB) y las
MAP cinasas, esto ha hecho necesaria la revision e investigacion para la comprension de los
AGE’s, su receptor y su papel en el desarrollo de las en enfermedades asi como de las
complicaciones, cuestién notable en el caso de la DM2. 7

Se ha sefialado que existe un sistema complejo de proteinas que unen AGE’s, los
receptores scavenger 1y 2, los AGE-R1, R2 y R3 y el RAGE este ultimo vinculado con el EOx y el
desarrollo de enfermedades y complicaciones en el caso de la DM, mientras los anteriores
participan en la destoxificacion y eliminacion de los AGE’s, asi como en la modulacion de de las
propiedades celulares por sefiales de transduccién secundarias a la unién del ligando.”

El RAGE es un multiigando miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
moléculas de superficie celular cuyos ligandos incluye a los AGE’s y moléculas vinculadas con el
desarrollo de diferentes enfermedades crénicas e inflamatorias como la enfermedad de

Alzheimer y la amiloidosis sistémica.”*”®

El gen que codifica para este receptor se encuentra en el cromosoma 6 proximo al
locus del sistema HLA y al complejo MHCIII. Se compone de tres regiones tipo
inmunoglobulinas, extracelularmente presenta un dominio V y dos tipo C, seguido de una
region transmembranal corta y un extremo intracelular de 43 aminoacidos. El dominio tipo V es
la regidén de unidn al ligando mientras el extremo citoplasmatico es crucial para la sefalizacion
intracelular, el analisis estructural del receptor ha revelado que reconoce estructuras
tridimensionales mas que secuencias de aminoacidos por lo cual entre sus ligandos estan los
AGE'’s, péptidos b amieloides, calgranulinas y las proteinas HMGB1 las cuales son liberadas por
las células en necrosis, ligandos que se han identificado como moléculas que participan de

forma activa en las respuestas crénicas inflamatorias e inmunes. 77

La union de los AGE's a su receptor resulta en sefializacién intracelular la cual lleva a la
activacién del factor de transcripcidon proinflamatorio NF-«B; el cual, en las células en reposo se

encuentra inactivo en el citoplasma unido a la molécula inhibitoria IxBa., tras la activacién, esta
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molécula es fosforilada y degradada lo cual resulta en la liberacion y translocacion del NF-«B al
nucleo, una vez dentro, este factor se une al ADN y activa los genes blanco que regula, entre
los que estan los de la citocinas proinflamatorias, moléculas de adhesién, ERO’s, productos

protrombdéticos y vasoconstrictores, el RAGE mismo, asi como la molécula inhibitoria IxBa. "7’

Una caracteristica de la activacion del RAGE es que puede autoprolongarse; una vez
activado el FN-kB por fosforilacién de la unidad inhibidora o, se da sintesis de novo tanto del
FN-xB como de la unidad inhibidora, sin embargo la cantidad del inhibidor no es suficiente para
retener al FN-kxB de modo que éste permanece desinhibido y se genera una activacion
sostenida, entonces, dado que la expresidn del RAGE es inducida por el FN-kB se da un
incremento de la expresion del receptor manteniéndose y amplificindose la sefial.”* (Figura
IV.2.3.1)

Este estimulo constante es el que promueve los niveles elevados de las citocinas, las
cuales como ya se menciond dirigen la reaccidon inflamatoria al promover la sintesis de otros
factores, moléculas de adhesién y proteinas de fase aguda, lo cual propicia alteraciones
endoteliales que propician el desarrollo de las micro y macroangiopatias, ademas del EOx, ya
que desde las células endoteliales, monocitos y macréfagos se liberan altas concentraciones de
ERO’s los cuales también estimulan la activacién del FN-«B, pues la mayoria de los agentes que
activan al NF-kB son modulados por EROs o por pro-oxidantes, por lo que algunos
investigadores sugieren que las EROs son mediadores fisioldgicos indispensables para
desencadenar las reacciones que llevan a la respuesta inflamatoria, de modo que en este
entorno, la reaccion puede prolongarse y promover las complicaciones, ademas de alterar la

sensibilidad de los tejidos a la insulina, como se verd mas adelante.”” %!
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Figura 1V.2.3.1 Respuesta inflamatoria inducida por la unidén de los AGE's a su receptor, la
activacion del FN-xB promueve la liberacion de citocinas proinflamatoiras, factores procoagulantes y
trombdticos, moléculas de adhesion ademas de su propia sintesis, la de su inhibidor y la del RAGE, las
citocinas y factores liberados pueden a su vez estimular a las células efectoras del sistema inmune con
incremento en las ERQ’s, las cuales activan al FN-kB, generandose asi una reaccion celular sostenida por

estimulo continuo de los AGE’s, de citocinas proinflamatorias y de las ERQO’s sobre el FN-kB.
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1V.2.3.2 inflamacion y tejido adiposo: Adipocinas

Como ya se menciond, otro de los mecanismos implicados con la DM y el PIC es la
obesidad, recientemente se ha logrado una mejor comprension de la relacion entre la obesidad
y el desarrollo de enfermedades gracias al estudio de las caracteristicas y funciones del
adipocito, constituyente basico del tejido graso, incrementado en la obesidad. Hasta hace
algunos afos se consideraba al adipocito como una célula cuya primordial funcién era la
acumulacion de reservas energéticas, sin embargo se ha llegado a reconocer que el tejido
adiposo ademas de reserva actla como una glandula endocrina de actividad intensa que regula

e interviene en una gran cantidad de procesos a diferentes niveles en el organismo. 85

El tejido adiposo esta involucrado en la regulacion del apetito y la saciedad, en la
inflamacion y el metabolismo de los lipidos y la glucosa; juega un papel relevante en la
regulacion de la reproduccion, la presion arterial, la fibrindlisis, la coagulacion y la angiogénesis
ya que es capaz de responder a estimulos sistémicos como a la insulina, a los mediadores de la
respuesta inflamatoria y catecolaminas. Estd en constante comunicacion con otros sistemas
incluyendo al sistema nervioso central, el sistema inmune y el cardiovascular, ya que produce
una gran variedad de sustancias entre las que se encuentran hormonas, citocinas, factores de
crecimiento, enzimas, factores del complemento, proteinas de matriz extracelular, todas ellas
llamadas genéricamente como adipocinas, ante las cuales el adipocito es capaz de responder ya
que expresa receptores para la mayoria de ellas, entre las hormonas sintetizadas por el
adipocito estan la leptina, la adiponectina, la resistina, la adipsina; las citocinas proinflamatorias
IL-6 y FNT-a, ademas de factores de crecimiento, enzimas involucradas en el metabolismo

energético, factores del complemento y proteinas de matriz extracelular. 8286

En cuanto a las hormonas, en relacion a la leptina, esta es una proteo-hormona de
cadena sencilla la cual juega un papel muy importante en la regulacion de la ingesta de
alimentos, el peso corporal, el gasto energético, la termogénesis y tiene funciones
neuroendocrinas. Es el producto del gen ob, también llamado lep y fue descubierta en 1994,

se produce principalmente por los adipocitos diferenciados, aunque se ha demostrado su
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produccién en menor escala en otros drganos y tejidos, tal como el fondo del estdmago, el
musculo esquelético, el higado y la placenta. Actla principalmente en el sistema nervioso
central, en particular en el hipotdlamo ya que suprime la ingesta de alimentos al inhibir al

neuropeptido “Y” ademas de estimular el gasto de energia.®”*!

Su ausencia, a causa de la mutacion del gen que la codifica, provoca en los ratones
homocigotos ob/ob obesidad severa, hiperfagia, hiperglucemia, hiperinsulinemia, resistencia a la
insulina, esterilidad e hipotermia; es sintetizada en proporcion a la cantidad de lipidos
almacenados, por lo cual ha sido propuesta como un factor lipostatico regulador del balance
energético a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa originado en los depodsitos
del tejido adiposo y actuando en los centros cerebrales, por medio de receptores especificos

localizados en el hipotalamo.?***

Se considerd una posibilidad para tratar la obesidad ya que su administracion a los
ratones obesos generaba pérdida de peso, pero con el descubrimiento de un sistema de
transporte saturable hacia el cerebro se concluy6 la existencia de resistencia a la leptina, lo cual
se traduce en hiperleptinemia con efectos en todas las funciones en que interfiere de manera
normal. La leptina tiene efectos periféricos directos en varios tejidos y puede estar implicada en
la secrecion y accidn de la insulina independientemente de sus efectos en la regulacion del
peso corporal. Los niveles basales de leptina y las concentraciones de insulina correlacionan de
forma directa entre si, la insulina y la glucosa parecen incrementar la secrecion de leptina,
mientras que la leptina por su parte incrementa la sensibilidad periférica a la insulina y
disminuye su secrecién desde las células beta pancredticas. Asi mismo incrementa la captura y

oxidacién de glucosa en el mUsculo esquelético y suprime la liberacion de glucosa hepatica.*>®

En cuanto al metabolismo de los lipidos la leptina ejerce una accién anti lipogénica y
pro-oxidativa en los tejidos, lo cual es resultado de varias acciones combinadas, por un lado
disminuye la expresion de enzimas y factores de transcripcidn lipogénicos, por lo que disminuye
la sintesis de triglicéridos, mientras incrementa la expresion de enzimas y factores oxidantes,

con esto genera cambios en las cascadas de sefalizacién y promueve el incremento de la
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oxidacion de acidos grasas en la mitocondria donde igual induce la biogénesis, de modo que en
general reduce la lipotoxicidad y por tanto contribuye al incremento de la sensibilidad a la
insulina en el higado, en el musculo y en los tejidos sensibles a la insulina. De modo que las
alteraciones en los niveles y actividad de la leptina han sido vinculadas de forma importante con
la obesidad y la DM por su importante participacion en el metabolismo de la insulina,

carbohidratos y lipidos.>®

Asi mismo, se ha senalado que la leptina ejerce efectos importantes en la respuesta
inmune. Esto se supuso por el hecho de que estructuralmente tanto la leptina como su receptor
son analogos a las citocinas, la leptina pertenece la familia de las citocinas helicoidales y es
muy parecida a la IL-2, IL-6 y a la IL-15. Su receptor presenta una secuencia de aminoacidos
analoga a la de los receptores de citocinas y se ha mostrado que aunque se presenta con mayor
densidad en el hipotalamo, también lo expresan células hematopoyéticas y células efectoras de

la respuesta inmune. %%

Por otro lado, el sindrome que presentan los ratones ob/ob y a los db/db (que carecen
del receptor para la leptina) no sélo se caracteriza por obesidad, sino que también implica
funcién reproductiva anormal, desbalances hormonales y alteraciones en los sistemas
hematopoyéticos e inmune, e implica un estado analogo a la inanicién. La hipoleptinemia
asociada a la deficiencia genética o a la inanicién estd asociada con inmunodeficiencia y
sensibilidad incrementada a infecciones mediadas por las células T, en los humanos con
deficiencia genética y en los modelos animales se corrige con la administracion de leptina. Los
cambios endocrinos en la inanicion incluyen la supresion de la funcién tiroidea y reproductiva asi

como los estimulos sobre el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal.*

Diferentes tipos celulares implicados en la respuesta inmune presentan la forma larga del
receptor para la leptina, por lo que ésta puede estimular a tales grupos celulares, la leptina
altera el balance de las citocinas derivadas de las células T, a favor de la respuesta Thi, in vivo
regula la inflamacién al inhibir la respuesta mediada por monocitos/macrofagos afectando la
inflamacion mediada por linfocitos y también induce e incrementa la proliferacion de diferentes

tipos celulares, incluyendo linfocitos, células CD34+ y células endoteliales.
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La leptina también actia como inhibidor de la apoptosis inducida por glucocorticoides en
los linfocitos T y de la apoptosis inducida por citocinas en las células leucémicas. El efecto
antiapoptético combinado con el efecto estimulador de la proliferacion de los linfocitos T parece
ser el responsable de la atrofia linfoide observada en los modelos deficientes de leptina o en los
estados de desnutricién o inanicién. Sin embargo, los resultados de los estudios realizados en
humanos para evaluar el papel regulador de la inflamacién y la respuesta inmune aun son
controversiales, algunos autores sefialan que correlaciona con los niveles de citocinas
proinflamatorias, mientas otros no han encontrado relacion y suponen que los resultados
negativos se deben a que esta hormona trabaja en coordinacion con otras citocinas, por lo

tanto las investigaciones en este campo aun siguen desarrollandose. %1%

Por otro lado, en relacion a la adiponectina, esta es una proteina de 30 KDa producida
exclusivamente por los adipositos durante la diferenciacion y se ha sefialado una relacién
inversa entre su expresion y el indice de la masa corporal (IMC), los niveles plasmaticos de
glucosa, insulina y triglicéridos. Se ha determinado que las concentraciones séricas de
adiponectina incrementan ante la pérdida de peso y que tiene un efecto benéfico o protector ya

que incrementa la sensibilidad a la insulina y regula el metabolismo de los triglicéridos. 887:102-:103

La adiponectina disminuye la expresion de enzimas reguladoras de la gluconeogénesis
como la glucosa-6-fosfato oxidasa y la fosfoenolpiruvatocarboxicinasa, con lo que contribuye a
la regulacion de los niveles de glucosa, ademas de que se ha observado in vitro que incrementa
el transporte de glucosa hacia las células, por lo que disminuye los niveles plasmaticos de este
carbohidrato. En cuanto a los lipidos, regula el metabolismo de los triglicéridos a través del
control de la produccién o activacion de las proteinas asociadas con el metabolismo de los
lipidos como la acetil coenzima A oxidasa, la 5° protein cinasa activada y el receptor activado
del proliferador de peroxisomas- y. (PPAR-y). Se ha reportado que la adiponectina disminuye la
sintesis de lipidos y la liberacién de glucosa en el higado, por lo que disminuye la concentracién
de ambos en el torrente sanguineo, también puede incrementar la sensibilidad del hepatocito a
la insulina por accién directa o indirecta al disminuir la concentracion de lipidos circulantes, de

modo que propicia un incremento de la tolerancia a la glucosa, sin embargo su concentracion
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disminuye cuando hay obesidad, por lo cual todos los efectos protectores se ven disminuidos

ante el aumento de la masa adiposa.®’ 1°+1%

Ademas de interferir en el metabolismo de carbohidratos vy lipidos, se ha sefialado que la
adiponectina tiene algunas funciones en el sistema inmune, interfiere en la sefalizacion del FN-
kB inducida por el FNT-a en las células endoteliales e inhibe la actividad fagocitica de los
macrdfagos, asi mismo inhibe la expresion de las moléculas de adhesion V-CAM, I-CAM y E-
selectina, la cual es desencadenada por citocinas proinflamatorias como el FNT-a, cuya
produccidn en los macrofagos es suprimida por la adiponectina. La adiponectina se considera
una adipocina anti-inflamatoria e inductora de sensibilidad a la insulina, sin embargo los niveles
bajos se ven disminuidos en la obesidad y se asocian con el desarrollo de desdrdenes
metabdlicos y vasculares, por lo cual su estudio es importante para la comprension de la

fisiopatologia de enfermedades. ' 105107-108

Por otro lado, en relacién a las citocinas se ha demostrado que el adiposito sintetiza y

secreta las citocinas proinflamatorias IL-6 y el FNT-q..8%%3

La IL-6 se considera una citocina inducida por el estrés, es un mediador inflamatorio con
efectos pleiotropicos en una variedad de tejidos, incluida la estimulacién de la sintesis de las
proteinas de fase aguda y la termogénesis junto con un incremento en la actividad del eje
hipotalamo-pituitaria. Se ha reportado que la concentracion plasmatica de esta citocina es
proporcional a la masa adiposa corporal, se estima que aproximadamente una tercera parte del
total circulante se produce en los adipocitos; la IL-6 que se produce en la grasa omental llega al
higado donde promueve la secrecién hepatica de triglicéridos, contribuyendo a la
hipertrigliceridemia, ademas de que estimula de la sintesis de proteinas de fase aguda como la
PCR. Es considerada un regulador autocrino y paracrino de la funcién de los adipositos ademas

de tener efectos endocrinos. %1%

Ademas de participar activamente en el proceso inflamatorio como ya se describi6
previamente, la produccion de la IL-6 se ve incrementada en la hiperglucemia como efecto del

estimulo de las AGE’s sobre el RAGE a través del FN-xB lo cual propicia un estado crénico de
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inflamacion y EOx, ademas de que existen evidencias de que esta citocina inhibe la senal de
transduccion de insulina en el hepatocito, efecto que se ha visto relacionado con el supresor de
sefializacidon de citocinas SOCS-3 y con la inhibiciéon de la fosforilacién del sustrato receptor de
insulina, lo cual se manifiesta como resistencia a la insulina y explica en parte el vinculo entre la
obesidad y el desarrollo de resistencia a la insulina y posterior DM, ya que la obesidad es un

estado proinflamatorio, dada la intensa actividad endocrina del adipocito.? 110-111

En relacion al FNT-a, esta citocina se identificd originalmente como un producto de los
macrdfagos aunque ahora se sabe que también es sintetizada por los adipositos, esta implicada
en las alteraciones metabdlicas de la inflamacidn crénica y los procesos malignos. Se le
atribuyen funciones moduladoras de la respuesta inmune, se le considera una citocina inductora
de la respuesta inflamatoria y sus actividades biolégicas también incluyen la induccién de
resistencia a la insulina, anorexia y pérdida de peso. Los adipositos son células fuente y blanco
para esta citocina que correlaciona positivamente con el tejido adiposo corporal y disminuye en
los sujetos obesos al haber pérdida de peso. Su expresion en los adipositos maduros es
inducida por los acidos grasos libres y los triglicéridos, y es incrementada hasta 2.5 veces en los

sujetos obesos. 883 8

En la obesidad el incremento de los niveles del FNT-a induce la expresion de la IL-6 v al
igual que esta citocina esta involucrado en el desarrollo de resistencia a la insulina, al interferir
en las cascadas de senalizacion de la misma, el FNT-o causa una inhibicion de la
autofosforilacion de los residuos de tirosina del receptor de insulina y ademas causa la
fosforilacion de una serina del IRS, esto provoca a su vez la fosforilacion de una serina del
receptor de insulina e inhibe la fosforilacion de tirosina que se requiere para promover la
cascada de senales para la captura de la glucosa, por lo tanto todo esto se traduce en
resistencia a la insulina. La cual puede ser parte de la causa de la DM o bien parte de la
fisiopatologia de esta enfermedad en la cual como se ha visto, a causa de la hiperglucemia y la
adiposidad hay un estimulo constante que se manifiesta con los procesos de EOx e inflamacién

Cr(')nica . 82,83, 86,109-113
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Finalmente, de acuerdo con todo lo mencionado, la DM2 es una enfermedad en la que se
presentan de manera simultanea el EOx y el PIC con posibles efectos aditivos, lo cual puede
incrementar el riesgo para desarrollar macro y microangiopatias como complicaciones de esta
enfermedad, por lo tanto la comprensién de estos procesos fisiopatoldgicos en la DM2 es
importante para lograr un manejo integral y oportuno con el fin de prevenir dichas
complicaciones. Del mismo modo considerando que el envejecimiento es un proceso que se
acompafa de EOx y del PIC independientemente del estado de salud del sujeto, es importante

conocer el efecto de la co-existencia de la DM2 y la vejez sobre dichas alteraciones bioquimicas.

En este sentido, existen evidencias de la presencia del EOx y del PIC tanto en sujetos
diabéticos como en AM; en cuanto a la diabetes, se ha sefialado un incremento en los
marcadores de oxidacion y una disminucién de los antioxidantes en sujetos de diferentes
poblaciones incluidos pacientes con DM1, ademas de que se ha reportado un incremento en los
marcadores de inflamacién e incluso existen estudios longitudinales donde se ha puesto en
evidencia que el estado proinflamatorio asociado a la obesidad es factor de riesgo para el
desarrollo posterior de la DM2 mientras que cuando ya se padece la enfermedad los niveles

elevados de citocinas y de PCR favorecen el desarrollo de afecciones cardiovasculares. ***

110,114-116

Por otro lado, en apoyo de la teoria que explica al envejecimiento como consecuencia de
una deficiente defensa ante al daino oxidativo, también existen reportes del incremento de los
marcadores de oxidacién en los sujetos mayores y respecto a la inflamacién crénica este es un
proceso que se ha aceptado como parte del envejecimiento, las evidencias que sefialan un
incremento en las citocinas proinflamatorias en los AM han aumentado considerablemente, por
lo cual han surgido propuestas para explicar esta situacidn, algunos autores la atribuyen a una

expresion tardia basada en la evolucién del sistema inmune innato, 597% 1177119

Sin embargo y a pesar de que existe un conjunto de evidencias de la relaciéon del EOx y
del PIC con la DM y con el envejecimiento, los estudios se han realizado de forma aislada, ya
sea en sujetos diabéticos o bien en mayores, sin considerar el efecto de la vejez en co-

existencia con la DM2; ademas, en la mayoria se determina la presencia del EOx o del PIC, no
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de ambos procesos; es por eso que considerando los vinculos que existen en los mecanismos
revisados previamente y el hecho de que el envejecimiento puede influir en la intensidad de los
procesos, el motivo de la presente investigacion fue determinar la relacion del EOx y del PIC
en sujetos con DM2 joévenes y ancianos.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DM es una enfermedad metabdlica de origen endocrino la cual es considerada
como un problema de salud puablica a nivel mundial debido a su alta frecuencia entre la
poblacién y a lo grave de las complicaciones que genera. En nuestro pais fue reportada en
el aflo 2001 como la principal causa de muerte en la poblacion general, asi como la principal
causa de amputacion de miembros inferiores, de origen no traumatico, asi como de otras
complicaciones como retinopatia e insuficiencia renal y es uno de los principales factores de
riesgo para enfermedades cardiovasculares; por lo tanto la comprensién de los mecanismos
fisiopatologicos y la prevencion de su progreso es muy importante debido a lo discapacitante

y costoso de sus complicaciones.

En diversas investigaciones se ha sefialado a la hiperglucemia crénica, principal
caracteristica de la DM como causante del desarrollo de procesos como la glucosilaciéon no
enzimatica de proteinas y la autooxidacion de la glucosa que propician la formacion de RL
libres y de productos de glucosilacion avanzada los cuales estimulan la respuesta inmune y
favorecen el EOx y el PIC, ademéas de endurecimiento arterial debido a la alteracion de
proteinas estructurales de bajo recambio con el consecuente desarrollo de micro y

macroangipoatias, que son la manifestacion de las complicaciones de la DM.

Sin embargo a pesar de que en investigaciones recientes se ha reportado que tanto
en el envejecimiento como en la DM2 se presentan el PIC y el EOx, debido a los cambios
intrinsecos al envejecimiento y a la hiperglucemia cronica, no existen reportes precisos
respecto a la asociacion entre los marcadores de EOx y PIC con la DM2 vinculados a la
influencia de la edad, por tal motivo nos hemos planteado la siguiente pregunta de

investigacion:

¢Cudl es la relacion del envejecimiento y la DM2 con el EOx y el PIC?
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VI. HIPOTESIS

Acorde con la informacion tedrica disponible respecto a la asociacion del proceso de
envejecimiento y la DM2 con el PIC y el EOx, suponemos que los adultos mayores con DM2
mostrardn mayor proporcién y grado de EOx y concentraciones significativamente mas altas de

leptina, IL-6, FNT-a, PCR, y mas bajas de adiponectina, que los adultos jovenes con DM2.
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VII. OBJETIVOS

General

Determinar la relacion del envejecimiento y la DM2 con el EOx y el PIC

Especificos

- Determinar los niveles séricos de lipoperoxidos, enzimas antioxidantes SOD y GPx,
actividad antioxidante total en sujetos con y sin DM tipo2.

- Evaluar los niveles séricos leptina, adiponectina, IL6, PCR y FNT-o. en sujetos con y sin
DM tipo 2.

- Evaluar la influencia de la edad sobre el EOx y el PIC en sujetos con DM2.
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VIII. MATERIAL Y METODOS

VIII.1 Poblacién y disefio

Se llevd a cabo un estudio observacional, prolectivo, transversal y comparativo en una

muestra de 224 sujetos conformada por los siguientes grupos: i) 56 adultos jovenes con edad

de 47+7 afos, ii) 60 adultos jovenes con DM2 con edad promedio de 526, iii) 40 adultos

mayores sanos con edad de 67+7 afos y iv) 72 adultos mayores diabéticos con promedio de

edad de 68+7 anos.

VIII.2 Variables

Independientes:

e Edad (jovenes/ancianos)

e Estado de salud (sanos/diabéticos)

Dependientes:

e EOx
e PIC

VIII.3. Técnicas

Las técnicas que se utilizaron fueron las siguientes:

Historia clinica geriatrica completa con estudios de laboratorio y gabinete acordes al

diagndstico.
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VIII.3.1. Mediciones antropométricas y clinicas.

Las medidas antropométricas fueron obtenidas siguiendo un protocolo estandarizado:

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

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

o Indice de masa corporal: se obtuvo a través de la razén peso dividido entre la estatura
al cuadrado (kg/m>).

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

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

o Indice cintura-cadera: se obtuvo al dividir el valor obtenido de la circunferencia de la

cintura entre la circunferencia de la cadera.

Presion Arterial

La presion arterial se tomd siguiendo el método establecido en el apéndice B de la NOM-
030-SSA2-1999 para la prevencién, tratamiento y control de la hipertension arterial.’®® La
presion arterial se determind con el paciente sentado con un buen soporte para la espalda, con
el brazo descubierto y flexionado a la altura del corazén. Se utilizd un esfingomandémetro
mercurial, el observador se situ6 de manera que podia ver el menisco de la columna de
mercurio, se colocd el brazalete situando el mango sobre la arteria humoral y mientras se palpa
la arteria humoral se infla rapidamente el mango hasta que le pulso desaparece a fin de
determinar por palpacién la tension arterial sistdlica (TAS), se desinfla nuevamente el mango y
se coloca la capsula del estetoscopio sobre la arteria humoral, se infla rdpidamente el mango 30
0 40 mm Hg por arriba del nivel palpatorio de la presion sistdlica, se desinfla a una velocidad de
2 mm Hg/seg. La aparicion del primer ruido de Korotkoff marca el nivel de la tension arterial

sistdlica (TAS) y el quinto la tension arterial diastolica (TAD).
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VIII.3.2. Pruebas bioquimicas

A los sujetos participantes en el estudio se les tomaron muestras sanguineas por
venopuncion, las cuales fueron obtenidas entre las 8:00 y 9:00 h. con ayuno previo de 8h, en
tubos al vacio (Beckton-Dickinson, México); sin anticoagulante para las determinaciones
bioquimicas (glucosa, perfil lipidico, perfil renal, insulina, leptina, adiponectina, IL-6, FNT-a y
PCR), con EDTA disddico para la biometria hematica y la hemoglobina glucosilada y con
heparina para las pruebas de estrés oxidativo. Para la determinacion de los parametros
bioquimicos se centrifugaron las muestras coaguladas a 3500 rpm durante 10 min. y se separd
el suero. Se alicuotd y congelé a -70°C en microtubos por separado para la determinacion
posterior de leptina, insulina, adiponectina y las citocinas. 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 utilizd para la biometria hematica. Para las pruebas de EOx, se separaron 600 yL de
sangre total anticoagulada para SOD, 100 pL para GPx, plasma heparinizado 100 pL para CAT
y 1000 pL para LPO.

Las técnicas utilizadas fueron las siguientes:

e Glucosa: Estuche comercial para la determinacién de glucosa (método de la glucosa-oxidasa,
Randox GL 2614). La glucosa se determina colorimétricamente después de una oxidacién
enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. Muestra y patron se mezclan e incuban durante

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

e 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 hidrdlisis de la hemoglobina por la
accion de una enzima proteasa, posteriormente la presencia de HbAlc se mide por
aglutinacion en latex, compitiendo la glucohemoglobina con anticuerpos monoclonales
HbA1lc.
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Colesterol: Estuche comercial para la determinacion de colesterol (método enzimatico de
punto final) CHOD-PAP (Randox Laboratories Ltd; UK, CH 201). El colesterol se determina
colorimétricamente después de hidrolisis enzimatica y oxidacion. El blanco, patrén vy
muestra se agitan e incuban con el reactivo de color 10 minutos de 20 a 25°C o0 5 min. a
37 °C, y se mide la absorbancia a 546 nm antes de 60 min.

Triglicéridos: Estuche comercial para la determinacion de triglicéridos Randox GPO-PAP
(Randox Laboratories Ltd, UK, TR212). Se determina tras hidrdlisis 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.

HDL-Colesterol: Reactivo precipitante -colesterol catdlogo Ch204 (paquete suplementario
para colesterol CHOD-PAP) (Randox Laboratories Ltd, UK). La determinacion se fundamenta
en que las lipoproteinas de baja densidad (LDL), muy baja densidad (VLDL) y las fracciones
de quilomicrones se precipitan cuantitativamente al afiadir acido fosfotlingstico en presencia
de Mg2+, se toma el sobrenadante y de éste se determina la fraccion de HDL

posteriormente por el método enzimatico de punto final para colesterol total.

Urea: Estuche comercial para la determinacién de urea (Randox Laboratorios Ltd, UK UR
107). El método utilizado fue ureasa-Berthelot modificado. Iones amonio producidos por
accion enzimatica reaccionan con salicilato e hipoclorito sddico 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 determinacion de acido Urico. Método enzimatico
colorimétrico (Randox Laboratories Ltd, UK UA 230). El acido Urico se convierte, catalizado
por uricasa en alantoina y peroxido de hidrdgeno, 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.
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Creatinina: Estuche comercial para la determinacidn de creatinina método colorimétrico
(Randox Laboratories Ltd, UK CR510). La creatinina en solucién alcalina reacciona con acido
picrico para formar un complejo coloreado, en cantidad proporcional a la concentracion de
creatinina. Las muestras y el patron 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.

La biometria hematica se determind en forma manual; se empled el procedimiento con
cianometahemoglobina para la concentracion de hemoglobina, el micrométodo para la
determinacion del hematocrito y la cuenta de leucocitos se realizd en una camara de

Newbauer.

Leptina: Se utilizd el estuche para la determinaciéon de leptina método inmunoradiométrico
(IRMA) (Diagnostic Systems Laboratories, Inc. Webster, Texas DSL-23100).
El método emplea un principio de dos sitios inmunoradiométricos, es una determinacién no
competitiva en la cual el analito a ser medido es atrapado entre dos anticuerpos. El 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 decantacidon y lavado de tubos. La

muestra utilizada fue suero sanguineo.

Procedimiento:

1. 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.

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

3. Inmediatamente después se agregan a cada tubo 200 pL de reactivo antileptina
marcado con | 1%,

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

6. Se decantan todos los tubos, excepto los de cuenta total, por inversion simultanea en
un recipiente para desechos radiactivos, se escurren perfectamente sobre material
absorbente para facilitar un completo vaciado y posteriormente se dejan sobre
material absorbente de 1-2 min.

7. Se agregan 3 mL de solucidn 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.
Se repiten 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 II Auto-Gamma, Packard

Canberra Company) para su lectura durante un minuto.

Se calcula las cuentas netas por minuto (CPM) al sustraer la media de cuentas por
minuto del estandar de 0 ng/mL de las cuantas de controles, muestras y estandares. Se
calcula el porcentaje de unidn de la muestra, el estandar y el control como sigue:
%VU/T: (Cuenta neta muestra/Cuentas totales)X100

Se construye una curva de las CPM o del %U/T (eje Y) contra la concentracion de leptina
(eje X) de las estandares en una grafica log-log. En base a las CPM o al %U/T de
muestras y controles se determina la concentracion de leptina a partir de la curva
construida.

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 método radioinmunoensayo (RIA),
Insulin-CT (CIS Bio International).

El principio de la determinacion estad basado en la competencia entre la insulina
marcada (I'**) 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 unién a anticuerpos.
Después de un periodo de incubacion, la cantidad de insulina marcada unida al

anticuerpo es inversamente proporcional a la cantidad de insulina no marcada presente
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en la muestra. La separacion del antigeno libre y ligado es facil y rapidamente lograda
por el empleo de un doble sistema de anticuerpos. La muestra utilizada fue suero
sanguineo

Procedimiento:

1. Se marcan cuatro tubos de ensaye comunes (no recubiertos), dos como CT contajes
totales y dos como unién no especifica (UNE). Se marcan y ordenan por duplicado
los tubos cubiertos con anticuerpo anti-insulina (proporcionados en el estuche) para
los estandares (del nivel A hasta el nivel G) y para las muestras.

2. Se pipetean 200 pl del calibrador cero A en los tubos de UNE y A, y 200 ul de los
restantes calibradores y muestras en los tubos preparados. Pipetear directamente en
el fondo.

Se agrega 1ml de I'** Insulina a cada tubo. Agitar en vortex.

4. Se incuban todos los tubos por 20 horas a temperatura ambiente.

5. Decantar completamente, utilizando una gradilla de decantacion se elimina el
contenido de todos los tubos (excepto los CT) y se dejan escurrir durante 2 o 3
minutos; se golpea enérgicamente los tubos sobre papel absorbente para eliminar las
gotas residuales.

6. Se leen durante un minuto en el contador gamma (Cobra II Auto-Gamma, Packard
Canberra Company).

7. Para calcular las concentraciones de insulina en una representacion logaritmica de
las curva de calibracién, primero se calcula por cada par de tubos la media de las
cuentas de los tubos UNE corregidas por minuto :

Cuentas netas: Media CPM- Media UNE CPM
Después determinar la union de cada pareja de tubos como un porcentaje de la unién
maxima (UM), tomando las cuentas corregidas con la UNE de los tubos A como 100%.

Porcentaje de union : (Cuentas netas/ cuentas UM netas) *100

Se construye una grafica log-log representando el porcentaje de union e el eje

vertical frente a la concentracién en el eje horizontal para cada calibrador y se determina
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la ecuacion de la curva, con la cual se calcula la concentracion de insulina en las

muestras por interpolacion.

Se consideraron valores altos de insulina los superiores a 20pUI/mL. Para determinar la
resistencia a la insulina RI, se utilizd el calculo de HOMA IR determinado por la formula
propuesta por Matthews et al.!* :

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

Se tomo6 como valores elevados de resistencia al la insulina los superiores a 6.21.

e Adiponectina
Se utilizd el estuche para determinacion de adiponectina humana, método RIA, (LINCO,
Research).

En esta técnica, una concentracion fija de antigeno marcado es incubada con una
dilucion constante de antisuero de modo que la concentracién de sitios de unién a antigeno
es limitada. Si un antigeno no marcado es adicionado al sistema, hay competencia entre el
indicador (o marca) y el antigeno no marcado. Entonces la cantidad de indicador unido al
anticuerpo disminuird de manera proporcional al incremento del antigeno no marcado
unido. Esta puede ser medida tras separar el anticuerpo unido y el marcador libre y contar
una fraccion, la otra o ambas. Una curva estandar se realiza con cantidades crecientes de
un estandar de antigeno no marcado y a partir de esta curva se puede calcular la
concentracion del antigeno presente en la muestras.

La muestra utilizada fue suero sanguineo, el cual se diluyd previo a la
determinaciéon. Dado que las concentraciones de adiponectina en suero son en niveles de
ug/mL y el rango del ensayo es de 1-200ng/mL se requiere una dilucion 1:500, la cual debe
recordarse al final de la determinacién para multiplicar por el factor apropiado.
Procedimiento:

DIA UNO:
1. Marcar por duplicado tubos para las cuantas totales, para union inespecifica, tubos
de referencia, tubos para estandares, controles y muestras.
2. Pipetear 300uL de buffer de ensayo en los tubos de unién inespecifica, 200ul en los

tubos de referencia y 100 ul en todos los restantes (excepto cuentas totales).
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3. Pipetear 100 ul de los estandares, controles y muestras diluidas en los tubos
correspondientes.

4, Agregar 100 pl de adiponectina I''?* a todos los tubos.

5. Pipetear 100 pul de anticuerpo contra adiponectina a todos los tubos, excepto los dos
de cuentas totales y los dos de union inespecifica.

6. Mezclar, cubrir e incubar de 20 a 24 hrs. a temperatura ambiente (20-25°C)

DiA DOS

7. Adicionar 10 pl de acarreador a todos los tubos excepto a los de las cuentas totales
(tubo 1y 2).

8. Adicionar 1ml de reactivo precipitante frio a todos los tubos excepto los de cuentas
totales.

9. Mezclar e incubar 20 min. a 4°C.

10. Se centrifuga a 4°C , todos los tubos (excepto las cuentas totales) por 20 min de
2000 a 3000 X g.

11. Decantar inmediatamente el sobrenadante de todos los tubos excepto las cuentas
totales, escurrir los tubos por 15-60 seg, eliminando los restos de las paredes y
borde de los tubos. Es importante invertir los tubos una sola vez, para evitar el
desprendimiento del boton.

12. Se colocan todos los tubos en un contador gamma (Cobra II Auto-Gamma, Packard
Canberra Company) para su lectura, por un minuto.

Para calcular, se obtienen las medias de las cuentas de los tubos de cuentas totales,

union inespecifica, estandares, controles y muestras. Se les sustrae la media de las

cuentas de los tubos de unidn inespecifica a todos los tubos, excepto a los de las
cuentas totales y estas se usan para determinar el porcentaje de unién:

Porcentaje de unién del indicador: (tubos de referencia)

(Cuenta de union/Cuentas totales)x100. Este debe estar entre 25 y 55%.

Porcentaje de unidén de muestras, estandares y control:

%B/Bo= (Cuentas de estandar o muestras/Union total)x100

Se construye una grafica log-log para el %B/Bo I( eje Y) contra la respectiva

concentracion conocida de los estandares (eje X), se determina la ecuacion de la recta y

por medio de esta se hace el calculo de la concentracion de adiponectina en muestras y
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controles. Finalmente se multiplica el resultado de las muestras por el factor de dilucion
apropiado.
Se considerd hipoadiponectinemia los valores inferiores al percentil 25 de la poblacion

sana que fue de 11.4 pg/mL para mujeres y 8.8 pg/mL para hombres.

Marcadores de proceso inflamatorio

Proteina C Reactiva (PCR): se utilizd 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 o no aglutinacion. En caso de que
sea positivo, se realizan diluciones, (1+1, 1+2,...,14+n), con amortiguador, hasta que no haya
mas aglutinacion. Se reporta en multiplos de 6 mg/L. Se considera valores altos los iguales o

superiores a 6 mg/L.

Citocinas: Para medir la concentracion de citocinas proinflamatorias se utilizaron estuches
para determinacion de citocinas por el método de ELISA (Quantikine, R&D Systems USA).
Este ensayo emplea una técnica cuantitativa de inmunoensayo enzimatico. Un anticuerpo
monoclonal especifico para el analito a medir ha sido pre-aclopado a una microplaca.
Muestras y estandares son pipeteados dentro de cada pozo y el analito presente en éstas se
une al anticuerpo inmovilizado. Después del lavado y desecho de cualquier sustancia no
unida, se adiciona un anticuerpo-policlonal ligado a una enzima y especifico para el analito a
determinar. Después de lavados para eliminar el anticuerpo policlonal no unido, se adiciona
una solucion sustrato a los pozos, con lo cual se desarrolla color en cantidad proporcional a la
concentracion del analito unido en el paso inicial. La reaccién por la cual se produce el color

es detenida adicionando una solucion stop y la intensidad del color es medida.
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Procedimiento para la determinacion de IL-6:

1.

w

N o ok

Preparar todos los reactivos y estandares con las soluciones indicadas para la
determinacién en suero.

Adicionar 100uL de diluyente de ensayo a cada pozo.

Adicionar 100uL de muestras o estandares a cada pozo e incubar por 2 hrs. a
temperatura ambiente.

Aspirar y lavar cuatro veces.

Adicionar 200uL de conjugado a cada pozo. Incubar 2 hrs. a temperatura ambiente.
Aspirar y lavar cuatro veces.

Adicionar 200uL de solucién sustrato a cada pozo, incubar por 20 min a temperatura
ambiente, proteger de la luz.

Adicionar 50uL de solucién stop a cada pozo. Leer a 450 nm dentro de 30 min. Corregir

la lectura a 540 o 570 nm.

Procedimiento para la determinacion de FNT-a.:

1.

w

N o o s

Preparar todos los reactivos y estandares con las soluciones indicadas para la
determinacion en suero.

Adicionar 50uL de diluyente de ensayo a cada pozo.

Adicionar 200uL de muestras o estandares a cada pozo e incubar por 2 hrs. a
temperatura ambiente.

Aspirar y lavar cuatro veces.

Adicionar 200uL de conjugado a cada pozo. Incubar 2 hrs. a temperatura ambiente.
Aspirar y lavar cuatro veces.

Adicionar 200uL de solucién sustrato a cada pozo, incubar por 20 min a temperatura
ambiente, proteger de la luz.

Adicionar 50uL de solucién stop a cada pozo. Leer a 450 nm dentro de 30 min. Corregir

la lectura a 540 o0 570 nm.

Para calcular la concentracién de citocina, se sustrae la absorbancia de el estandar de

concentracion Opg/mL a la absorbancia de muestras y estandares, por regresion lineal se

construye una grafica log-log con la absorbancia de los estandares (eje Y) contra la
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concentracion (eje X), se determina la ecuacién de la recta y con ésta se calcula la

concentracion de citocina presente en las muestras.

Se calcularon valores de corte obteniendo el percentil 90 de la poblacion sana para ambas

citocinas, para IL6 fue >4.0pg/mL y para FNT- o >8.5 pg/mL.

Marcadores de Estrés Oxidativo

. Lipoperdxidos: Esta técnica utiliza el malonaldehido (MDA) como marcador de
lipoperoxidacidén, mediante una reaccidn con acido tiobarbittrico (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). La
muestra utilizada es plasma heparinizado, al cual se adicionan 10mL de BHT 2mmol por
ml de plasma en caso de que éste no se vaya a ensayar inmediatamente, para prevenirla
auto-oxidacién de la muestra.

El método utilizado se basa en el andlisis realizado por Jentzsch en 1996 en relacion al
malondialdehido en fluidos corporales humano. **?
Procedimiento:

1. Se marcan tubos de vidrio, ocho para la curva estandar y el resto para las
muestras a medir.

2. Se colocan 400 pL de plasma heparinizado a los cuales se agregan 50 pL de BHT
12.6 mM y 400 pL de acido ortofosférico 0.2 mol/L consecutivamente, se
mezclan y se agitan en vortex por 10 seg.

3. Se adicionan 50 yL de TBA 0.11mol/L, se mezclan y agitan en vortex por 10
seg.

4. Se tapan los tubos y se colocan en un bafio de agua a 90°C por 45 minutos.

5. Cuidadosamente se sacan los tubos del bafio y se colocan en hielo, una vez frios,
se agrega a cada tubo 1200ml de butanol y 100 pL de solucion saturada de
cloruro de sodio.

6. Se mezclan y agitan en vortex por 10 seg. Posteriormente se centrifugan a
5000rpm por 1min.
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7. Se extrae el sobrenadante y se lee contra blanco de butanol a 535 nm y a 572
nm para hacer correccién de lectura por presencia de aductos coloridos que se
forman durante la reaccion y se calcula la diferencia.

8. La concentracion de lipoperoxidos se calcula al interpolar en la curva estandar
construida cantidades crecientes de la sustancia patrén que es el 1,1,3,3-
tetrametoxipropeno (TMP). Para la curva se preparan las siguientes soluciones:
TMP 1mM: se diluyen 17uL de TMP en 100ml de agua destilada (solucion madre

preparada en funcidn del peso molecular del TMP)

TMP 0.2 mM: se toma 1ml de TMP 1mM y se afaden a 4ml de agua bidestilada

(se prepara cada vez que se usa).

Se preparan ocho tubos de concentraciones crecientes como se muestra a

continuacion:

TUBO TMP (L) H,O(mL) MDA (umol/L)
1 0 400 0

2 10 390 04

3 20 380 0.8

4 40 360 1.6

5 60 340 2.4

6 100 300 4.0

7 140 260 5.6

8 200 200 8.0

A cada tubo se le da el mismo tratamiento que a las muestras.

Superdxido Dismutasa (SOD): En la cuantificacion de la actividad de SOD se empled el
equipo comercial Ransod superdxido dismutasa (Randox Laboratorios Ltd, UK) que se

basa en el empleo de xantina y xantinoxidasa (XOD) para formar radicales superéxido.

Xantina —2%°» Acido Urico + O,”
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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.

LN.T: 0;” Colorante formazan

_
Se mide la actividad de la superdxido dismutasa por el grado de inhibicién de la reaccion:
O + Oy +2H" __5® L 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 solucién de NaCl al 0.9%, centrifugando durante 10 min.
a 3000 rpm después de cada lavado.

A el boton de eritocitos lavados, se adicionaron 2 mL de agua bidestilada fria, se mezcld
y dejo reposar durante 15 minutos a 4°C. Del lisado se tomaron 100 pL 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 de sustrato mixto (xantina 0.05 mmol/L, I.N.T. 0.025
mmol/L). Después de mezclar perfectamente se agregaron 0.25 mL de xantin oxidasa
(xantin oxidasa 0.94 mmol/L). Se mezcld y se registrd la absorbancia A; al cabo de 30
segundos y se empezd a cronometrar el tiempo simultdneamente para leer la
absorbancia final A, al cabo de 3 min. frente a blanco de agua a una longitud de onda
de 505 nm en un espectrofotometro Shimadzu.

Glutation Peroxidasa (GPx): Para la cuantificacion de la actividad de glutation peroxidasa
se empled el equipo comercial de Randox, Ransel glutation peroxidasa. Este método esta
basado en el trabajo de Plagia y Valentine. La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la

oxidacion del Glutation (GSH) por el hidroperdxido de cumeno.

2GSH + ROOH GPX ROH +GSSG + H,0

El glutation oxidado (GSSG) en presencia de glutation reductasa (GR) y NADPH es

inmediatamente convertido en su forma reducida con una oxidacion concomitante de
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NADPH en NADP™. Se mide la disminucion de la absorbancia a 340 nm.
+ GR +
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 afnadir 1
mL de reactivo de Drabkin a doble concentracién. 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 (glutatién 4
mmol/L, glutatién reductasa > 0.5 U/L y NADPH 0.34mmol/L) y 0.04 mL de cumeno

(hidroperdxido de cumeno 0.18 mmol/L).
Se mezcld y leyd la absorbancia inicial de la muestra y del reactivo blanco al cabo de un
minuto y se empezd a cronometrar simultdaneamente para leer de nuevo al cabode 1y 2

min. La cinética de esta reaccion se lee a 340 nm.

Razdén SOD/GPx: Se calcula este parametro como cociente entre la actividad  de la

enzima SOD vy la actividad de la GPx, ambas en 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 andlisis del estado de los antioxidantes totales, se trata de una prueba en donde
se combinan la peroxidasa (metamioglobina) con peroxido de hidrégeno y ABTS (2,2"-
azido-di etilbenzotiazolin sulfonato) para dar como resultado la formacidon del radical
cation ABTS'. Este radical presenta una coloracién verde azulada, la presencia de
antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta coloracidn, siendo ésta
proporcional a la concentracion de antioxidantes.

Procedimiento: Se pipetearon 20 uL de plasma y se adicioné 1 mL de cromdgeno.
Después de mezclar perfectamente se prosiguid a la lectura de la absorbancia inicial A; a
una longitud de onda de 600 nm. Se adicionaron 200 uL de sustrato, y posterior a la
mezcla se empezd a cronometrar simultaneamente para leer la absorbancia A; al cabo de

exactamente tres minutos.
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Brecha antioxidante (GAP) : Se calcula a partir de la CAT en umol/L, las concentraciones
de albimina y acido Urico en las mismas unidades y los valores de CAT en equivalente en
Trolox (TEAC) para albumina y acido Urico, con base en la siguiente formula:

GAP antioxidante = CAT - [(albiminaxTEAC)+(&c. Urico XTEAC)]

El TEAC para albumina es 0.69 y para acido Urico es 1.0

Para determinar la existencia de alteraciones en los parametros y determinar la existencia
de EOx se manejaron como valores de corte los siguientes, obtenidos de una poblacion
de adultos jévenes de Actopan, Hgo.

LPO (umol/L) > 0.340
SOD (U/L) <170
GPx(U/L) <5500
SOD/GPx >0.023
CAT(mmol/L) <0.90
GAP(umol/L) <190

Para determinar si los sujetos presentaban EOXx, se obtuvo un indice, el cual se calculd
al dicotomizar cada uno de los parametros determinados, dando el valor de 1 cuando las
concentraciones estaban por arriba (en el caso de lipoperdxidos y la razon SOD/GPx) o
por debajo (todos los demas parametros) del valor de corte. Asi el sujeto con todos los

parametros alterados tenia un indice igual a 6 y EOx severo.

Para evaluar grados de EOx se generd una escala:

indice: 0 Sin EOx

indice: 1-2 EOx leve

indice: 3-4 EOx moderado

indice: 5-6 EOx severo

Y finalmente se dicotomizo el indice para clasificar a los sujetos sin estrés o con estrés,
sin estrés cuando el indice estaba entre cero y dos y con estrés con valores de tres en

adelante.
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VIII.4. Diseno Estadistico

Después de calcular las medidas descriptivas de los datos cuantitativos (media, desviacion
estandar), se llevé a cabo un andlisis de comparacién de medias a través de la prueba ANOVA
con un nivel de confianza al 95% y como post hoc la prueba de Tukey para las variables
cuantitativas continuas y las pruebas U de Mann-Whitney y Kruskall-Wallis para las variables
cuantitativas discontinuas. Se determinaron las frecuencias de de valores alterados de
marcadores de EOx, de las citocinas, asi como de grados de EOx y EOx y se compararon por
medio de la y? con 95% como nivel de confianza. Ademas se hizo un andlisis de regresion
multiple para la HbAlc y se estratificd por diagndstico.

Para la determinacién de riesgos se calculd la razén de momios (RM) a través de analisis
univariado, estableciendo como riesgo cuando la RM>1 y significancia estadistica cuando
p<0.05 y el intervalo de confianza no incluyo el 1.
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IX. RESULTADOS

La poblacién de estudio se estratific6 en funcién del diagndstico y la edad,
conformandose cuatro grupos, i) jovenes sanos, ii) adultos mayores sanos, iii) jovenes
diabéticos y iv) adultos mayores diabéticos. En el cuadro IX.1 se presentan las medidas
bioguimicas, clinicas y antropométricas descriptivas de la poblacion, como datos
estadisticamente significativos tenemos que los niveles de glucosa, HbAlc y RI son mayores en
los sujetos diabéticos y aun mayores entre los AMD (p<0.05). Con relacién a los marcadores
de EOx, el grupo de adultos mayores diabéticos mostrd niveles de LPO significativamente mas
altos (p<0.05) que el grupo de diabéticos jovenes, respecto a la actividad de la SOD y la AT
vemos que fue similar en los cuatro grupos, mientras que la actividad de la GPx fue
significativamente mas alta y la razén SOD/GPx mas baja en los sujetos jovenes sanos en
comparacion con los jovenes diabéticos (p<0.0001) (cuadro IX.2).

Respecto a los marcadores del PIC, las concentraciones de PCR, IL-6 y FNT—a fueron
mas altas en los sujetos diabéticos en comparacion con los sanos en ambos grupos de edad,
sin embargo sélo en los niveles del FNT-a la diferencia fue estadisticamente significativa.
(p<0.05). Con relacién a las concentraciones de leptina y adiponectina no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos por edad o diagndstico (cuadro IX.3).

Por otro lado, se presenta el porcentaje de sujetos con niveles fuera de los valores de
corte de los diferentes marcadores de EOx. En este sentido, consistentemente con los
resultados cuantitativos, encontramos un porcentaje significativamente mayor de sujetos con
niveles bajos de GPx y razdn SOD/GPx alta en el grupo de AJD (p<0.05), mientras que entre los
AM, en el grupo de diabéticos hay un porcentaje significativamente mayor de sujetos con AT y
GAP bajos (p<0.05). En cuanto a los grados de EOx determinados, tenemos que en ambos
grupos de diabéticos el porcentaje de sujetos sin EOx es menor en comparacion con los sanos,
mientras presentan mayor frecuencia de EOx moderado, ademas de que 10% de los AMD

presentan EOx severo. (Cuadro IX.4 y figura IX.1).

Respecto a la frecuencia de hiperleptinemia, hiperinsulinemia y PCR positiva,

encontramos un porcentaje significativamente mayor de estas alteraciones en el grupo de
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adultos mayores diabéticos en comparacion con los AMS, mientras que el porcentaje de sujetos
con niveles altos de FNT—a fue significativamente mayor en los diabéticos de ambos grupos de
edad. (Cuadro IX.5 y figura IX.2).

A través del analisis de regresion multiple se estimé el grado de asociacion y
dependencia de los niveles de HbA1lc con respecto a los marcadores de EOx, PIC y edad,
encontrando lo siguiente: se observd una asociacién estadisticamente significativa entre la
concentracion de HbAlc y la GPx (r=-0.37, p<0.05) y con la razén SOD/GPx (r=0.35, p<0.05),
ademas de haber relacién significativa entre la edad con la SOD (r =0.37, p<0.05) en los
sujetos sanos (cuadro IX.6), en contraste con el grupo de diabéticos quienes mostraron una
asociacién estadisticamente significativa entre la HbAlc con la edad (r =0.21, p<0.05), la
actividad de la SOD (r =-0.21, p<0.05), la CAT (r=-0.25, p<0.01) y el GAP (r =-0.21, p<0.05),
asimismo, se observd una asociacion significativa entre la edad con la concentracion de LPO (r
=0.27, p<0.01), actividad de la SOD (r =-0.26, p<0.01), el GAP (r =-0.35, p<0.001) y AT (r =-
0.35, p<0.001). (Cuadro IX. 7)

De la misma forma, en cuanto al analisis de las adipocinas en los sujetos sanos se
encontrd asociacion entre los niveles de leptina y adiponectina (r =-0.64, p<0.01) pero no hubo
asociacion estadisticamente significativa entre la concentracion de la HbAlc o la edad con los
parametros del PIC (cuadro IX.8), en contraste con el grupo de diabéticos quienes mostraron
una asociacion estadisticamente significativa entre la edad con la IL-6 (r =0.32, p<0.01), el
FNT-o (r =0.22, p<0.05) y la adiponectina (r =0.23, p<0.05), asi como relacion entre el FNT-
a Y la adiponectina (r=-0.231, p<0.05) y entre la IL-6 y la PCR (r=0.201, p=0.05) (cuadro IX.9).

Por otro lado, en el analisis univariado para determinacion de factores de riesgo para
presentar EOx se encontrd que ser diabético es factor de riesgo (RM =2.1, ICgse, 1.2-3.8, p =
0.015) al igual que ser AM y ser diabético (RM = 3.1, ICyso, 1.3-7.5, p = 0.014); para tener
concentraciones elevadas de FNT-a (como marcador de PIC) fueron factores de riesgo ser
mayor de 60 afios (RM = 1.9, ICsse, 1.1-3.5, p = 0.029), el ser diabético (RM = 12, ICose, 5.0-
28, p <0.001) y el presentar ambas caracteristicas (RM = 14.0, ICys, 3.7-53.7, p <0.001)
(cuadro IX.10 y IX.11).
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Cuadro IX.1. Parametros bioquimicos, clinicos y antropométricos por grupo

Parametros ADULTO JOVEN ADULTO ADULTO MAYOR
JOVEN SANO DIABETICO MAYOR SANO DIABETICO
n= 60 n =40 n=72
Edad 5246 6717 68+7
Hemoglobina (g/dL) 15.2+1.6 15.1+1.2 15.1+1.6
Leucocitos cel/mm? 6382+2003 7470+4187 9078+3327 8011+4064
EritrocitosX108/mL 5.54+0.89 5.18+0.57 5.32+0.6 5.3+0.71
Hematocrito % 5718 4714 4745
Glucosa (mg/dL) 152+64" 94+17 160+66"
Urea(mg/dL) 42+6 39+6 41+10
Creatinina(mg/dL) 0.98+0.29 1.04+0.33 0.95+0.23 1.04+0.7
Ac. Urico(mg/dL) 5.8+1.9 5.9+1.9 5.3+1.7
Colesterol(mg/dL) 204+8 20317 21645
Triglicéridos(mg/dL) 206141 197136 214138
HDL-Col.(mg/dL) 54+14 54+9 53+14
Albimina(mg/dL) 4.4+0.7" 4.5+0.46 4.5+0.43
HbAlc % 6.8+1.4" 4.9+1.7 7.9+42.2"
Insulina 14+10 12+7 20+15"
Resistencia a 5.1+4" 2.6+1.8 8.2+7"
insulina
TAS 124+15" 120425 135+20"
TAD 81+9" 7849 79+10
IMC
Mujeres 29+3 28+4 28+4
Hombres 28+3 26+3 27+3
ICC
Mujeres 0.83+0.06 1.1+1.3 0.85+0.05 0.91+0.07
Hombres 0.90+0.04 0.95+0.04 0.97+0.07 1.03+0.05

Pruebas Anova y Tukey 95% de confianza.*p<0.0001," p<0.05

Los valores corresponden a media £ desviacion estandar.
HDL: Lipoproteinas de alta densidad, HbAlc: hemoglobina glucosilada, TAS: Tension arterial sistolica,
TAD: Tension arterial diastdlica, IMC: Indice de masa corporal, ICC: Indice cintura cadera
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Cuadro IX.2. Parametros bioguimicos de EOx por grupo

Parametros ADULTO ADULTO JOVEN ADULTO ADULTO MAYOR

JOVEN SANO DIABETICO MAYOR SANO DIABETICO

n = 56 n =60 n =40 n=72

Lipoperdxidos(umol/L)  0.280+0.06 0.236+0.09" 0.277+0.07 0.284+0.07
SOD (U/mL) 17410 17447 17148 17149
GPx (U/L) 11785+6476 7470+4187* 9078+3327 8011+4064
CAT(mmol/L) 1.06+0.33 1.18+0.33 1.10+0.20 0.999+0.30
SOD/GPx .017+.006 .034+.003* .023+£.002 .026+.002
GAP(umol/L) 241+346 381+305 268+172 216+294

Pruebas Anova y Tukey 95% de confianza.*p<0.0001, p<0.05
Los valores corresponden a media £ desviacion estandar.

SOD: Superoxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa, AT: Capacidad antioxidante total, SOD/GPx:

Razdn SOD/GPx, GAP: Brecha antioxidante
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Cuadro IX.3. Concentracion de marcadores de inflamacion por grupo de edad y diagndstico

Parametros ADULTO ADULTO JOVEN ADULTO ADULTO MAYOR
JOVEN SANO DIABETICO MAYOR SANO DIABETICO
n= 56 n= 60 n =40 n=72
Leptina(ng/mL)
Mujeres 2211 21+14 23+15 25+11
Hombres 4.843 6.5+4 8.2+8 15+8.2
Adiponectina(ug/mL)
Mujeres 15.6+7 1549 16.2+8 16.4+1
Hombres 11.7+6 12.51+9 14+5.7 13+7
PCR (g/L)* 2.0+7 8.5+25 3.1+12 10424
IL-6 (pg/mL) 1.7£2.1 2.743.1 2.6+3.5 6.8+13
FNT-o(pg/mL) 3.2+3.8 10.3+9.2° 3.1%+5.1 14.5+13"

Pruebas Anova y Tukey 95% de confianza.*Prueba Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney 95% de
confianza Tp<0.0001, ¥ p<0.05, Los valores corresponden a media £ desviacion estandar.
PCR: Proteina C reactiva, IL-6: Interleucina 6, FNT-o.: Factor de Necrosis Tumoral alfa.
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Cuadro IX.4. Porcentaje de grados de estrés oxidativo por grupo de edad y diagndstico

Parametros ADULTO JOVEN ADULTO JOVEN ADULTO ADULTO MAYOR
SANO DIABETICO MAYOR SANO DIABETICO
n= 56 n= 60 n =40 n=72

LPO (> 0.340 U/L) 17(30) 10(17) 12(30) 20(28)

SOD (<170 U/m) 18(32) 17(29) 17(42) 30(41)

GPX(< 5500 U/L) 2(4) 25(42)" 4(11) 19(26)

CAT(<0.90 mmol/L) 18(32) 10(17) 5(13) 27(38)"

SOD/GPX (= 0.023) 8(14) 38(64)" 17(42) 37(51)

GAP(<190pmol/L) 26(46) 107(29) 14(34) 40(56)"

SIN EOx 13(23) 4(7) 5(13) 8(11)

fndice = 0

EOx LEVE 30(53) 38(63)" 25(63) 24(34)

indice =1-2

EOx MODERADO 13(24) 18(30) 10(24) 30(41)"

indice =3-4

SEVERO 0(0) 0(0) 0(0) 7(10)

1=4-6

EOx 13(24) 18(30) 10(24) 37(51)"

indice =3-6

Prueba y? 95% de confianza, *p<0.0001, 'p<0.05
LPO: lipoperoxidos, SOD: Superdxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa, AT: Capacidad antioxidante total,
SOD/GPX: Razdn SOD/GPx, GAP: Brecha antioxidante.
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Cuadro IX.5. Frecuencia de niveles anormales de hormonas, marcadores de PIC y parametros
antropomeétricos por grupo

Parametros ADULTO  ADULTO JOVEN ADULTO ADULTO MAYOR
JOVEN SANO  DIABETICO MAYOR SANO DIABETICO
n = 56 (%) n =60 n = 40 n=72
Hiperleptinemia® 9(16) 13(22) 7(18) 34(48) "
Hiperinsulinemia 4(7) 12(20) 5(13) 27337) "
(>20mul/mL)
RI(26.12) 0(0) 17(28) " 0(0) 29(40)"
IMCP 27(48) 42(70) " 15(38) 19(26)
ICC 9(16) 22(37)" 8(21) 45(63)"
PCR(=6mg/L) 6(11) 12(20) 5(13) 29(40)"
IL6(>4.0pg/mL) 4(8) 14(24) 11(27) 31(43)
FNT(>8.5 pg/mL) 5(9) 30(50) ~ 4(11) 47(66)"
Hipoadiponectinemia® 12(21) 23(39) 8(21) 24(33)

Prueba y? 95% de confianza, *p<0.0001, 'p<0.05

3 eptina: mujeres>27.6ng/mL, hombres>9.4ng/mL, "IMC Adultos jévenes>27 kg/m?, Adultos mayores
>29kg/m?, °ICC: mujeres>0.8, hombres>1.0, “Hipoadiponectinemia mujeres <11.4ug/mL, hombres

<8.8ug/mL, PCR. Proteina C Reactiva, IL-6: Interleucina 6. FNT-a.: Factor de necrosis tumoral alfa.
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£ JOVEN SANO
£ JOVEN DM2

5 MAY OR SANO
MAY OR DM2

SINEOX EOX LEVE EOX EOX SEVERO
MODERADO

Figura IX.1. Porcentaje de sujetos con diversos grados de EOx por grupo de edad y diagndstico. Las
barras muestran un porcentaje significativamente mayor (p<0.05) de EOx moderado en el grupo de

adultos mayores con DM2, asimismo el 10% de los adultos mayores diabéticos presentaron EOx severo.
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Figura IX.2. Porcentaje de sujetos con niveles anormales de los marcadores de PIC por grupo de edad y
diagndstico. La grafica muestra un mayor porcentaje de niveles altos de PCR, IL-6, FNT-a e
hiperleptinemia en adultos mayores con DM2 y niveles bajos de adiponectina en el grupo de adultos

jovenes con DM2.

70



Rosado-Pérez J.

Cuadro IX.6. Regresion multiple para la concentracion de HbA1lc y marcadores de EOx en sujetos

Sanos
HbAlc EDAD LPO SOD GPx CAT SOD/GPx GAP
r HbAlc 1,000 0,205 -0,216 0,047 -0,367 0,031 0,350 -0,103
EDAD 0,205 1,000 -0,077 0,371 -0,122 -0,075 0,309 0,013
LPO -0,216 -0,077 1,000 -0,108 0,032 -0,110 0,002 -0,032
SOD 0,047 0,371 -0,108 1,000 0,164 0,309 0,101 0,441
GPx -0,367  -0,122 0,032 0,164 1,000 0,009 -0,893 0,069
CAT 0,031 -0,075 -0,110 0,309 0,009 1,000 0,136 0,909
SOD/GPx 0,350 0,309 0,002 0,101 -0,893 0,136 1,000 0,083
GAP -0,103 0,013 -0,032 0,441 0,069 0,909 0,083 1,000
p HbA1C , 0,143 0,130 0,405 0,025 0,436 0,031 0,298
EDAD 0,143 , 0,346 0,024 0,265 0,350 0,052 0,473
LPO 0,130 0,346 , 0,288 0,435 0,284 0,495 0,434
SOD 0,405 0,024 0,288 , 0,198 0,052 0,301 0,008
GPx 0,025 0,265 0,435 0,198 , 0,481 0,000 0,361
CAT 0,436 0,350 0,284 0,052 0,481 ' 0,241 <0,001
SOD/GPx 0,031 0,052 0,495 0,301 <0,001 0,241 , 0,335
GAP 0,298 0,473 0,434 0,008 0,361 <0,001 0,335 ,

Regresion lineal miltiple, 95% de confianza. R = 0.549, R?>= 0.302 p = 0.299 n=98

LPO: lipoperoxidos, SOD: Superdxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa, AT: Capacidad antioxidante total,
SOD/GPX: Razdn SOD/GPx, GAP: Brecha antioxidante.
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Cuadro IX.7. Regresion lineal multiple para la concentracion de la HbA1lc y los marcadores de
EOx en sujetos diabéticos

HbA1C EDAD LPO SOD GPx CAT SOD/GPx GAP
Coeficiente  HbA1C 1,000 0,213 0,131 -0,210 0,073 -0,245 -0,116 -0,215
de EDAD 0,213 1,000 0,270 -0,256 0,061 -0,355 -0,125 -0,355
Correlacion PO 0,131 0,270 1,000 -0,328 0,246 0,242 -0,136 0,189
SOD -0,210 -0,256 -0,328 1,000 -0,282 -0,046 0,201 -0,054
GPX 0,073 0,061 0,246  -0,282 1,000 0,315 -0,600 0,323
CAT -0,245 -0,355 0,242  -0,046 0,315 1,000 -0,088 0,934
SOD/GPx  -0,116 -0,125 -0,136 0,201 -0,600 -0,088 1,000 -0,124
GAP -0,215 -0,355 0,189 -0,054 0,323 0,934 -0,124 1,000
Significancia  HbA1C ' 0,011 0,081 0,012 0,218 0,004 0,108 0,010
EDAD 0,011 , 0,002 0,003 0,257 <0,001 0,092 <0,001
LPO 0,081 0,002 , <0,001 0,004 0,005 0,074 0,021
SOD 0,012 0,003 <0,001 , 0,001 0,312 0,016 0,284
GPX 0,218 0,257 0,004 0,001 , <0,001 <0,001 <0,001
CAT 0,004 <0,001 0,005 0,312 <0,001 , 0,174 <0,001
SOD/GPx 0,108 0,092 0,074 0,016 <0,001 0,174 / 0,094
GAP 0,010 <0,001 0,021 0,284 <0,001 <0,001 0,094 '

Regresidn lineal multiple 95% de confianza.R= 0.371, R* = 0.138, p=0.023 n= 115
LPO: lipoperoxidos, SOD: Superdxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa, AT: Capacidad antioxidante total,

SOD/GPX: Razdn SOD/GPx, GAP: Brecha antioxidante.
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Cuadro IX.8. Regresion lineal multiple para HbAlc y marcadores de PIC en sujetos sanos

HbAlc EDAD LEPTINA IL-6 FNT-o ADIPONECTINA

r HbAlc 1,000 0,290 -0,453 -0,288 -0,298 0,059
EDAD 0,290 1,000 0,051 0,043 -0,424 0,018
LEPTINA -0,453 0,051 1,000 0,217 -0,020 -0,643
IL-6 -0,288 0,043 0,217 1,000 -0,424 0,225
FNT-a -0,298 -0,424 -0,020 -0,424 1,000 -0,244
ADIPONECTINA 0,059 0,018 -0,643 0,225 -0,244 1,000

p HbAlc , 0,168 0,060 0,170 0,162 0,425
EDAD 0,168 , 0,434 0,444 0,074 0,476
LEPTINA 0,060 0,434 , 0,238 0,474 0,009
IL-6 0,170 0,444 0,238 , 0,074 0,230
FNT-a 0,162 0,074 0,474 0,074 , 0,211
ADIPONECTINA 0,425 0,476 0,009 0,230 0,211 ,

Regresion lineal multiple, 95% de confianza. R=0.738, R?= 0.545 p= 0.257
FNT-a: Factor de necrosis tumoral alfa., IL-6: Interleucina 6 n=90
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Cuadro IX.9. Regresion lineal multiple para HbAlc y marcadores de PIC en sujetos diabéticos

HbAlc EDAD  LEPTINA PCR IL-6 FNT-a ADIP
Coeficiente HbAlc 1,000 0,181 0,114 0,035 -0,139 0,167 0,386
de EDAD 0,181 1,000 0,091 0,086 0,325 0,220 0,230
Correlacion LEPTINA 0,114 0,091 1,000 -0,061 0,151 0,121 -0,087
PCR 0,035 0,086 -0,061 1,000 0,201 -0,123 0,359
IL-6 -0,139 0,325 0,151 0,201 1,000 0,153 0,061
FNT-a 0,167 0,220 0,121 -0,123 0,153 1,000 -0,231
ADIP 0,386 0,230 -0,087 0,359 0,061 -0,231 1,000
Significancia HbAlc , 0,076 0,185 0,392 0,137 0,094 0,081
EDAD 0,076 , 0,237 0,249 0,004 0,040 0,034
LEPTINA 0,185 0,237 , 0,317 0,117 0,171 0,247
PCR 0,392 0,249 0,317 , 0,050 0,167 0,002
IL-6 0,137 0,004 0,117 0,050 , 0,114 0,317
FNT-a 0,094 0,040 0,171 0,167 0,114 , 0,033
ADIP 0,081 0,034 0,247 0,002 0,317 0,033 ,

Regresion lineal mltiple 95% de confianza. R= 0.542, R* = 0.294, p=0.005 n=86
PCR. Proteina C Reactiva, IL-6: Interleucina 6. FNT-a: Factor de necrosis tumoral alfa,

Adip: adiponectina.
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Cuadro IX.10. Estado de salud y grupo de edad como factores de riesgo para EOx.

RM ICo59% p
DM2 2.1 1.2-3.8 0.015
Edad >60 afios 1.6 1.1-3.3 0.020
Edad>de 60anos X DM2 3.1 1.3-7.5 0.014

Analisis univariado de riesgos, RM= razén de momios, IC = intervalo de confianza al 95%

Cuadro IX.11. Estado de salud y grupo de edad como factores de riesgo para FNT-a elevado.

RM ICos9 p
DM2 12.1 5.0-28 <0.001
Edad>60 afios 1.89 1.1-3.5 0.029
Edad> 60afos X DM2 14.0 3.7-537 <0.001

Andlisis univariado de riesgos, RM= razon de momios, IC = intervalo de confianza al 95%
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X. DISCUSION

La DM es una enfermedad metabdlica de origen endocrino considerada como un
problema de salud publica en el mundo por su magnitud y trascendencia. En nuestro pais es la
primera causa de muerte general, ademas de generar un alto porcentaje de secuelas
incapacitantes, tales como ceguera, insuficiencia renal crénica, e insuficiencia vascular

periférica con amputaciones.'*°

En México, en 1980 fue la octava causa de muerte en poblacidon general y para 1990
ocupo el cuarto lugar, en la siguiente década, en el afio 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 afos, por lo tanto la comprensién de los mecanismos fisiopatoldgicos que

propician las complicaciones es esencial para prevenirlas y/o retrasar su desarrollo.*

Las evidencias cientificas han demostrado que el EOx y PIC estan implicados en el
desarrollo y complicaciones en la DM2, asimismo, se ha demostrado que dichas alteraciones
bioquimicas se presentan durante el transcurso normal del envejecimiento, igualmente se ha
observado que una interaccion entre el EOx y el PIC favorecen y potencializan las
enfermedades  cronico-degenerativos de mayor prevalencia durante la vejez como es

obviamente la DM tipo2.12%1%*

Por otro lado, debido a las similitudes fisiopatoldgicas entre el envejecimiento y la DM,
se ha propuesto a esta enfermedad como un modelo de envejecimiento prematuro o acelerado,
ya que el paciente diabético presenta cambios fisicos y bioquimicos relativos a personas de
mayor edad cronoldgica, también cursa con PIC y EOx.>” Por tal motivo, en esta investigacion
se evaluo la relacion del envejecimiento y la DM2 con el PIC y el EOx, para lo cual se determin6

la frecuencia e intensidad de tales procesos en sujetos diabéticos y sanos de diferentes edades.

De los resultados de esta investigacion podemos hacer varios sefialamientos. Por un lado
en la primera parte del andlisis realizado, tenemos que si existen diferencias entre los grupos de

estudio debidas a la edad y al diagndstico; aunque no existen diferencias significativas en los
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niveles de los marcadores metabdlicos del perfil lipidico o del perfil renal, observamos que al
determinar marcadores como la HbAlc, la insulina y la RI, encontramos diferencias
estadisticamente significativas, lo cual nos confirma la existencia de alteraciones en el
metabolismo de los sujetos con DM2 con mayor intensidad en los adultos mayores, esto
coincide con lo reportado en la literatura respecto a las modificaciones asociadas a la edad en
relacion a la disminucion de la tolerancia a la glucosa y la hiperinsulinemia que se va
desarrollando conforme avanza la edad, en este caso podemos observar que los sujetos
diabéticos y mayores presentaron niveles de insulina significativamente superiores a los de los
sujetos jovenes diabéticos y mayor RI, lo que puede considerarse un efecto de tener mas anos
padeciendo la enfermedad y correlaciona con niveles mas altos de HbAlc; por otro lado
observamos que los AMS presentan niveles elevados de insulina a pesar de no ser diabéticos, de
igual forma es alto el porcentaje de AMS con hiperinsulinemia lo cual igual nos muestra un

efecto de estar cursando el proceso de envejecimiento. >

En relaciéon a los marcadores de EOx encontramos que los niveles de LPO son
significativamente mayores en los AJS y en los AMD al compararlos con los demas grupos, lo
cual podria contraponer nuestra hipétesis ya que aparentemente los AJS tienen los mismos
niveles que los AMD, sin embargo es importante recordar que el EOx es un proceso dinamico en
el que estan involucrados varios elementos bioquimicos, y por lo tanto se debe evaluar de
manera integral, de ahi que la concentracion de los LPO se debe analizar considerando la
actividad de los elementos antioxidantes, para determinar la presencia y grado de EOx; en este
caso también observamos que la actividad de la enzima GPx en los AJS es significativamente
mayor que en los demas grupos, por lo que probablemente algunos de los AJS estan sufriendo
un ataque oxidativo y su sistema antioxidante responde incrementando la actividad de la enzima
GPx, lo cual igual altera la razéon SOD/GPx que se ve disminuida pero no implica mayor EOx para
estos sujetos. En este sentido, el encontrar niveles elevados de los marcadores de EOx en
sujetos sanos o bien encontrar los mismos niveles en sanos y diabéticos es un dato que ha sido
reportado por varios investigadores, autores como Davidson (2002), Vander Jagt (2001) y
Beristain-Pérez (2006) sefialan que no existe diferencia en los niveles de LPO entre diabéticos y
sujetos sanos, sin embargo igual reportan diferencias o ajustes de los componentes del sistema

antioxidante, lo cual confirma la necesidad de considerar de forma integral los elementos que
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intervienen en el equilibrio oxidantes/antioxidantes. Por otro lado algunos autores sefialan
diferencias en otros marcadores de oxidacion mas sensibles, por lo que se propone considerar

los alcances de las técnicas utilizadas, y el hacer un andlisis integral. 127129

En este sentido, al aplicar el indice elaborado para evaluar integralmente el EOX,
tenemos resultados consistentes con los datos cuantitativos y concordantes con lo reportado en
la literatura. Observamos que en los AJS la diferencia en los porcentajes de sujetos con niveles
alterados no es significativa, y ademas al aplicar el indice es en este grupo donde se encuentra
el mayor porcentaje de sujetos sin EOx o con EOx en grado leve, mientras en el grupo de AID el
porcentaje de sujetos con EOx leve es igual al de los AMS y el porcentaje de sujetos con EOx
moderado es mayor en comparacion con los AJS y los AMS, esto nos permite ver que la
presencia de la DM pone a los AJ que la padecen en un grado de EOx analogo al de los AMS,
que presentan ese grado de EOx por cursar la etapa de envejecimiento, por lo tanto nuestros
resultados empiezan a mostrar diferencias por el diagndstico y la edad, diferencias que se hacen
mas evidentes al considerar que en el grupo de AMD no sélo presenta mayor porcentaje de
sujetos con EOx moderado, sino que también hay EOx severo, lo cual coincide con la propuesta
de que existe un efecto aditivo de la DM y el envejecimiento sobre el grado de EOx, y ademas
es congruente con lo reportado por la literatura, en relacion a los mecanismos de EOx y
envejecimiento y de EOx e hiperglucemia en la DM2. Ademas, esto coincide con los resultados
mencionados previamente en el sentido de que en los sujetos diabéticos hay hiperinsulinemia y
niveles elevados de HbAlc lo cual sugiere de forma incipiente la asociacion entre la

hiperglucemia crénica y el EOx, #9/°1:5257,123,124, 128-131

Por otro lado, en cuanto a los marcadores del PIC medidos, observamos que fueron
mayores los niveles de PCR, FNT-a e IL-6 en los sujetos diabéticos en comparacion con los
sanos en cada grupo de edad, del mismo modo al comparar el porcentaje de sujetos con niveles
alterados de estos marcadores encontramos que son mayores los porcentajes en los grupos de
diabéticos, no obstante que la diferencia en los niveles fue significativa sdlo para el FNT-a
existe una tendencia al estado pro- inflamatorio en los sujetos diabéticos, lo cual puede
atribuirse a varios factores entre los que estan la actividad endocrina del tejido adiposo (que es

capaz de sintetizar y liberar citocinas) y la hiperglucemia crénica con el consecuente estimulo

78



Rosado-Pérez J.

de los productos derivados de la vias alternas activadas por el organismo, (la autooxidacion, la
glucosilacién no enzimatica de proteinas, la via del sorbiltol entre otras ya mencionadas), que
propician la generacion de radicales libres o bien la produccion de AGE’s que activan al sistema
inmune y promueven la liberacién de citocinas que a su vez estimulan la produccién de
proteinas de fase aguda como la PCR, generando un ambiente oxidativo e inflamatorio que se
ha sefialado es frecuente en los sujetos con DM 2. En este sentido nuestros resultados coinciden
con otras investigaciones que reportan niveles elevados de citocinas proinflamatorias y de la

PCR en sujetos con DM2, °1/59-6%114

Ademas existen estudios longitudinales donde se han evaluado las concentraciones de
IL-1, IL-6, FNT-a. y PCR (entre otros marcadores de inflamacion) y el desarrollo posterior de
DM2, se ha encontrado que los sujetos que han presentado niveles elevados de dichos
marcadores bioldgicos desarrollan posteriormente DM2, 114116

En parte esta asociacion estd vinculada con la obesidad, ya que el tejido adiposo
sintetiza citocinas de forma activa, y tanto la IL-6 como el FNT-a correlacionan con el IMC,
tienen efectos sobre el metabolismo lipidico y sobre la cascada de sefalizacion de la insulina. El
FNT-a estimula la produccion de IL-6 y ésta a su vez estimula la produccién de PCR ademas de

contribuir a la hipertrigliceridemia afectando la sensibilidad a la insulina. 8%8:19510%

En cuanto a la senalizacidn, se ha evidenciado que el FNT-a causa una inhibicién de la
autofosforilacién de los residuos de tirosina del receptor de insulina y ademas causa la
fosforilacion de una serina del sustrato receptor de insulina, lo que a su vez provoca una
fosforilacion del receptor de insulina inhibiendo la fosforilacion en la tirosina que se requiere
para promover la cascada de sefiales para que el transportador de glucosa transloque a la
membrana celular y por tanto se capte la glucosa, es decir se genera RI. Ademas la IL-6 por su
parte inhibe la transduccion de insulina en el hepatocito, efecto relacionado con el supresor de
sefializacion SOCS-3, el cual es una proteina asociada al receptor de insulina, inhibe su
autofosforilacién y la fosforilacion del sustrato receptor de insulina, lo que contribuye igualmente

con la resistencia a la insulina,10>109112/113,132-133

79



Rosado-Pérez J.

Asi, nuestros resultados son congruentes con los mecanismos fisiopatoldgicos antes
sefialados, ya que las alteraciones bioquimicas que presentan los diabéticos propician otras
modificaciones en cadena con lo que se genera un circulo vicioso, pues ademas del estimulo
mutuo que hay entre los marcadores de inflamacion, éstos y los AGE’s provocan un incremento
de RL al activar a las células efectoras de la respuesta inmune, a lo que se debe agregar la
intervencién del FN-kB, el cual es un factor de transcripcion de moléculas como la IL-1p, la IL-
6, el FNT-a, la IL-8, y moléculas de adhesion, por lo que es un modulador de la inflamacidn.
En este sentido, el factor de transcripcion es activado por los AGE's y ademas es
extremadamente sensible al EOx, ya que la mayoria de los agentes que lo activan son
modulados por especies reactivas de oxigeno o por pro-oxidantes, por lo que algunos
investigadores sugieren que las especies reactivas son mediadores fisioldgicos indispensables
para desencadenar las reacciones que llevan a la respuesta inflamatoria, de modo que en los
pacientes diabéticos se presenta inflamacidon asociada a obesidad, ademas de la hiperglucemia
crénica y el EOx. En este sentido, nuestros resultados son consistentes con los aspectos
tedricos y con resultados obtenidos por algunos otros investigadores, puesto que encontramos
niveles mas altos de PCR, FNT-a e IL-6 en los sujetos diabéticos, los cuales cursan

hiperinsulinemia, RIy EOx, 828386134136

En cuanto a los niveles de leptina y adiponectina, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos por diagndstico o edad, sin embargo, como se
ha sefialado ampliamente en la literatura los niveles de ambas hormonas son superiores en las
mujeres que en los hombres independientemente de la edad, resultado con el que
coincidimos.32%%87  Asimismo, al dicotomizar las variables, observamos que las proporciones
de sujetos con hiperleptinemia e hipoadiponectinemia son mayores en los grupos de diabéticos,
incluso entre los ancianos el porcentaje de hiperleptinemia es significativamente mas alto. Si
recordamos que en estos grupos también encontramos mayores porcentajes de sujetos con
hiperinsulinemia, este resultado nos permite apoyar la propuesta de la existencia de un eje
adipo-pancredtico por medio del cual leptina e insulina se coordinan en la regulacién del
metabolismo.*’ 138
En cuanto a la adiponectina observamos que la concentracion y porcentajes de niveles

bajos por grupo de edad y diagndstico no hubo diferencia, esto contrasta con lo sefialado en la
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literatura donde se reporta que las concentraciones de adiponectina son menores en los sujetos
con algun padecimiento ya sea obesidad, DM o enfermedades cardiovasculares, sin embargo en
nuestros resultados sélo podemos sefalar que hubo una tendencia hacia la significancia
estadistica al dicotomizar la variable, pues el porcentaje de sujetos con hipoadiponectinemia fue

menor en los sujetos sanos, %4

Del andlisis de regresion lineal multiple obtuvimos algunos resultados que nos permiten
comprender mejor las condiciones de los grupos de estudio. En el grupo de los sanos
observamos que existe correlacion significativa entre la HbA1lc con los marcadores de EOx, por
un lado hay una asociacién negativa con la actividad de GPx y positiva con la razén SOD/GPx,
este dato es consistente con la observacion de que el EOx es producto de un sistema dinamico
en el cual los elementos antioxidantes se ajustan de acuerdo a las necesidades y en este grupo
observamos que aunque los sujetos no sean diabéticos y los niveles de la HbAlc estén dentro
de los valores normales se manifiesta la asociacion con los marcadores de EOx, lo cual se
comprende mejor al observar al grupo de los diabéticos, en cuyo caso observamos que
también hay asociaciéon significativa con los componentes del sistema antioxidante, aqui la
HbA1c correlaciona de forma negativa con la SOD, la CAT y el GAP, lo cual nos muestra que en
este grupo el reto oxidativo puede ser mas fuerte de modo que a mayores niveles de HbA1lc
menor actividad de la SOD que es un antioxidante celular critico para mantener el equilibrio
redox, y menor CAT Y GAP, los cuales son antioxidantes extracelulares, de modo que en los
diabéticos los niveles elevados de glucosa afectan a mas de un sistema antioxidante lo cual
propicia EOx, que como ya vimos al aplicar el indice se presentd con mayor intensidad en este
grupo por lo que es un hallazgo consistente con los demas resultados y coincide con la
propuesta tedrica y lo reportado en otros estudios. En este mismo grupo ademas encontramos
que la edad correlaciona de forma significativa y positiva con los niveles de LPO y negativa con
la SOD, CAT y el GAP, lo cual ademas nos refleja que conforme avanza la edad y se acumulan
los cambios asociados al envejecimiento se incrementa la susceptibilidad al EOx que se
manifiesta con mayor intensidad como ya vimos en los resultados previos en aquellos sujetos

AMD que fueron los Unicos que presentaron EOx severo, 3¢37:45,123,128-131
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En cuanto a la asociacién de los marcadores de inflamacion con la HbAlc o la edad
encontramos que en el grupo de los sanos no hay correlaciones significativas, sin embargo si
encontramos una asociacion inversa entre las adipocinas leptina y adiponectina, lo cual es un
dato légico ya que ambas son sintetizadas en el adiposito, pero si existe sobrepeso u obesidad
los niveles de adiponectina disminuyen mientras los de leptina aumentan proporcionalmente a la
adiposidad corporal, por lo cual se ha sefalado que tienen una relacion inversa dato que

ademas ha sido reportado en varios estudios experimentales, con los cuales coincidimos. 738284

141-143

De este mismo analisis, en el grupo de los sujetos diabéticos encontramos que hubo
asociacion significativa y positiva entre la edad y la IL-6, el FNT-a y la adiponectina; en cuanto
a la IL-6 y el FNT-a esta asociacion ha sido referida por varios estudios que han demostrado
que los niveles circulantes de estas citocinas son influidos por la edad donde los factores
implicados pueden ser la obesidad, la presencia de infecciones cronicas asintomaticas, la
disminucion de las hormonas sexuales y el genotipo. Los niveles elevados de forma persistente
estan asociados con la fisiopatologia de diversos padecimientos crénico-degenerativos como es
la DM2, artritis reumatoide, ateroesclerosis, enfermedad de Alzheimer, entre otras. El FNT-a
incluso se ha sefialado como un marcador ya que se ha asociado con la mortalidad en
centenarios por lo que se propone como un predictor de muerte en este grupo poblacional. En
este sentido se ha propuesto el término “inflammaging” para referirse al estado inflamatorio de
bajo grado, crénico y sistémico caracteristico del envejecimiento, se propone que es resultado,
entre otras cosas, de la expresion tardia del sistema inmune innato y se considera un nuevo
campo de investigacion que permitird comprender la fisiopatologia de los padecimientos

crénicos degenerativos, 7071/132:136/144-145

En lo relacionado a la adiponectina, no se tienen reportes concretos o terminantes de su
relacion con la edad, considerando que se sintetiza en los adipositos y su relacion es inversa al
incremento de la masa adiposa, lo cual es uno de los cambios asociados al envejecimiento
(simultdneo a la disminucidon de masa muscular) se supondria que los niveles de adiponectina
disminuirian con el aumento de la edad sin embargo dado que los sistemas bioldgicos son

dinamicos debe haber mas factores involucrados en su regulacién. Para poder hacer

82



Rosado-Pérez J.

afirmaciones habra que realizar mas estudios, ya que se ha reportado por un lado, que no
hay alteraciones de la concentracion de adiponectina por la edad en mujeres y por otro que
existe una correlacion positiva con la edad en un grupo de sujetos con DM2, resultado con el
que coincidimos sin embargo como ya se menciond habra que comparar con las evidencias que

se vayan generando en este campo, 82102:104141,146-148

Asi mismo, como producto del analisis de regresion lineal multiple encontramos que en
los sujetos diabéticos hay una asociacidon negativa entre la adiponectina y el FNT-a, dato que
se ha reportado en la literatura y por el cual se le atribuyen funciones antiinflamatorias a la
adiponectina asi como de sensibilizacion de los tejidos a la insulina; uno de los varios
mecanismos puede ser a través de la inhibicion del FNT-o. que como ya se menciond interfiere
las cascadas de sefializacidon de la insulina propiciando RI, por lo tanto, nuestros resultados son
concordantes con lo sefialado en la literatura; igualmente respecto a la IL-6 y la correlacién
positiva que muestra con la PCR coincidimos con lo reportado respecto a que la IL-6 estimula la

prOdUCCién de PCR 81-84105-109,113,132,133

Finalmente del analisis univariado para determinacion de riesgos tenemos que los sujetos
que padecen DM2 tienen una vez mas el riesgo de presentar EOx en comparacion con los
sujetos sanos Y si se tiene DM2 y ademas se es mayor de 60 anos el riesgo de presentar EOx
es dos veces mayor. En cuanto a factores de riesgo para presentar niveles elevados de FNT-
o (como marcador de PIC) se encontrd que los sujetos diabéticos tienen 11 veces mas el riesgo
que los sanos, y del mismo modo, el ser diabético y mayor de 60 afios incrementa el riesgo ya
que es 13 veces mas en comparacidon con lo sanos. Ambos resultados nos permiten confirmar
los hallazgos previos respecto a que existe una relacion entre la DM2 y el EOx y el PIC, lo cual

se ve potenciado por la edad.

En general podemos sefalar que los resultados obtenidos en el estudio apoyan nuestra
hipotesis, respecto a la asociacion y posible efecto aditivo entre el envejecimiento y la DM2
sobre la frecuencia e intensidad del EOx vy del PIC, asi mismo justifican plantear la
posibilidad de continuar la linea de investigacion realizando estudios de tipo longitudinal y con

una muestra mayor con el objetivo de confirmar los hallazgos.
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X1. CONCLUSIONES

Hipotesis

Acorde con la informacion tedrica disponible respecto a la asociacion del proceso de
envejecimiento y la DMZ2 con el PIC y el EOx, suponemos que los adultos mayores con DMZ2
mostrardan mayor proporcion y grado de EOx y concentraciones significativamente mads altas de

leptina, IL-6, FNT-a, PCR, y mdas bajas de adiponectina, que los adultos jovenes con DMZ2.

Conclusiones

e Se encontré6 mayor proporcion y grado de EOx en los adultos mayores
diabéticos, asi como una correlacion positiva de la edad con los niveles de
lipoperoxidos y negativa con los antioxidantes SOD, AT y GAP, resultados que
apoyan la propuesta de que el envejecimiento incrementa la intensidad del

EOx en los pacientes con DM2.

e Se observaron niveles mas altos de IL-6, FNT-a y PCR en los adultos mayores
con DM2, asi como las correlaciones positivas de estos marcadores con la
edad, lo cual sugiere que el envejecimiento incrementa el PIC que presentan

los sujetos con DM2.

e Se encontré que el ser diabético y ademas mayor de 60 afios incrementa el
riesgo para presentar EOx y niveles elevados del FNT-a, lo que confirma el

efecto aditivo de padecer DM 2 y cursar por la etapa de vejez.
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XI1l. PERSPECTIVAS

e Los resultados obtenidos justifican el plantear darle continuidad a la investigacion con el
fin de corroborar los hallazgos considerando aumentar el tamafio de muestra y la

realizacion de estudios de tipo longitudinal.

e Las evidencias obtenidas del estudio muestran la existencia de una asociaciéon entre el
EOx y el PIC con la DM y el envejecimiento, asociacion que se ve incrementada por la
coexistencia de ambas caracteristicas; por lo cual se considera conveniente la
realizacion de estudios clinicos controlados para evaluar el riesgo/beneficio de la
administracion cronica de antioxidantes y antiinflamatorios como terapia complementaria
en los diabéticos para prevenir o retardar el desarrollo las complicaciones, sobre todo en

los ancianos.
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