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DR. ISIDRO A VILA MARTINEZ 
SECRET.AR.10 DE SERVICIOS ESCOLARES -
DE LA FACULTAD DE MEDICINA 
Presente. 

Estimado Dr. Avila l'viartínez: 

FACULTAD DE MEDICINA 
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E 
INVESTIGACION 

SUBDIVISION DE ESPECIALIZACIONES 
MEDICAS 

OFICIO FMED/SEM /l.739/2003 

ASUNTO: Autorización del trabajo de 
investigación. del Dr. Alfredo López Ponce 

:\le permito informar a usted que el alumno Dr. Alfredo l~~ez Ponce del curso de 
especialización en l\Iedicina Interna en el Instituto Nacio de Ciencias l'viédicas y 
Nutrición .. presenta el trabajo de in'-·estigación intitulado "INNATE IMMUNE RESPONSE 
MECHANISMS IN NON-INSULIN DEPENDENT DIABETES MELLITUS PATIENTS 
ASSESSED BY FLOW CYTOENZYMOLOGY". 

De conformidad con el artículo 21 capítulo 5º. de las Normas Operativas del Plan Unico de 
Especializaciones l\-Iédicas f PCEl'vl) se considera que cumple con los requisitos para 
u::llidarlo como el trabajo fo:-mal de Investigación que le otorga el derecho a la diplomación 
como especialista. 

Sin otro particular de momento, reciba un cordial saludo. 

Atentamente 
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU" 
Cd. Universitaria, D. F. a 24 de septiembre del 2003 

JEFEDELASUBD~_º ___ -~- -- __ · 

e-~---•--. 
DR. LEOBARDo·c._RUIZ PEREZ 

LRP"mjt. 

Autorizo a la Dirección G~neral de B_lbl1olecas d..:. k} 

UNAM a dHundir en formato electrónico e 1mp~eso el 
contenido de~r:· trabajoi (ecep~""jlal. 

~ ! -c- ¿ ce '--C5;07 \c.-· -<. 
NOMBRE: . t . / e 
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México, D.F., a 14 de julio de 2003. 

Dr. Leobardo Ruiz Pérez 
Jefe de la Subdivisión de Estudios de 
Posg·rado e InvesTigación 
Facuhad de Medicina. UNAM 
Presen'te 

Vo_ Bo ... 

DR_. Llj:{)BARDO c. RUIZ.~PEREZ 
JEFE DE- ·LA: SUBDIVISION DE 
ESPECIALIZACIONES MEDICAS 

Por medio del presen'te. le comunico a us'ted que es-ta Dirección de Enseñanza no -tiene 
inconvenien'te alguno. en que el 'trabajo 'ti"tulado "'J:nna'te immune response mechanisms in 
non-insulin dependen't diabe-tes melli'tus pcrtien'ts assessed by flow cy'toenzymology", 
que presen'ta el DR. ALFREDO LOPEZ PONCE, médico residen-te de cuar'to año de la 
especialidad de Medicine In-terna. se le considere como 'tema de 'tesis para realizar !os 
'trámi-tes de la diplomación opor'tuna.. 

Vasco de Quiroga 15. 
Delegación Tlolpon 
C.P. 14000 México. D.F. 

·- ·--~ 
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México, D.F., a 20 de septiembre de 2003 

Dr. Leobardo Ruíz Pérez 

.Jefe de la SUbdiviSlón de Estudios de 

Postgrado e Investigación 

Facultad de Medicina, U.N.A.M. 

Presente 

Por medio de la presente, le comunico a usted que no tenemos inconveniente en que el trabajo 

titulado -i:nnate immune response mechanisms in non-insulin dependent: diabetes 

mellitus patient:s assessed by flow cytoenzymology", publicado previamente en la revista 

Immunology Letters 2000, 74: 239-244, que presenta el Dr. ALFREDO LÓPEZ PONCE, médico 

residente de cuarto año de la especialidad de Medicina Interna, se considere como tema de tesis 

para realizar los trámites pertinentes de la diplomación oportuna. 

AGH/alp 
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lnnate immune response mechanisms in non-insulin dependent 
diabetes. mellitus patients assessed by flovv cytoenzymology 

Luis Llorente "·*. Hortensia De La Fuente". Yvonne Richaud-Patin ª. 
Claudia Alvarado-De La Barreraª, Alejandro Diaz-Borjón ª, Alfredo López-Ponce h 

Israel Lern1an-Garber ". Juan Jakez-Ocampo ª 
·• IJl·partnlt'lll t~/' /11111111110/ogy und Rh,•u11u110/ogy. hutittuo 1'\'i1c·io11al dt• la ,\'11tri,·iú11 ."J."a/nulor Zuhirún. Va.\·co de Quiroga 15. ·r1"/pa11. CI" /..J(}()(). 
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h /Jt'pt11•11111.•111 t~/· Endocrinology. /11stitu10 /l.'acional ele la .'\'utri«iiín ~"'l"afrai/or Zuhir.in. J 'asco tÍt' Quiroga 15. T/a/pc111. CP 1-1000 .. \t .. ~.\Ílo. 
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lt is wcll known that inll:ctions in paticnts v.:ith diabetes mellitus are n1orc scvcrc. although thcrc is controvcrsy ror lncn:ascd 
susccptibility to thcm. Non-specilk in1mune response nlechanis111s could be rclatcd to <lcfcnsc and/or susccptibility lt"I pathogcns. 
Thc ain1 or this study \\'as to invcstig.atc thc activity or severa! cnzy111cs involve<l in thc pri111ary host dcfcnsc rnci:.:hanisn1s in 
non-insulin dcpcndcnt diabetes 111cllitus (NIDDI\t1). Tv.:cnty NIDDl\:1 fe111alcs v.:ith a 111can l-lbi\ 1 ,_, lcvcl of S.19'Y,, wcrc includcd. 
No patient had dinieal cvidern:c nf infection. As controls 20 hcalthy li.:1nalcs \vc1·c studicd. Thc cnzyn1cs tcstcd wcrc dirx:rtidyl­
pcptiúasc 1 (DPP-1 ). cathi:psin B and D. Ni\f)PI 1 oxidase and supcrnxidc dis111utasc (nxidativc htu-~t) and collagcna-.c. L-.1._·datcd 
lcukncytcs \\en.: incuhah:d with the spceilic substratcs in p~Tng.cn free cnnditions. The intracdlular enzyme aeti\·i1y ,,_.ª..., ana)y;red 
by llov.: t..·y1on1e1ry. C("lllag.i:na~c enzytnatic activity was sinlila1· in thc thn .. •c lcukni:..·ytc :-.ubpnpulations :-.tuUicd. ()xidall\C hurst 
inducti, ... n in 11101KH.:y1cs \\a~ cornparablc bi.:twi.:cn both gn._lUJh. E1u:ymc activity of cathcrsin B and D in all i:..·1!11 suh:-.ct:-.. "-"'ii:..lativc 
hurs1 in Pl\I N cclb. and J.)J>J>-1 in ly111p!Hleytcs an<l llH"llloi:..·yrcs frnm paticnts. was higher than thosc fro111 hcalth~ rc111alcs 
(/'<O.O:'). (h·c1·aII. ntu- lindings dernnnstrate an i.:nhanccd functional :-.talu:-. ofscvcral inlro.u.:dlular lcukocy1c cn/.ymc:-. in '."-11-=>IJivl. 
Fuf"llH.:nnorc. thc incn.:a:-.cd oxidativc burst induction :1nd the Cl.lll:-.equcnt production of free radicals. n1ay cont1·ibutc tt"' "ª~cular 
co1nplicatil"ll1S. <lthcr 111cehanisn1:-. - cithcr· fro111 thc 11011-spccilic or spccilic in11nune 1·cspi:.>nsc Uescrvc in\.·c.:stigatiun to e~tablish 
if diabctic paticnts are 11Hll"C susceptible to inli.:ctious diseascs . . c; .:!000 Elscvier Sciencc B. V_ Ali rights reservc<l. 

A"1•yword,: Lcukocyti::-.; intr•1ccll11lilr cn/.yrnes: di.ahclc-;;: 11011·-;;p...-1..·itic in1n1unc n .. ·-.ponsc: !lo\.\." cy1n1nct1·y 

J. lntrolluction 

It is \Vidcly statc<l that in paticnts \Vith diabetes 
niellitus infections are 111ore scvcn: [1]. The con1poncnts 
or thc innate i111111unc_systc1n constitute thc first linc of 
dcfcnsc against niany 111icroorganis1ns and havc a kcy 
role in thc control or bacteria) inlCctions. Thcse func­
tions are dorninatc<l by phagocytic cells. rnainly neu­
trophils and rnacrophagcs. ablc to kill invading 
1nicroorganisn1s by rclcasing scvcral co111poncnts fron1 

• Corrcspnm.ting. author. Tel.: + 5::!-56-55.5-954; fax: + 52-55-732-
096. 

E-oulil addr<'., .. ,.: lllyqi(a•quctzal.innsz.1nx (L. Llorcntc). 

granules (ncutrophils) or lysoson1cs (macrophagcs) [2] .. 
Anothcr irnportant n1cchanis1n involvcd in the clin"lina­
tion of pathogcns is the oxidativc burst. U pon stin1ula­
tion both rnacrophagcs and polyrnorphonuclcar cclls 
(PMN). n1arkcdly cnhancc thcir oxygcn uptakc lcading 
to toxic n1ctabolitcs for thc infcctious agcnts (2.3]. 

In diabetes rncllitus paticnts thc incrcascd fn.:q ucncy 
or con1plicatcd soft-tissuc. lowcr rcspiratory. :.1n<l uri­
nary tract infcctions. is <luc. at least in pan_ to dc­
ficicnt leuk.ocytc functions [ l ]. rvtacrophagc.:s an<l 
PM N fron1 thcsc paticnts havc shO\\'tl in1paircd phago­
cytosis as \vcll as ba1,;tcricidal activity (4-6]. rvtoreovcr. 
it has bccn rcportcd dcrangcn1cnts in othcr cc.:Ils in­
volvct..l in spccifh.: i1u111une response against infc.:ctions 

-~·--·-··-------- .z. 

11165-2478,IJO/S - scc front mattcr· ,(_, 20110 Elscvicr Scicncc B.V. All rights rc:.crvc<l. 
PI 1: SO 1 65-::!..J78( ltll )00255·8 
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:-.u1....·h a:-. B l~rnpllllL'~ti.::... (I!. ·1 hi.:r"-' i:--. llll'\\.l."'\L'I·. L'1.llltlll­
'\l."l"S'\. ahout '-·01Tc(¡1ti1.i11 licl"'L'l...."11 d1...."f1..·'-·t:... i11 kuk.1.11..·'\t...· 
fun¿til'lll and 1nctabnlic '-"1.lnt1·1.-.J ,,r thi ... di:-.c;1-..i.: P'-~>1.· :\ 
high prndu'-·tion 1...-.f fn:c 1·adiL.:ab in p~1til."nh \\ith dia­
bctcs 111dlitus has hi.:i.:n rl."plirkd b~ :...l."'\1."ral :--tudi1..•-.. 
[8.IOJ. altl11.-.ugh it h¡1s hi.:cn :...uggl.":--t1..•d that i111p.11r1..·d 
abilitv tn i.:li111inatc in!!c:...ti.:d 111ii..:rn1.lf!..!;111i:--111:... i:... du1...· 1~1 ;i 

dcth.:i~nt prt.idw .. ·tion l~r thcsl...." prnduL:-1:-- 111.1 ~). 
In ordcr 11...-. havc an O'\l."rvic'" .._1f thc 111ai11 Jll'lll-:-.pl."L·ifi\: 

1ncd1a11i:-.111s involvc-c..I in thc L"nntrnl lit' infeL·tillll'.'o pn1-
ccsscs. this :-.tudy was u111..knakcn 11 .. -. analy/c thc aL·ti\ ity 
of scn:ral c11.1:y111es partidpating. in ccll 111igratio11. i111l­
a111111atio11. Pl\1 N dcgranulatinn. i1111·accllular pr(1\L·in 
L.kgradation. as well as inductiun of l1,idativc bur:-<.t. in 
patic.:nts with Nll")[:ll\.1. 

2. i'latcrial and rncthods 

2. 1. Patie111.,· 

T'\ve11ly NIDDM fcn1alcs '\vcrc includcd in this study. 
Thcir agcs ranged fro111 40 to 6-l ycars old (111can 53- ± 7 
ycars). l::>iscase duration ranged fron1 5 111011ths h.l 10 
vc.:ars (tncan 5 + 3 vcars). Po.1tic.:11ts \ven: excludcd if thev 
Í1ad hypcrosn1~lar- co111a. prcg11;111cy. nr co111plicatin11.s 
such as n:nal failurc. prolil""c1·a1ivc.: rctinopath~. is­
chacrnic hc.:an discase and signilil."ant pc1·iphl."ral neu­
ropathy. lnfectinn '\vas ruh:d out by physkal 
L•.xan1inatinn. urinaly:-.is. co111ph:tc blnod ccll count. Pa­
panknlaou stncar and chcst radiograph. Thc control 
group included 20 h1.:o.1lthy fe111ales agc.:d frn111 39 to 61 
y1.:ars old (111co.111 52 ± 6 years). Four paticnts an<l threc 
hcalthy controls '\vcrc rcceivi11g hor111011al rcplacc111cnt 
thcrapy al the tin1c or tl11.: study. Ali '\\'0111cn werc 
infonncd about thc objcctivcs o.111<l 111cthods of thc study 
anU gave their writtcn conscnt. 

Pcriphcro.11 blooU sa111ples '\\:ere obtaincd allcr an 
ovcrnight fast. bct'\.vecn 19:00·-07:45 h. Fivc 111i1lilitres 
of hcparinizcd wholc blood '\Vcrc w;.1shec.l nvicc on pyro­
gcn free Pl3S in ordcr to rcn10,·c cxtracellular cnzy111cs 
that n1ay interfcrc '\.Vilh the assay. Aftc.:r n.:111oval or 
supcrnatant. erythrocytes wcrc lyscc.l on FACS lysing 
solution (Bccton Dickinson. San Josc. CA) during 10 
n1in and lcukocytcs '\.verc washcd t'\.vo ti111cs. Cclls wcrc 
adjustcd al a conccntration of 4 x 1 Cl" cclls'nll in PBS. 

Threc n1illilitres of EDTA anticoagulatcd blood "·ere 
uscd for thc ion capture assay for qu7tntitative n1casurc­
n1cnt of pcrccnt glycatcd hcn1oglobin accordingly to thc 
Abbott Imx Glycated Hcmoglobin Assay (HbA 10 ) (Ab­
bott Laborntorics. Abbott Park. IL). 

'• -.J 1.'11r•r•1 •:,J _'.J.J 

.•. /1111111 1·//11/.ir 1·11::._1·111e //1111 l 1·10111t·tric c111a/y.,is 

t ·~ 1oi.:11/~ 111l1lngy i:... a :--ingle cc.:11 1echniquc in v.:hich 
an L'll/'\ 111atiL· :--llh:...lralL' t<.. "oultc.:1· l3cLh:111a1111. Hialc.ah. 
1 L> i.:1;tc1·:-- in thl.." intro.K·cllular :...pal.."c. \Vhcn this Lon1-
p1.ll111d i:-. h~drl1l~/cd h~ thc :-.peLilil.." intracytoplas111iL: 
1..'11/~ 1nc. thi.: rcaL·til111 yil.."ld:-. a lluore:...ccnt product that 
1...·a11 h...- dctL'L'lL•d h~ lhn'\ 1...·~ 10111c.:try. For cach test. blanh: 
and c.:11/.ylllL'. :'ti pi nf thc Lellular suspension wcre 
\\an111."d ft.1r 10 111i11 at 37ºC. -rhcn. 25 pi of eithc.:r PBS 
tblanh:> nr thl." '-·nrrespnnding c.:nzy111atic.: substratc '"'ere 
addl...."d tn thc :--a111ple tuhc and incuhatct..1 at 37ºC for thc 
tillll.!~ suggc:...tcd fnr l."ach Cll/.~ 111C W.:L."t.ll"ding to lhc J11al1-
Ufacturc1"s n.:clll111ncnddtil111:... . .--\.fter the ~cLnnd incuha­
til111. san1pll.":-- ""-'l'L" il1adl.."d cin cntshi.:d ice fnr 3 111in to 
stt."lp thc c11/~111l."-:...uh-..11·ati.: 1·eactio11 and 0.3 1111 of pyro­
gc11-fr1.:c J>BS \\1...'l"I." addcd for i111111cdiatc.: analysis. Flow 
L'~ (l_"lllh.:try \\a-.. pcrfnnncd ~,11 a 1::'\CSLan ( 13ecton Dick­
in:...011) usint! Con:-.urt _;o :--nft\' .. arc. ()n thc basis nf th1.:ir 
L'OITL":...plllldÍng nllHpJH-,ll1gical !\..•atures. clcL·tronie gatcs 
\\ere set fl1r P:\1N. nll111oc~t...-:-.. and lyn1phocy1cs in 
l11·dcr tn anal~/e thc:~I.." '-·lu:...ti.:1·s scparatcly. -rhe llunn:s­
cc.:ncc channcl intensity t1111...1de1 frorn each blanh:. 1.:11-
z~111i,: and ccll -..uhpllpuL.1tio11 '\\a:-. 1·c:t.:ll1·dcd. Results are 
e.'\presscd as thi.: ratio bl.;'twcen thc enzy111c's 111odc valuc.: 
and the hlank":-- 111odc (!luorc:-.i.:cncc Lhannc.:1 n1odc.: r·atin 
[FC.~l\.,1R]> valuc al.:cnrding tn cach l.:e11 ~ubpopulation. 
Thc c11/y111e:... tl."stcd a1HJ suhstr·atc.:s cn1ployc.:d wcrc: col­
laucnasc.:. this 1.:11zv1111.: wa~ c'\·aluatcd usitH! !.!lvcinc.:­
pl~i.:nylalaninL'-giyci~1c-ala nine-rhoda111ine ( R l~o) ~ 1-1 O as 
:-.ubstratc. Cl11lagenascs are in'\Tdvcd in ccll niigratiun. 
hn:-.t dcfcn:...c 111cL·hani:-.111:-. and J>'.\·1 N degranulation [ 1 .>]: 
dipcptidyl peptidasc 1 ( DPP-1 ): thc suhstratc cn1plo~ c.:d 
for l)PP-1 analysis was kucinc-kudnc-Rhn 110. -rhis 
enzyn11.: is e:-..prcs:-.cd at hig.h 11.:'\cls in LyhHoxic c1.:lls and 
it has bC.:Cll irnp)jL·atCc.J in lllaintcllallCl.! Of CCll gl'l.H\"lh 
and intraccllular protcin dcgradation [14]: Lathcpsin B 
and [): Lathc:psin B and J") L·ooperate in ccll 111igration. 
host dcfcnse 111ccha11is111s. i111lan1111atinn. PI\1 N deuran­
ulation. and insulin 111c1aholisn1 [ 15.16]. Thc sub;tratc.: 
cn1ploycc.l fnr this analysis ""·as the valinc.:-lysinc.:-Rho 
1 1 O. \Ve also ti.:stcd thc oxi<lativc.: burst induction by thc 
action or NJ\l)Pl-I oxidase and supero.xidc disn1utase 
ovcr thc substrate dichlorofluorescein diacctate. '\Vhich 
aftcr its dcaL·ytilation is trappcd insidc thc cell and 
convertcd to dh.:hlorotluorcsci.:in throuuh thc action of 
hydrogen peroxidc ( 1·1.:0~). This co111~pound contains 
phorbol 111yristatc acctate (Pl\.1A) to activatc thc cn­
zymc NADPH-oxidasc. which is responsiblc for thc 
oxichnivc burst. 

2.-J.. Statistics 

Mann \Vhitncy ·u~ test and linear rcgression analysis 
\vcrc uscd to analyzc data. Statistical significancc '\.vas 
cstablishcd at P valuc < 0.05. 

\--~~~0C'6f~,:;-~ 
' ' 
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3. H.csulls 

lntnu.:cllu1ar ai.:llvttv ""'r ~c\·cral cn.1:v1nc~ \\·as l,,.'\alu­
atcd by llow cytoc~1zy1110Jogy in Íeukocytes rn.1111 
NIDDl\1 paticnts and hcalthy fc1naks. /\ scparatc anal­
ysis of Pl\·t N. 111011ocyh.!s and ly111phoc.:ytes \\'as done for 
cach blank and cnzy1nc tcsh:d. Thi: FCM valucs wcrc 
rccordcd as hystogra1ns. 

3. I. Collage11t1st• 

No dilTcTcnces \.Vcrc found in collagcnasc activity in 
<.1ny cell subpopulation scrccncd bl.!t\vccn paticnts and 
control s. 

3.2. LJi¡u .. ¡J1it(1·/ pepridase I (DPP-1) 

Ly1nphocytes an<l 1nonocytcs fro111 NIDDM paticnts 
sho\vc<l increascd activity of DPP-1 \Vhcn con1parcd lo 
hcalthy subjects ( P < 0.05). 

3.3. c·a1/1t.•psli1 13 and /) 

In ali patii:nts ccll subpopulations studicd cxprcsscd 
highcr B and D cnzy111c activity \.Vhcn con1parcd to 
controls (P < ().05). 

3 . ..J.. Oxidatin.! hursr (1VA IJP/1-oxicla.ve a11cl superoxide 
c/i.\º1111(/llSl') 

PMN cclls fron1 NIDDM patit.::nts sho\vcd highcr 
activity of oxidativc burst whcn con1pared to controls 
( P = 0.02). Rcsults are shown in Table 1. 

Fig.. 1 displays rcprcsentative llo\v cyton1ctric experi­
n1cnts fron1 oni: NIDDM patient and onc hcalthy 
fc1nalc. 

3.5. J\Je1aho/ic· control 

The n1ctabolic control \.Vas dctcrn1incd on thc basis of 
Hhi\. 1c lcvcls. \vhich are inc.licative of thc tin1e average 
blood glucosc concentration ovcr the past 1-3 n1onths. 
Nonnal valucs \\'ere bclo\v 6. l 'X1. All controls \\'ere 
undcr norn1al lcvcls. An cxcc11cnt diabetes control \Vas 

Table 1 

delini.:d a:-; 1 lh:\J( h:,i.:J:.. hcl(1\\ X" .. ( 11 1...'llll uf 20 pa­
tii.:11b). gt.h.'d ur 1·egula1· l."011lt·ul frt.ltll X tu In:-;, (~evc11 
(\lll of :!O patienl~) and p(HH. 1111.:tabnlic control \\:hen 
\·alues \veri.: t.l\\."r llJ" .. (t"''' out (lf 2tl paticnt~). 

No i..:'lllTi.:L . .11i"1n '"ªs li..ll1111..I bt.:t\\\."en cither thc ..:nzyn1cs 
or ccll subp'-"'Plllation tcstell and dinical cha1·actcl"istics. 
11a1nely agc. disl.!'asc <luration. g.lyce1nic control. typc- of 
trcatn1cnt (induding hor111onc n:plai.:c1ncnt). hody n1ass 
indcx~ hypc:ncnsion nr ~1noking (data not shcJ\vn ). 

..i .. Discussinn 

i\. con1111"111 ...:01nplication in diabetes rncllitus is infcc­
tious disc<.1~es \\'hich is n1ore scvcrc. although thcrc is 
contro\'crs~ ir patients have an cnhanccd susceptibiJity 
to thcn1 <lue only to thi.: nH:tabolic disorder [I). /\n 
abnonnal run...:tion or lc:ukocytcs 111ay in part i.:ontributc 
to thc: i1npaired rc:->ponst: tll pi.tthogcns. It has bccn 
dcscrihcd that 1.:hen1ota1....·ti1..: and phagn...:ytic function arc 
di111inishc.:d in diabetc~ n1ellitlb. as ,,·c(J as bactcrii.:idal 
ai.:tivity [9.17). In this study. s1...•vi.:ral cnzyn1i.:s involved 
in thc 11011-:--pi.:1....·ilic in1111une response 111echani:-.1ns ,,·crt.: 
analyzcd in "hite: bloc1d 1.:clls fro111 N 1 Dl.)M patit.:nls. 
\Ve found 1H1 din1inish..:d en..-:y111e ai.:tivity in thc thrcc 
lcukocytc subpopulatinns tested in patients. but an 
increase in r.)PP-1. ...:atht:psin 13 and l.) and o~idative 
burst indu1....·tit.111. nnt relati.:d 1(1 patie111·s glycl.!'n1ii.: i.:on­
trol nor dini1....·al i.:harai.:tcristii.:s. J>1·evkn1s studi..:s have 
uscd i.:hc111ilun1incsce111..:e tt.1 111c~1:-.url.!' oxidativc hurst in 
diabetes r 1 S.19]. In thi~ :-.t udy. lhH\' cytoen/yllh"llngy was 
cn1ployed. a rt.:liahlc 1111..:thod with high ~ensibility and 
specific.:ity to test l.·11zy111e acti"·ity. 

Our results showed a highi.:r ()PJ>-1 activity in 
1y111phocytt.:s and 11101101.:ytes fro111 N l DI.:>1\.1 paticnts 
than hcalthy fe111ales. This enzyn1c is rcstrictcd to cclls 
\\:ith cytnto~k runctions such as 111acrophag..:~. C[.)8 + 
T lyrnphocytes and NK cc:lls [1-1-]. /\.lthough \\'e did not 
quantify thcse ccll subpopulations. our finc.lings support 
a con1pctent cytotoxic function in NIDDM. Morcovcr. 
a propcr cytotoxic function is esscntial to rncvent op­
portunistic infcctions [2]. 

Cathcpsin B anc.I D wcrc also found incrcascd in 
N 1 DDM paticnts. As airead y n1cntioncd. thcsc cnzymcs 

lntracy1nplas111ic cnzy111c :.1c1ivity in lcucocytcs fro1n NIC>J::>!\1 paticnts and hcalthy suhjcct.., 

Ccll subsct 

Lymplu.lcytcs 
l\1nnocytcs 
Granulocytcs 

Collagcnasc 

Cont1·ots 

t 1.4 ± ~.1·• 

17.9 ±3.0 
::!2.5 ± 4.8 

NIDD!\·1 

I0.5 ± 1.1 
15.3 ± 1.4 
:!:0.6± 1.7 

Oxidativc hurst 

Contrnls 

NT 
10.S ± 0.6 
IS.5 ± 1.5 

NIDDM 

NT 
13.7 ± 1.1 
::!3.6 ± 1.0 .. 

4.6 ± 0.6 
6.4 ± o . .i 
NT 

DPP-1 

NIDD:'\1 

6.0 ± O.Jh 

7.9 ± 0.3 1
' 

NT 

Cathcpsin B and D 
--~----------

Controls 

::!5.5 ± 6.8 
::!5.6 ± 3.6 
33.5 ± 8.9 

NIDDM 

53.0 ± 6.0 .. 
38.5 ± 4.3 .. 
54.0 ± 9.Jh 

·• V;:1Juc~ are cxprcsscd as Mean± SEM of lluorcsccncc clrnnncl n1odc n11io (FCMR) 
h P< < 0.05 whcn con1parcd with contrnls. N-r = Not tcstcd 
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/ .. /.lon·111.· "' o/ /111111t11111/og1· l.•'lf•·r.\ 7...J (;!f){}(}J .:!3'.J ~..¡..¡ 

an: Íll\ olvcd in ... :cll 111igratil.)ll. PJ\.1 N degranulation. 
antigt...·11 pnH:c:-.:-.ing and insulin 111c-tabolisn1 [ 15.1 h]. Thc 
lattc1· prnpcny dc:-.crvcs panicular attcntion. for it h;.1s 
bccn 1·cpl)1·1cd tha1 cathcpsin B and [) participatc in thc 
Cl.)IHCP .. ion nr pn)-in:-.ulin ll.l insulin in Langcrhans· cclls 
f20) and in 1·~1t hcpatocytc:-. [21 J. Pro-insulin. \.\'hcn 
prc:-.cnt at high k\.cls in the hloodstrcan1. 111ight be 
l.:lllhidt...•rt...·d a:-. ;1 1·i:-.k 1nad..:.cr tl.")1· Nl[)[")l\1 [22]. In this 
1·cgard. it is tt...·1npti11µ tn ~pcL'"ulate that leukol:ytcs 111ig:ht 
he at...·ting in cithc1· 1.:kar·an<.:c or cven u·ansfonnation of 
pr·n-in .... ulin tn i1btili11 in diahctic paticnts. thus con­
trihuting to pr·npcr· handlill!! nr thi.: 1111.!taholil: disordcr. 
Funht...·r rL·scar .... -h ¡...., needc-d to l:lai-ify tht...• po~sihli.: role. if 
i.111~. llf k•llklH .. "~l\::-. ill thi.: fatC Of pn..l-ill:-.UJill. 

lnt~Tt...":-.tinch. ll'idati,·i.: hurst \.\"i.IS fl.llln<l inc1·eased in 
Pi\17'.' t...•db -fl~Plll Nfl')J")i\.1 patients. Bcsides the \.VCll 
k1HH\ 11 i1np1._1rt:.111l rllh: nf n:\idation pn)ducts hannful to 
infi.:ctiou:-. agenb. it is \.'-Orlh 1nc-11tio11ing that incr·east.:d 
h)dl'\l~Cl1 pCl"ll\.ldc l"l)l"Jll:.ltitlll frl_)lll JcUkl.")L'ylt.:S in <lia­
bcti.::-. 111...:llitu~ pati1..·11ts n1:.1y L"Olltrihutc to thi.: dcvclnp-
111..:111 llf \.·a:-.ct1la1· i.:on1plication~. e.g. thro1nhosis. 
111~l.11..."anli;.il i11f.ir1..·t 123.:!..+J. This is in shaq"l t...•ontrast to 
nur pri.:,·i1._lt1S lindings in hcalthy dderly \.von1c11 \.Vhc:n: 
º'idati\....: hlll"Sl \.\as cn111parabk to l.."nntrols 01· evcn 
redl11.:cd 11.5) .. 111 diabctil.." :.111in1al 111nd<.:b severa! studies 
dc111L1stratcd a rcductinn in ll.\.i<lativc stress and.'or i..:0111-
plit..·ations afler anti-oxidant suppk111cntatin11 126J. 
Not\\ith:-.tanding. the i.:ffL'"ct of antioxidant trc-atn1cnt in 
hu111a11~ is still nnt 1.:n1it..·lusi\.e 12..+.:!(1]. 

o,·i.:rall. nur rcsults 111crit scvi.:ral interpri.:tations 
whiL·h. h~ llll 111ean:-.. an: nel.."i.::-.sarily opptlsite: (i) The 
highe1· ru11t..·ti,111al t..."ll/.y1nr..: aL·ti\·ity dctcctcd in lcukol.."ytcs 
frorn :".!IJ)J)i\.1 paticnh nlight \.VCIJ he an intrinsi<.: <l..:fc.:<.:t 
nr thc di'>i.:ase at lcast fnr thc e11.1:y111c-s tcstcd 
u111·clated tn n1<.·tahnli1..· cnntrol and 1,__11· 1..'linical d1arai..:­
ti.:risti .... ·:-.: (ii) The c11zy1natiL prolik in Nll-:>f")i\.,1 patients 
does not ruk out thi.: functil111 of othL·1· nnn-sp<.:dti<..: host 
del""cnsi.: 11H.~d1a11i:-.111s such as opsoni.1:atin11. phagocyto­
sis. chi.:motaxis which 011 thi.: ot her hand. havc hccn 
dc111nnstratcd to he altcr..:d in diabetes 111cllitus (9.17). 
Mnn:ovcr. spL'"dfii: i111111unc 111cchanis1ns such as hu-
111oral and cellular responses havc to be considcrc<l. 
Othi.:r fac:tors. e.g. abnor111alitics in thc niicrovascular 
cir<..:ulation in diabetes rncllitus patients rnay contributc 
or fadlitatc the dcvclop1ncnt or inlCctions and irnpair 
the response to thcnlpy (27]: (iii) Most likcly. this \.\·ork 
sug.gcsts that th..:1·e 111ay be an hon1eostatic dysc.:qui-
libriu111 as far as intraccllular ..:nzvn1e activitv is 
concen1cd whkh on thi.: onc hand. Íry to co111Pcn-
satc for thc inhercnt 111Ctabolic disorder but 011 thc 
othcr hand. surpass thc sus<..:cptibility and or scvcrity of 
infcctions. In doing so. ho,vcvcr. thc conscqucnccs 
could be dclctcrious to thc organisn1. c.g. thc high 
oxidativc burst found. Icading to abnorn1alitics in thc 
n:gulation of free radicals production. associatcd \Vith 
diabctic vascular con1plications [23.24.26-28]. 

~rhc high Jcvcls of intraccllular cnzyn1c activit~ in 
NIDDI\.1 paticnts rcllccts an ovcr functional pcrfor­
n1c.1ncc of this particular branch of thc non-s[".!citic 
in1111unc response. Othcr factors -· cithcr spccific or 
non-spcdfi..: -~ dcst.:rvc particular attcntion to clucidatc 
if. indccd. diabetes mellitus paticnts are prone to infcc­
tious discascs. 
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Mecanismos de la respuesta inmune innata en 
pacientes con diabetes mellitus no insulino­
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Luis Llorente-Peters a, Hortensia de-la-Fuente a, Yvonne Richaud-Patin a, 

Claudia Alvarado-de-la-Barrera a, Alejandro Díaz-Botjón a, 
Alfredo López-Ponce b,c, Israel Lerman-Garber b, JuanJakez-Ocampo a 

• Departa111e11to de I11n1u110/ogía y Reu111atología, Instituto Nacio11al de Cieucias Médicas y Nutrición 
Salvador Zubirá11, México, D.F. 

b Departame11to de E11docri11ología y Metabolismo, 111stit11 to Nacio11al de Cien das Médicas y Nutridó11 
Salvador Z11birán, México, D.F. 

c::Reside11te del Curso de Especializnció11 et1 Medit..--i1111 /11t1..-7r11a, l11sfit11/o Nacio11al de Ciencias Médicas y 
N11tridó11 Salvador Z11birá11, México, D.F. 

Resumen 

Es un hecho bien descrito que las infecciones en pacientes con diabetes mellitus 
(DM) pueden ser más serias, aunque parece controversia! una mayor 
susceptibilidad a estas. Los mecanismos de la respuesta inmune inespecífica 
pueden estar relacionados a la capacidad de defensa o a la susceptibilidad a 
diversos patógenos. El propósito de este estudio fue investigar la actividad de 
diversas enzimas involucradas en los mecarúsmos primarios de defensa en 
pacientes con DM no requirientes de insulina. Fueron incluidos veinte pacientes 
del género femenino con DM-2, con una hemoglobina glucosilada (FibAlc) 
promedio de 8.19%; ninguna de ellas tenia evidencia clínica de alguna infección al 
momento del estudio. También fueron estudiadas 20 mujeres sanas como 
controles. Las enzimas evaluadas fueron dipeptidil-peptidasa 1 (DPP-1), catepsina 
By D, niacín-adenosín-difosfato (NADPH) oxidasa y superóxido dismutasa (estas 
dos como evaluación de estallido oxidativo) y colagenasa. Se incubaron leucocitos 
aislados de sangre total con substratos específicos para estas enzimas en medio 
libre de pirógenos, y la actividad enzimática intracelular se analizó mediante 
citometría de flujo. La actividad de la colagenasa fue similar en las tres 
subpoblaciones de leucocitos estudiadas. La inducción de estallido oxidativo en 
monocitos fue comparable entre mujeres sanas y con DM-2. La actividad 
enzimática de las catepsinas B y D (en todas las subpoblaciones celulares), el 
estallido oxidativo (en leucocitos polimorfonucleares [PMN]), y la actividad de la 
DPP-1 (en linfocitos y monocitos) fueron mayores en las mujeres diabéticas que en 
aquellas sanas (p < 0.05). Estos resultados demuestran sobre todo una estimulación 
del estado funcional de varias enzimas intracelulares leucocitarias en la DM-2. Más 
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aún, un incremento en la inducción de estallido oxidativo y la consecuente 
producción de radicales libres podrían contribuir al desarrollo de complicaciones 
vasculares en esta entidad. Es necesario estudiar más a fondo otros mecanismos -
ya sean los relacionados a la respuesta inmunológica específica o inespecifica- para 
determinar si los pacientes diabéticos son más susceptibles que la población 
general a padecimientos infecciosos. bnmunology Letters 2000, 74: 239-244. 

Palabras clave: leucocitos, enzimas intracelulares, diabetes, respuesta inmune no especifica, 
citometría de flujo. 

1. Introducción 

Es un hecho comúnmente aceptado que 
las infecciones en pacientes con DM son 
más severas que en la población general 
[1]. La respuesta in1:nun.ol6gica 
inespecífica constituye la pri.Jnera linea 
de defensa contra varios 
microorganismos en general y tiene un 
papel clave en el control de infecciones 
bacterianas. Este tipo de funciones está 
regulado por células fagociticas, 
principaln:l.ente neutrófilos PMN y 
macrófagos, los cuales son capaces de 
elitnínar microorgaii.ismos invasores 
mediante la liberación de varias 
sustancias qui.micas contenidas en 
gránulos (en el caso de los neutrófilos) o 
lisosomas (en el caso de los macrófagos) 
[2]. Otro mecanismo involucrado en la 
elintinación de patógenos es el estallido 
oxidativo. Con el estú:nulo preciso, tanto 
los macrófagos como las células PMN 
incrementan marcada1nente su obtención 
de oxígeno del medio para sintetizar 
metabolitos tóxicos para los agentes 
infecciosos [2,3]. 
En pacientes con D!l.1, la mayor 
incidencia de infecciones complicadas en 
tejidos blandos, vías aéreas bajas y tracto 
urinario se debe, cuando menos en parte, 

2 

a una función leucocitaria deficiente [1]. 
Los macrófagos y los PMN de estos 
pacientes han mostrado alteraciones en 
fagocitosis y actividad bactericida [4-6]. 
También se han reportado defectos 
funcionales en otras células encargadas 
de la respuesta inmunológica específica, 
como los linfocitos B [7]. Sin embargo, 
hay controversia en cuanto a la 
correlación del daño en las funciones 
leucocitarias v el descontrol metabólico 
de esta enfe~edad [8,9]- Varios estudios 
han reportado una producción elevada 
de radicales libres intraleucocitarios en 
pacientes con DM [8, 10], aunque también 
se ha sugerido que u.na deficiente 
producción de los mismos es la 
responsable de una menor capacidad 
para destruir microorganismos 
fagocitados [11,12]. 
Con el objeto de tener un panorama en 
estos pacientes acerca de los principales 
mecanismos involucrados en la respuesta 
ininunológica inespecilica, este estudio se 
diseñó para analizar la actividad de 
di.versas enziinas que participan en la 
migración celular, inflamación, 
degranu.lación de PMN, proteólisis 
intracelular e inducción de estallido 
oxidativo en leucocitos de mujeres con 
DM-2. 



2. Material y métodos 
2.1. Sujetos 

Se incluyeron 20 mujeres con DM no 
insulino-requirientes, con edades que 
iban de los 40 a los 64 años (edad 
pronl.edio 53 :t_ 7 años), y con diagnóstico 
de D1'.1-2 de entre 5 meses y 10 años 
(promedio 5 :t. 3 afi.os). No se incluyeron 
pacientes que presentaran estado 
hipersosmolar no cetósico, cetoacidosis, 
embarazo o complicaciones crónicas 
como insuficiencia renal, retinopatía 
proliferativa, cardiopatía isquémica o 
neuropatia clínicamente significativa, 
determinada por súl.tonl.as como 
disestesias o parestesias. Se descartó la 
presencia de infecciones por medio de 
exploración. física, exanl.en general de 
orúl.a, citología hemática completa, 
citología exfoliativa vaginal 
(Papanicolau) y radiografía simple 
postero-a.nterior de tórax. 
El grupo control estuvo formado por 20 
mujeres sanas cuyas edades iban de los 
39 a los 61 años (pronl.edio 52 :t_ 6 años). 
Cuatro pacientes y 3 controles se 
encontraban recibiendo terapia de 
reemplazo hornl.onal al momento del 
estudio. Se obtuvo consentiin.iento por 
escrito de todas las mujeres rncluidas en 
el estudio después de habérseles 
informado de los propósitos y métodos 
de este. 

2.2. Muestras 

Se obtuvieron muestras de sangre 
periférica después de un ayuno nocturno 
de las 19:00 a las 07:45 horas. Cinco 
mililitros de sangre total heparinizada 
fueron lavados dos veces en medio PBS 
libre de pirógenos con el objeto de 
remover las enzimas extra.celulares que 
hubieran podido interferir con los 
ensayos. Después de remover el 
sobrenadante, los eritrocitos fueron 
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lisados en solución FACS (Becton 
Dickinson Laboratories, San José, 
California) durante 20 lll.ÍJ.l.utos y los 
leucocitos fueron obtenidos mediante 
lavado de la solución por dos veces. Se 
ajustó la concentración de las células 
obtenidas a 4 x lÜ" células/ntl en medio 
PBS. 
Tres mililitros de sangre anticoagulada 
con EDT A se usaron para el ensayo por 
captura iónica de la medición 
cuantitativa del porcentaje de HbAk 
(Abbott Imx Glycated Hemoglobrn 
Assay, Abbott Laboratories, Abbott Park, 
Illinois). 

2.3. Análisis por citometría de flujo de las 
enzin1as intracelulares 

El análisis citoenzimológico usado en 
este estudio consiste en una técnica 
unicelular en la que un substrato 
enzimático (Coulter-Beckmann, Hialeah, 
Florida), entra en el espacio rntracelular 
de la célula estudiada. Cuando este 
compuesto se hidroliza por una enzima 
intracitoplásntlca especifica, se obtiene de 
la reacción un producto fluorescente que 
puede ser detectado por citometría de 
flujo. Para cada muestra probada 
(solución "en blanco" y solución con 
enzima), 50 µl de la suspensión con 
células fueron calentados a 37 ºC por 10 
ntlnutos. Después, tanto 25 µl de medio 
PBS (solución "en blanco") o del 
correspondiente substrato enzimático 
fueron añadidos al tubo de la muestra e 
incubados a 37 ºC por el tiempo sugerido 
para cada enzÍlll.a de acuerdo a las 
especificaciones del fabricante de los 
reactivos. Después de la segunda 
incubación, las muestras fueron 
almacenadas en hielo triturado por 3 
ntlnutos para detener la reacción enzima­
substrato, y se ru.1.adieron 0.3 ntl de medio 
PBS libre de pirógenos para el análisis 
inmediato. Se realizó la citometria de 



flujo en un sistema FACScan (Becton 
Dickinson), utilizando un software 
Consort 30. En base a sus características 
morfológicas correspondientes, se 
determinaron puertas electrónicas para 
PMN, monocitos y linfocitos con el objeto 
de analizar estas poblaciones 
separadamente. Se registró la intensidad 
de canal de fluorescencia (modo) para 
cada solución "blanco", enzima y 
subpoblación celular. Los resultados se 
expresaron corno el ú'dice obtenido del 
valor del modo "enzima" y el del modo 
"blanco" (indice del modo del canal de 
fluorescencia [/7uoresce11ce c/1a1111t~! n1odt.~ 
ratio, FCMR], o valor de intensidad de 
fluorescencia), para cada una de las 
subpoblaciones celulares. Las enzii:nas 
evaluadas y los substratos empleados 
fueron los siguientes: 
Colagenasa. Para esta enzii:na se usó 
como substrato Gly-Phe-Gly-Ala­
rodamina (Rho) 110. Las colagenasas 
están involucradas en la migración 
celular, los mecanismos de defensa del 
huésped y la degranulación de PMN [13]. 
DPP-1. Se usó como substrato para esta 
enzima Leu-Leu-Rho 110. Está enzima se 
expresa en niveles elevados en células 
citotóxicas y se le ha ii:nplicado en el 
mantenimiento del crecii:niento celular y 
la degradación de proteinas 
intracelulares [14). 
Catepsinas B y D. Estas enzii:nas tienen 
un efecto cooperador en la migración 
celular, mecanismos de defensa del 
huésped, ~amación, degranulación de 
PMN y en el metabolismo de la insulina 
[15,16]. El substrato empleado para su 
análisis fue Val-Lys-Rho 110. 
NADPH oxidasa y su peróxido 
dismutasa. Tan,bién se estudió la 
inducción de estallido oxidativo por estas 
dos enzii:nas sobre el diclorofluorescein­
diacetato como substrato, el cual después 
de desacetilarse queda atrapado adentro 
de la célula para convertirse en 
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diclorofluoresceina mediante la acción de 
HzO:z. Este compuesto contiene forbol­
miristato-acetato, el cual activa a la 
NADPH oxidasa, la en.zii:na responsable 
del estallido oxidativo. 

2.4. Amilisis estadístico 

Los datos se analizaron mediante la 
pruebas de la "U" de Mann. Whitney y de 
regresión linear. Se estableció 
significancia estadística con una p < 0.05. 

3. Resultados 

Se evaluó por citometría de flujo la 
actividad de varias en.zii:nas 
intracelulares en leucocitos obtenidos de 
pacientes con DM-2 y mujeres sanas. Se 
realizaron análisis por separado para 
cada en.zii:na y solución "blanco" en 
PMN, monocitos y linfocitos. Los valores 
de FCMR se expresaron en forma de 
promedio :!;_ SEM y se presentaron en 
histogramas. 

3.1. Colagenasa 

No se encontraron diferencias en cuanto 
a la actividad de la colagenasa en 
cualquier subpoblación celular, tanto en 
pacientes como en sujetos control. 

3.2. DPP-1 

Los linfocitos y los monocitos de las 
pacientes con DM-2 mostraron una 
actividad incrementada de DPP-1 cuando 
se les comparó contra las mismas 
poblaciones celulares de las mujeres 
sanas (p < 0.05). 

3.3. Catepsinas B y D 

En todas las subpoblaciones celulares de 
las mujeres con DM-2 se demostró una 
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actividad aUlllentada de estas dos 
enzimas cuando se les comparó con los 
controles (p < 0.05). 

3-4. Estallido oxidativo (NADPH oxidasa y 
superóxido dismutasa) 

Las células PMN de las pacientes 
diabéticas mostraron una mayor 
actividad de estallido oxidativo 
comparada con la misma subpoblación 
celular de las mujeres sin DM-2 (p = 0.02), 

Los resultados arriba descritos se 
muestTan en la tabla 1. La figura 1 
muestra experimentos citométricos de 
flujo representativos de una paciente con 
DM-2 y de una mujer sana. 

3.5. Con trol metabólico 

Se definió al control metabólico en base a 
los valores medidos de HbA,_, los cuales 
son un reflejo de las concentraciones 
séricas promedio de glucosa durante los 
últimos 1-3 meses. Se consideró como un 
valor normal 6.1 %; Lodos los sujetos 
control se encontraron por debajo de este 
valor. Se definió como un buen control 
de DM una HbA,,- por debajo de 8% (11 
de 20 pacientes), con~o u.n control regular 
una HbA,.. de 8 a 10% (7 de 20 pacientes) 
y con~o un contTol pobre una I--IbA,.. de 
más del 10% (2 de 20 pacientes). 
No se encontró alguna correlación entre 
las enzimas o subpoblaciones celulares 
estudiadas y las características clinicas de 
las pacientes, como edad, tiempo de 
diagnóstico de DM-2, control glucémico, 
tipo de tratamiento (incluyendo terapia 
de reemplazo hormonal), índice de masa 
corporal, presencia de hipertensión 
arterial sistémica o hábito tabáquico 
(datos no mostrados). 
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4. Discusión 

Una complicación común en la DM es la 
presencia de infecciones eventualmente 
más severas, a"l..lflque ha),. controversia 
acerca de si estos pacientes tienen una 
susceptibilidad incrementada a este tipo 
de enfermedades tan sólo por su 
trastorno metabólico de base [1]. Una 
función leucocitaria anormal puede 
contribuir en parte a un deterioro en la 
respuesta normal a patógenos. Se ha 
descrito que las funciones quimiotácticas, 
fagocíticas y bactericidas se encuentran 
disminuidas en presencia de DM [9,17]. 
En este estudio, se ar1alizaron. varias 
enzimas involucradas en. los mecanismos 
de la respuesta in.r:nune no especifica en 
leucocitos de mujeres con DM-2, no 
insu.lino-requirientes. No se encontró 
disminución de la actividad enzimática 
en las tres subpoblacion.es de leucocitos 
estudiadas en las pacientes con DM-2, 
aunque sí un incremento en la actividad 
de DPP-1, catepsinas B y D e inducción 
de estallido oxidativo, no relacionado al 
control metabólico de las pacientes ni a 
sus características clinicas. Estudios 
previos han utilizado métodos de 
quimioluminiscencia para medir el 
estallido oxidativo en Dl\.1 [18,19]. En el 
presente estudio se empleó la citometria 
de flujo, un método confiable con alta 
sensibilidad y especificidad para evaluar 
actividad enzimática. 
Los presentes resultados mostraron una 
actividad elevada de DPP--1 en linfocitos 
v monocitos en pacientes con DM-2 
~amparada con la de mujeres no 
diabéticas. Esta enzima es propia de 
células con función citotóxica, como 
macrófagos, linfocitos T CDS+ y células 
NK [14]. Aunque en este estudio no se 
cuantificaron o evaluaron 
específicamente estas subpoblaciones 
celulares, los hallazgos obtenidos 
concuerdan con una función citotóxica 
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competente en la DM-2. Además, una 
función citotóxica íntegra es esencial para 
la defensa contra infecciones 
oportunistas [2]. 
Se encontró también un incremento en la 
actividad de catepsinas B y D en 
pacientes con DM-2. Como ya se 
comentó, estas enziinas participan en la 
migración celular, la degranulación de 
PMN, el procesamiento de antígenos y el 
metabolismo de la insulina [15,16]. Este 
último punto n-terece especial atención, 
ya que las catepsinas B y D participan en 
la conversión de pro-insulina a insulina 
en las células de Langerhans [20] y en los 
hepatocilos de rata [21]. La pro-insulina, 
cuando se encuentra elevada en sangre 
periférica, puede ser considerada como 
un marcador de riesgo para desarrollar 
DM-2 en un futuro [22]. Considerando lo 
anterior, parece tentador especular que 
los leucocitos pu,>den participar en la 
depuración o incluso en la conversión de 
pro-insulina en insulina en los pacientes 
diabéticos, contribuyendo de esta manera 
a la regulación y/o compensación de este 
trastorno metabólico. Parece necesaria 
más investigación para esclarecer el 
posible papel de los leucocitos, si es que 
tienen alguno, en el rnetabolismo de la 
pro-insulina. 
Un hallazgo interesante fue el incremento 
del estallido oxidativo observado en las 
células PMN de las pacientes diabéticas. 
Aparte del papel bien conocido del daño 
por productos de oxidación a agentes 
infecciosos, vale la pena mencionar que 
una elevada producción de H20;, por 
parte de los leucocitos en personas con 
DM puede contribuir al desarrollo de 
complicaciones vasculares [23,24]. Esto 
contrasta fuerte1nente con los hallazgos 
previos de los autores del presente 
trabajo, en donde el estallido oxidativo 
en mujeres ancianas sanas fue 
comparable o incluso reducido respecto 
al de sujetos controles (25]. Varios 
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estudios en modelos animales de 
diabetes han demostrado una reducción 
de estallido oxidativo y/o sus 
complicaciones después de administrarse 
suplementos anti-oxidantes (26]. Sin 
embargo, el efecto de este tipo de 
tratamientos en humanos no es 
concluyente [24,26]. 
En base a todo lo anterior, los resultados 
aquí presentados llevan a varias 
interpretaciones que, de ninguna manera, 
son mutuamente excluyentes u opuestas: 
(i) La actividad funcional enzimática más 
elevada en leucocitos de pacientes con 
DM-2 puede consistir en un defecto 
inherente a la exúermedad -al menos en 
las enzimas estudiadas-, no 
necesariamente relacionado al control 
metabólico de esta o a diversas 
características clínicas de los pacientes. 
(ii) El perfil enzimático en pacientes con 
DM-2 aquí presentado no descarta 
alteraciones ert otros mecanismos de 
defensa inespecíficos como opsonización, 
quimiotaxis y fagocitosis, los cuales, por 
otra parte, sí se han encontrado dax"'lados 
en presencia de DM [9,17]. Aún 1nás, se 
tienen que considerar otros meca..ni.smos 
inmunes específicos como la respuesta 
humoral y celular. Otros factores, coni.o 
las a.normalidades de la circulación 
fflicrovascula.r presentes en la DM 
pueden facilitar el desarrollo de 
infecciones e impedir una adecuada 
respuesta al trataffliento antibiótico (27]. 
(iii) Probablemente lo que sugieren los 
datos aqui obtenidos es que hay un 
desequilibrio homeostático -cuan.do 
menos en lo que a actividad enzimática 
intracelular se refiere- que, por un lado, 
trata de compensar o adaptarse al 
trastorno metabólico de base y que, por 
otra parte, intenta superar la 
susceptibilidad a infecciones y/ o la 
severidad de las mismas. Sin embargo, 
como resultado a lo anterior, las 
consecuencias pueden ser deletéreas para -· ~1 \ 
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el organismo, por ejemplo un elevado 
estallido oxidativo que conlleva a 
diversas anormalidades en la regulación 
de la producción de radicales libres, 
asociadas a complicaciones vasculares en 
pacientes diabéticos [23, 24, 26-28]. 
El incre1nento en la actividad enzin1ática 
intraleucocitaria en pacientes con DM no 
insulino-requirientes refleja una 
exacerbación funcional de esta rama de la 
respuesta inniune no espe..-ífica en 
particular. Otros factores involucrados -
tanto específicos como no específicos­
merecen particular atención para 
dilucidar si efectivamente los pacientes 
con DM son más susceptibles a agentes 
infecciosos. 
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Apéndices 

Tabla 1. Actividad enzimática intracitoplásmica en leucocitos de pacientes diabéticas y 
sanas (controles). Los valores se expresan como promedios± error estándar del índice del 
modo de canal de fluorescencia (FCMR), o valor de intensidad de fluorescencia. 
• p <0.05 en comparación con los controles. NE = no evaluado. 

Figura 1. Experimentos representativos en una paciente con DM-2 y una mujer sana. La 
actividad enzimática se midió mediante citometria de flujo. Los leucocitos aislados de una 
paciente con DM-2 se representan en los histogramas con áreas negras y los leucocitos de 
la mujer control en los histogramas con áreas grises. Las abscisas corresponden a la 
concentración leucocitaria por mm" y las ordenadas 1nuestranel valor del indice de 
intensidad de fluorescencia (FC!lv1R). 
Fila superior de histogramas: PMN. Fila intermedia: monocitos. Fila i.rúerior: li.rúocitos. 
Etiquetas de las columnas: prueba "blanco", dipeptidil-peptidasa 1, catepsinas B y D, 
estallido oxidativo y colagenasa, respectivamente. 

Facsímil original de la publicación del presente trabajo, como artículo original. Referencia: 
lmmu11ologiJ Letters 2000, 74: 239-244. 
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Tablal 

Estallido Catepsinas 
Cola~enasa oxidativo DPP·1 ByD 

Subpoblación celular Controles DM-2 Controles DM-2 Controles DM-2 Controles DM-2 

Lhúocitos 11.4 ± 3.1 10.5±1.1 NE NE 4.6±0.6 6.0 ± 0.3' 25.5 ± 6.8 53.0 ± 6.0. 
Monocitos 17.9 ±. 3.0 15.3 ±.1.4 10.8 ±_0.6 13.7 ±.1.l 6.4 ±. 0.4 7.9 ±. 0.3. 25.6 ±_3.6 38.5 ±. 4.3' 
Granulocitos 22.5 ±. 4.8 20.6±.1.7 18.5±.1.5 23.6±_1.0' NE NE 33.5 ±. 8.9 54.0±_9.3' 
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