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RESUMEN

Antecedentes. El incremento en la prevalencia de enfermedades cronico-
degenerativas, especialmente las de origen cardiovascular, las ubica como uno de
los principales problemas de salud publica a nivel mundial. Entre estas patologias
se distingue el Sindrome Metabdlico (SM), el cual ha sido definido como un
conjunto de alteraciones metabdlicas constituido por obesidad de distribucion
central, disminucién de la concentracion de lipoproteinas de alta densidad unidas
a colesterol (HDL-C), elevaciéon de la concentracién de triacilglicéridos (TAG),
aumento de la presion arterial e hiperglucemia.

Aln cuando la patogenia de la enfermedad no ha sido esclarecida, estudios
previos sugieren que el SM podria resultar de la participacion simultanea de
diferentes mecanismos fisiopatolégicos, de entre ellos destacan la resistencia a la
insulina (RI) y el estrés oxidativo (EO); este Ultimo se caracteriza por un
desequilibrio entre los agentes oxidantes y antioxidantes presentes en el
organismo. En estudios recientes, se ha reportado que en comparacion con
sujetos sanos, en pacientes con SM se ha observado por un lado, un aumento en
la concentracion de sustancias oxidantes y mayor peroxidacion lipidica, y por otro
lado, una disminucién en la actividad o concentracion de antioxidantes no
enzimaticos y enzimaticos, de entre los que destaca la Glutatibn peroxidasa 3
(GPx3). Esta enzima, dependiente de selenio es la principal encargada de
remover lipo e hidroperoxidos del compartimiento extracelular y plasma en el
organismo.

Objetivo. El objetivo del presente trabajo fue determinar el papel de la Rl y de la
enzima antioxidante GPx3 en el Sindrome Metabdlico.

Materiales y Métodos. La poblacion de estudio se conformé por pacientes con SM
y sujetos controles “sanos” que cumplieron con los criterios de seleccion y que
fueron derechohabientes de la Unidad Medico Familiar No. 2 (UMF2) de la Ciudad
de Puebla, perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Se llevo a
cabo evaluacién clinica, bioguimica, antropométrica, asi como la determinacion de

la actividad y concentracién de la enzima antioxidante GPx3.
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Resultados. Se realiz6 invitacion para participar en el estudio a aproximadamente
250 sujetos derechohabientes del IMSS. Ciento un sujetos participaron, de ellos
solo 59 cumplieron con los criterios de seleccion. Se formaron 2 grupos de estudio:
1) grupo Control (n=13), sujetos que se encontraron en equilibrio metabdlico y sin
sobrepeso u obesidad; y 2) grupo SM (n=46), sujetos diagnosticados con SM de
acuerdo a los criterios establecidos por el NCEP ATP-IIl adaptado a la poblacion
mexicana.

El grupo Control presenté valores de circunferencia de cintura, presion
arterial, niveles de glucosa e insulina en ayuno menores a los sujetos del grupo
SM (p < 0.05). Por otro lado, el grupo SM present6 un perfil lipido alterado, que le
confiere un mayor riesgo cardiovascular. En estos sujetos también se observd una
diminucion de la actividad de GPx3 y de manera contrastante un aumento en su
concentracion.

De manera general la actividad de GPx3 correlacion¢ significativamente con
glucosa de ayuno, TAG y RI. Por su parte, la concentracion de GPx3 correlaciono
significativamente con circunferencia de cintura y con la presion arterial diastolica.
La RI correlaciono significativamente con la circunferencia de cintura y TAG, entre
otros.

Conclusion. La RI, actividad y concentracion de GPx3 correlacionaron con
diferentes componentes del SM, y se muestra por primera vez que los sujetos con
SM presentan una menor actividad de GPx3 a pesar de poseer una mayor
concentracion en comparacion con sujetos sano. Estos resultados nos sugieren,
qgue el incremento en la concentracion de GPx3, podria relacionarse con su papel

de proteccién contra el dafio asociado al EO reportado en pacientes con SM.
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1.1. Sindrome Metabdlico

El Sindrome Metabdlico (SM) es una entidad clinica controvertida que
aparece, con amplias variaciones fenotipicas, en personas con una predisposicion
enddgena, determinada genéticamente y condicionada por factores ambientales
(L6pez y col., 2007). Existen varias definiciones del SM propuestas por diferentes
organizaciones de salud como son: EGIR (Grupo Europeo para el Estudio de la
Resistencia a la Insulina), NCEP ATP-IIl (Programa Nacional de Educacién sobre
el Colesterol, 3er. Panel del Tratamiento de Adultos), OMS (Organizacién Mundial
de la Salud), IDF (Federacion Internacional de Diabetes), de estas definiciones en
el presente estudio, se utilizara la propuesta por NCEP ATP-Ill, debido a que es
ampliamente utilizada y aceptada en la mayoria de los trabajos de investigacion,
por su sencillez y efectividad mostrada (Gonzalez Chavez y col., 2011; Cuadro 1).
Esta definicion se adaptara a la poblacidn mexicana, los cambios se muestran en

la seccion de materiales y métodos.

Cuadro 1. Definiciéon de Sindrome Metabdlico de acuerdo al NCEP ATP-III

Criterios de Valores de referencia

diagndstico

Para ser diagnosticado con SM, el sujeto debe presentar tres 0 mas de los

siguientes parametros:

Perimetro cintura: >102 cm en hombre, 288 cm en mujeres

Triacilglicéridos: 2150 mg/dL o en tratamiento farmacoldgicos

HDL-C: <40 mg/dL en hombre, <50 mg/dL en Mujeres, 0
en tratamiento farmacolégico

Presién Arterial: >130/85mmHg o en tratamiento farmacolégico

Glucemia en ayunas: 2110 mg/dL o en tratamiento farmacoldgico

HDL-C, lipoproteina de alta densidad unida a colesterol. Diagnéstico de SM basado NCEP ATP-l,
(2002)
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El SM es considerado un problema de salud publica a nivel mundial, se
puede afirmar que en paises latinoamericanos una de cada tres o cuatro personas
mayores de 20 afios cumple con los criterios diagndsticos de SM (Rosas Guzman
y col., 2010) y México no es la excepcion, alcanzando una prevalencia de 39.7%
(Gutiérrez 'y col.,, 2012; Cordova-Villalobos y col.,, 2008). Sus principales
complicaciones son diabetes tipo 2 (DT2), enfermedades isquémicas del corazon y
cerebro-vasculares por arteriosclerosis (Garcia-Garcia y col., 2008, Zimmet y col.,
2005), dichas enfermedades se encuentran dentro de las principales causas de
muerte en poblacion en edad productiva de nuestro pais (Programa Nacional de
Salud, 2007-2012).

El incremento en la prevalencia del SM, nos indica que existe la necesidad
de realizar estudios que permitan ampliar el conocimiento existente hasta el
momento, sobre su inicio, desarrollo y progresién hacia sus complicaciones, lo
cual permitira establecer estrategias de prevencion, diagnostico temprano, y
tratamiento oportuno. Los mecanismos fisiopatoldgicos explicativos del SM, no
estan totalmente esclarecidos; sin embargo, en estudios recientes (Gonzalez-
Chévez y col., 2006) se ha propuesto al estrés oxidativo (EO) y a la resistencia a
la insulina (RI) como unos de los mecanismos que contribuyen en su desarrollo,

de entre otros.

1.2. Estrés Oxidativo

Durante el metabolismo aerobio se generan pequefias cantidades de
especies reactivas de oxigeno (ERO), incluyendo radicales hidroxilo (HO<x),
aniones superoxido (O,%), y peroxido de hidrogeno (H,O,), como respuesta a
estimulos externos e internos. Estas minimas concentraciones de ERO pueden
ser indispensables en muchos procesos, como el sistema de sefales
intracelulares (que esta relacionado con otros procesos como la proliferacion
celular y la apoptosis), la inmunidad, y la defensa contra microorganismos
(Halliwell, 1994; Evans y col., 2002).

La mayoria de los ERO se producen en un nivel bajo en condiciones

normales de metabolismo aerdbico y el dafio que causan a las células es reparado
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constantemente (Fina, 2009). Sin embargo, altas dosis o una eliminacién
inadecuada de las ERO dan lugar a EO, que puede causar graves disfunciones
metabdlicas y dafio a macromoléculas biologicas (Halliwell, 1994; Evans y col.,
2002) como lipidos, proteinas, carbohidratos y el ADN en el interior de las células,
lo que pueden desencadenar dafios irreversibles y muerte (Rodriguez-Carrasco y
col., 2003). Por tanto, el EO es causado por un desequilibrio entre la produccién
de ERO y la defensa antioxidante. En términos quimicos, el EO es un gran
aumento en la reduccion del potencial celular o una gran disminucion en la
capacidad reductora de los pares redoxcelulares como el glutatién (Fina, 2009).
Las ERO pueden inactivar rapidamente al o6xido nitrico (NO) vascular, un
vasodilatador importante e inhibidor de la funcion plaquetaria, y con ello aumentar
el riesgo para la aterosclerosis y el ictus (accidente cerebro vascular) (Yun y col.,
2008). EI EO se ha relacionado con diversos procesos fisiopatoldégicos que
ocurren en el SM, tanto en su génesis como en el camino del proceso aterogénico
(Gonzalez-Sotolongo y col., 2009).

Desde hace algunos afios, una gran cantidad de evidencias experimentales
(Pérez-Guerra, 2006), se han acumulado atribuyendo al EO, especialmente, a la
peroxidacién lipidica, un papel preponderante en la patogénesis de la
aterosclerosis, debido a las modificaciones estructurales que experimentan las
lipoproteinas de baja densidad ligadas a colesterol (LDL-C), tras la accion oxidante
de los radicales libres, incrementando marcadamente sus caracteristicas
aterogénicas.

Ademas, el EO afecta la secrecion de insulina por las células 8 del pancreas,
asi como el transporte de glucosa en el musculo y el tejido adiposo (Maddux y col.,
2001, Kahn y col., 2001; Newsholme y col., 2010). Se ha postulado que el EO
produce RI a través de la afectacion de la fosforilacion inducida por la insulina
sobre fosfatidilinositol-3-cinasa, reduciendo la expresion del GLUT-4 y su actividad
(Gonzalez-Sotolongo y col., 2009).
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1.3. Sistema de Defensa Antioxidante

A los mecanismos de defensa que neutralizan a los radicales libres en el
organismo, se le denomina sistema antioxidante. Un antioxidante es cualquier
sustancia que en concentraciones normales posee una afinidad mayor que
cualquier otra molécula por un radical libre. El antioxidante al colisionar con el
radical libre, le cede un electron oxidandose y transformandose en un radical libre
débil no toxico. Los antioxidantes pueden ser enzimaticos o no. Estos se clasifican
en enddgenos, se encuentran en el organismos y son sintetizados por las células;
y exdgenos, ingresan a través de la dieta (Cuadro 2; Rodriguez-Carrasco y col.,
2003).

Estos antioxidantes se coordinan cooperativamente y protegen al organismo
de los riesgos que conlleva el EO, entre ellos destacan las enzimas superoxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT); asi como los
antioxidantes no enzimaticos como glutation (GSH), acido ascorbico (vitamina C),
alfa-tocoferol (vitamina E), beta-caroteno, vitamina A, flavonoides y &cidos
fenolicos (Halliwell, 1994).

1.4 Glutation peroxidasa (GPx)

La glutation peroxidasa es una seleno-proteina que cataliza la reduccion de
peréxido de hidrogeno (H,0,) y de lipoperdxidos (L-OOH), utilizando como agente
reductor el glutatiéon reducido (GSH), que es transformado en glutation oxidado
(GSSG) (Figura 1), protegiendo a las células contra el dafio oxidativo (Revisado en

Cisneros Prego y col., 1997).

H,0, jfféqu-h“x& "H,0

GSH Se GSSG

Figura 1. Reduccion de peroxido de hidrégeno por la GPx.
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Cuadro 2. Clasificacion de los antioxidantes

Exdgenos Vitamina E

Vitamina C

[B-caroteno

Licopeno

Luteina

Flavonoides

Enddgenos No enzimaticos Glutation

Coenzima Q
Acido tiético
Acido urico
Acido dihidro-lipoico
Metalotioneina
Melatonina

Enzimaticos. Superéxidodismutasa (SOD)
Catalasa (CAT)
Glutationperoxidasa (GPx)
Glutation S-transferasas
Tioredoxina-reductasas
Sulfoxi-metionina-reductasas
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (GSHpx)

La GPx metaboliza moléculas organicas peroxidadas, asi como H,0,, recicla
algunas de las moléculas atacados por H,O, con una afinidad relativamente alta, y
cataliza estas moléculas, incluso a las concentraciones fisiolégicas normales (Yun
y col., 2008).

Esta enzima se localiza en el citosol de las células eucarioticas, en las
mitocondrias (Martinez-Cayuela, 2005), asi como en el espacio extracelular (Jin y
col.,, 2011), que es donde se produce dafio a diferentes tejidos, como es el
endotelial.

La alteracion de la actividad de GPx provoca un aumento de los niveles de
H,O, y de lipoperoéxidos, lo que puede ser fatal para la célula y el organismo en

general, razén por la cual esta alteracion se encuentra implicada en un gran
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namero de enfermedades y procesos fisiopatologicos (Cisneros-Prego y col.,
1997).

La familia de glutation peroxidasas esta conformada por diferentes enzimas
que difieren en su estructura primaria y localizacion (Takebe y col.,, 2002;
Kavanagh y col., 2005), esta informacion se muestra a continuacion:
s Glutation peroxidasa 1 (GPx1). Tiene como funcion proteger la hemoglobina
de los eritrocitos de una rotura oxidativa. Se constituye como un homotetramero y
su localizacion celular es el citoplasma.
s Glutation peroxidasa 2 (GPx2). Tiene como funcién proteger a los mamiferos
de la toxicidad de los hidroperdxidos organicos ingeridos. Se constituye como un
homotetramero y su localizacidén celular es el citoplasma. Se expresa sobre todo
en el higado y tracto gastrointestinal.
s Glutation peroxidasa 3 (GPx3). Tiene como funcion proteger a las células y
enzimas del dafio oxidativo catalizando la reduccion del H202 y de lipoperéxidos,
mediante la oxidancion del GSH. Se constituye como un homotetramero que es
secretado en el fluido extracelular y plasma. De las isoformas conocidas de GPX,
GPx3 es la Unica que se encuentra en el espacio extracelular, por esta razon en el
presente estudio se determind la actividad y concentracion de esta isoforma.
%  Glutation peroxidasa 4 (GPx4). En contraste con las otras GPx que son
tetramerica, GPx4 es activa como un monomero. Se localiza en el espacio
intracelular.
s Glutation peroxidasa 5 (GPx5). Constituye un sistema de protecciéon contra el
dafio de los peréxidos en los lipidos de las membranas del esperma. Esta enzima
es secretada en el epididimo. En este tejido también se encuentra presente GPx3.
% Glutation peroxidasa 6 (GPx6). Es una proteina secretada y se expresa en el
epitelio olfativo. Hasta este momento se encuentra poco estudiada.
s Glutation peroxidasa 7 (GPx7). Es una proteina monomerica secretada, se
conoce poco de ella; sin embargo, se le ha relacionado con la disminucién del EO
en el cancer de mama.
s Glutation peroxidasa 8 (GPx8). Es una proteina de membrana, fue

recientemente descubierta.

Pagina 16



9.F.B. Karina Luna de Jesus

El ciclo rédox del GSH es la mayor fuente de proteccion contra el EO. En
células animales, y especialmente en eritrocitos humanos, la principal enzima
antioxidante para la destoxificacion de H,O, es la GPx, ya que la CAT presenta

una menor afinidad por el H,O, (Bjornsted y col., 1994).

1.5 Glutation peroxidasa 3 (GPx3)

GPx3 es la unica isoforma extracelular entre los miembros de la familia GPx.
Es un tetramero de subunidades glicosiladas de 23 kDa (Figura 2), que cataliza la
reduccion de H20: y lipoperoxidos a expensas de GSH; es un importante
eliminador de ERO producidos durante el metabolismo normal o después de la
agresion oxidativa ocasionada por agentes externos o debida a diferentes
patologias (Bierl y col., 2004). Diferentes tejidos sintetizan a GPx3, su principal
fuente es el rifidn, en el tdbulo contorneado proximal (Olson y col., 2009); se
encuentra abundantemente expresada en pulmon y tejido adiposo (Kobayashi y
col.,, 2009; Lee y col.,, 2008). El gen de GPx3 contiene cinco exones y cuatro
intrones que abarcan 10 kb en la regién q32 del cromosoma 5 (Bierl y col., 2004).

La deficiencia de GPx3 se ha asociado con enfermedad cardiovascular y
accidente cerebrovascular (Bierl y col., 2004). En algunos estudios se ha
observado que la sobreexpresion de GPx3 en los adipocitos reduce la
acumulacion de ERO, disminuye la expresion de genes proinflamatorios, y mejora
la RI inducida por la hiperglucemia (Lee y col.,, 2008). Por tal motivo, se ha
propuesto el uso de GPx3 como un objetivo potencial para la intervencion en la RI
(Lee y col., 2008).

Figura 2. Estructura de listones de GPx3.
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1.6 Resistencia a lainsulina

El término "resistencia a la insulina” por lo general denota la resistencia a los
efectos de la insulina sobre la captacion, el metabolismo y el almacenamiento de
la glucosa (Khan y col., 2000). Es un estado patologico en el que las células que
ordinariamente responden a la insulina dejan de hacerlo (Olivares-Reyes y col.,
2008).

La insulina es una hormona peptidica de 5.8 KDa, secretada por las células
en los islotes pancreaticos de Langerhans en respuesta a niveles de glucosa en la
sangre, teniendo como funcion mantener su concentracion en un rango normal (70
a 99 mg/dL), favoreciendo la entrada y almacenamiento de este nutriente en
musculo y tejido adiposo; en higado se favorece su almacenamiento y se inhibe su
produccion (Olivares-Reyes y col., 2008).

La hipétesis mas aceptada y unificadora para describir los aspectos
fisiopatoldgicos de la RI incluye, un defecto no totalmente esclarecido en la accion
de dicha hormona. El comienzo de la Rl es antecedido de hiperinsulinemia
postprandial, seguido de hiperinsulinemia en el ayuno y por ultimo hiperglucemia
(Bernasconi y col.,, 2012). La Rl se manifiesta por una disminucion en el
transporte de glucosa inducido por la insulina en adipocitos y masculo esquelético,
un aumento de la produccion de glucosa hepética y alteraciones en el
metabolismo de lipidos en tejido adiposo y hepético (Olivares-Reyes y col., 2008).

Los &acidos grasos libres disminuyen la sensibilidad a la insulina en los
musculos al inhibir la captacion de glucosa. El incremento en la glucosa circulante
hace que aumente la secrecion de insulina por el pancreas y con ello surge la
hiperinsulinemia; esta Ultima estimula la reabsorcion de sodio y aumenta la
actividad del sistema nervioso autonomo (SNA) produciendo hipertensiéon arterial.
La Rl se acompafa de otras alteraciones metabdlicas, ampliamente relacionadas

con el Sindrome Metabdlico (Bernasconi y col., 2012).
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El SM es considerado un problema de salud publica de relevante importancia
en el mundo, presentando una prevalencia de 39.7%, en nuestro pais. Diferentes
estudios han propuesto a la Rl y al EO como posibles mecanismo explicativos del
desarrollo del SM; sin embargo la informacion es controversial. Dentro de la
defensa antioxidante se encuentra la enzima GPx3 cuya funcién es reducir lipo e
hidroperdxidos en el compartimiento extracelular y en el plasma. Su deficiencia se
ha relacionado con la presencia de Rl y aumento de H202 en plasma de sujetos
con diferentes enfermedades como Diabetes y ECV.

Considerando el alto impacto del SM sobre la calidad de vida de los
pacientes que lo padecen, el niumero importante de sujetos que presentan los
datos clinico-metabdlicos y que no han sido diagnosticados, asi como el impacto
econdémico que genera para las instituciones de salud, la presente investigacion se
propone profundizar en el estudio del SM y su relacién con la Rl y la enzima
antioxidante GPx3, a través del empleo de técnicas moleculares que permitiran
participar en la comprension de los eventos fisiopatogénicos especificos,asociados
al desarrollo y progresion de este sindrome.

Lo anterior, permitird reconocer el papel de los antioxidantes y la Rl en el
desarrollo de la enfermedad, aportando informacion pertinente para el disefio
posterior de estrategias especificas de prevencion temprana en sujetos en riesgo y
de tratamiento oportuno y especifico para limitar la progresion hacia sus

complicaciones.
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3. PLANTEAMIENTO
DEL PROBLEMA
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Estudios previos demuestran de manera aislada, que existe una relacion
entre el EO y la Rl con diferentes alteraciones metabdlicos que se presentan en el
SM; sin embargo, esta relacion no ha sido esclarecida por completo. Se ha
reportado una asociacion entre el EO y el desarrollo de RI, hipertension arterial,
DT2, hipertrigliceridemia, disfunciéon endotelial, procesos inflamatorios,
ateroesclerosis y enfermedad cerebro vascular.

Evidencias recientes sugieren que, pacientes con SM que presentan alta
produccion de oxidantes y aumento en la peroxidacion lipidica, podrian presentar
una alteracién en la concentracion y/o actividad de las enzimas antioxidantes,
entre las que se encuentra GPx3. Sin embargo, hasta el momento no existen
estudios realizados en poblacion mexicana con SM en donde se estudie la
relacion entre el SM, la Rl y la enzima antioxidante GPx3.

En estudios previos se observd que el incremento en la expresion de GPx3
es el principal mecanismo de defensa antioxidante en las células de musculo
esquelético, en ese mismo estudio también se observo un papel importante de
GPx3 en la RI, ya que un aumento en la expresidon de esta enzima alivio
parcialmente la R, lo que sugiere que un bajo nivel de GPx3 se podria asociar con
ECVyDT2.

Tomando en consideracion la informacion antes mencionada, este trabajo de
investigacién aborda la pregunta:

¢Existe relacion entre la RI, la concentracion y actividad de GPx3 con el
Sindrome Metabolico?
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4. HIPOTESIS
CIENTIFICA
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La RI, la concentracion y actividad de GPx3 estan relacionados con el SM.
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5. OBJETIVO
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5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de la Rl y de la enzima antioxidante GPx3 en el

Sindrome Metabdlico.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Caracterizar clinica, antropométrica y bioquimicamente a los sujetos
participantes en el estudio.

2.- ldentificar y conformar los grupos de estudio: 1) grupo-SM: sujetos con SM y 2)
grupo Control: sujetos aparentemente sanos.

3.- Determinar la presencia de RI en los sujetos de estudio.

4.- Determinar la actividad y concentracion de GPx3 en los sujetos de estudio.

5.- Determinar la relacion entre la RlI, la actividad y concentracion de GPx3 con el
SM.
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6. MATERIALES Y
METODOS
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6.1. Disefio y tipo de estudio

Se disefi6 un estudio observacional y transversal comparativo. Este estudio forma
parte del proyecto de investigacion titulado: Papel del Estrés Oxidativo y de la
Sensibilidad a la Insulina en sujetos con Sindrome Metabdlico, financiado por
PROMEP con el folio: PTC-342, No. de convenio 103.5/13/6823.

6.2 Ubicacién espacio-tiempo

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacion de Fisiopatologia
de Enfermedades Croénicas del Centro de Investigacion Biomédica de Oriente
(LIFEC-CIBIOR), en la Unidad Médico Familiar No. 2 (UMF2) de la ciudad de
Puebla, pertenecientes al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y en las
instalaciones de la Licenciatura de Nutricion Clinica de la Facultad de Medicina de

la BUAP, en el periodo comprendido de Septiembre de 2013 a Julio de 2014.

6.3 Marco muestral

En el estudio participaron sujetos derechohabientes, usuarios activos de la
UMF2 del IMSS de la Ciudad de Puebla, que cumplieron con los criterios de
seleccion para pertener al grupo SM y al grupo Control. EI muestreo fue no
probabilistico.

6.4 Tamaino de muestra

El tamafio de la muestra fue conveniente en temporalidad y en recursos

destinados para este proyecto.
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6.5 Criterios de seleccién para los sujetos de estudio

X/
L X4

6.5.1. CRITERIOS DE INCLUSION
Ambos géneros
Edad de 18 a 65 afios

Pacientes con SM (grupo-SM) que cumplan con el diagnostico operacional

Sujetos “sanos” que cumplan con el diagnéstico operacional para conformar el
grupo Control
Que acepten participar en el estudio

6.5.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Mujeres embarazadas o en lactancia

Sujetos que al ser analizada la historia clinica presentaron los siguientes
criterio de exclusién: Enfermedades Pro-inflamatorias cronicas (artritis, rinitis,
traumatismos); Enfermedades endocrinas (hipertiroidismo, hipotiroidismo) y
Enfermedades Crdnicas (excepto hipertension e hiperlipidemia).

Ingerir suplementos vitaminicos y minerales, o algun tipo de medicamento.

6.5.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

Sujetos de estudio que una vez firmado el consentimiento informado no

concluyan la historia clinica o la toma de muestras.
Sujetos que una vez realizado el analisis bioquimico, no cumplan con el

diagnéstico operacional de sujetos sanos o de paciente con SM

6.6 Diagndstico operacional de los grupos de estudio

En el Cuadro 3 se muestran los criterios utilizados para el diagnéstico operacional

de

SM. Los criterios utilizados para conformar el grupo Control sujetos sin

enfermedad fisica aparente que no cumplan con ningun criterio diagnostico

operacional para paciente con SM
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Cuadro 3. Diagnaostico operacional grupo SM

Para que un sujeto sea diagnosticado con SM,
debera presentar tres o més de los siguientes

criterios:
Variable Valor de Referencia
CcC M=85cm, H=90cm
TAG = 150 mg/dL
HDL-C M <50 mg/dL, H< 40 mg/dL
GA = 100 mg/dL

Presion Arterial = 130/85 mmHg

CC, circunferencia de cintura; TAG, triacilgliceroles; HDL-C, colesterol unido a lipoproteina de alta
densidad; GA, glucosa de ayuno. Valores de CC y GA ajustados a la poblacion mexicana (NOM-
037-SSA2-2012, NOM-030-SSA2-2009 y NOM-015-SSA2-2010, respectivamente); Criterios
utilizados para el diagnéstico de SM basado en el NCEP-ATP llI, (2002).

6.7 ESTRATEGIA DE TRABAJO.

El proyecto de investigacion se dividio en cuatro etapas de trabajo.

Etapa 1: Identificacion, invitacion, informacién y firma de
consentimiento informado.

a) La ldentificacion e invitacion de los sujetos se realizé mediante invitacion
en consulta externa y en pasillo, tanto pacientes como de los familiares que
acudieron a la UMF2.

b) Informacion y firma del consentimiento informado: A todos los candidatos
que acudieron a la cita, se les explic6 ampliamente en qué consiste el proyecto y
cudl es su participacion. Aquellos que aceptaron participar, leyeron y firmaron la
Carta de Consentimiento Informado (Anexo 1).

Etapa 2: Caracterizacion del estado clinico-antropométrico y bioquimico
de la poblacion de estudio.

a) Caracterizacion clinica-antropométrica de los sujetos candidatos de los
dos grupos. Se elaboré la historia clinica completa incluyendo toma de presién
arterial (Anexo 2) y la caracterizacibn antropométrica: peso corporal, estatura,

grasa corporal y célculo del IMC utilizando una balanza digital (Tanita Body
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Composition Analyzer, model TBF-215; Tanita Corp., Tokyo, Japan), asi como la
medicion de la circunferencia de cintura mediante el uso de cinta de fibra de vidrio
(marca SECA) y siguiendo la técnica: se ubico la cinta métrica rodeando la cintura
en posicion paralela al nivel del piso, en la interseccion del punto medio entre el
borde costal de la Ultima costilla y la cresta iliaca con la linea media axilar tanto del
lado derecho como del lado izquierdo, la medicion se registré al final de la
espiracion ( Gonzalez Chavez y col., 2011).

b) Toma de muestra: A la poblacion se le realizé6 toma de muestra de sangre
suficiente segun los procedimientos establecidos por los laboratorios del IMSS.

c) Caracterizacion bioquimica de los sujetos candidatos: A todos los sujetos
se les realiz6 pruebas de laboratorio que incluyen insulina de ayuno, glucosa
sérica de ayuno, prueba oral de tolerancia a la glucosa (POTG), TAG, colesterol
total (CT) y HDL-C, a través de técnicas rutinarias de laboratorio de la UMF2 del
IMSS. Ademas, se calculé la RI mediante el indice HOMA-RI utilizando la formula:
([GlcOh(mmol/L)] % [InsOh (pU/mL)])/22.517) (Baez-Duarte y col., 2010) y el
funcionamiento de la célula B mediante el indice HOMA-B utilizando la férmula:
([20 x InsOh)/[GlucOh (mmol/dL) - 3.5]) (Baez-Duarte y col., 2010).

d) Identificacién de sujetos con SM y sujetos controles entre los candidatos y
conformaciéon de los grupos de estudio, de acuerdo a los criterios previamente
establecidos.

Etapa 3: Determinacién de la actividad de GPx3.

Una vez colectadas todas las muestras se realizd la determinacion de la
concentracion (E9229Hu, Enzyme-linked Inmunosorbent Assay KitFor Glutathione
Peroxidase 3, plasma (GPx3), Usncn, China) y actividad (Glutathione Perixidase
Assay Kit, no. de catalogo: 703102, Cayman Chemical company., U.S.A) de GPx3,
en los sujetos, de acuerdo a las especificaciones del proveedor y utilizando el
equipo FilterMax™ F5 Multi-Mode Microplate Reader, 5008528 A., California,
U.S.A.
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Etapa 4: Andlisis estadistico y difusiéon de los resultados de
investigacion.

Se busco la relacion entre la actividad de GPx3 y RI con el estado clinico-
antropometrico y bioquimico, en los sujetos de ambos grupos de estudio, mediante
andlisis estadistico descriptivo, y comparativo de las variables, ademés de analisis
de correlacion. El andlisis estadistico se llevd a cabo con el programa V.07.1.21
NCSS (2007).
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Se realizd invitacibn para participar en el estudio a 250 sujetos
derechohabientes del IMSS, de los cuales ciento un sujetos aceptaron participaron
en el presente estudio de investigacion, de ellos es importante mencionar que 42
sujetos, después de haber sido caracterizados clinica, bioquimica vy
antropomeétricamente, presentaron uno o dos criterios de diagnostico de SM, por lo
que fueron eliminados del estudio. Finalmente, 59 sujetos cumplieron con los
criterios de seleccion, se formaron 2 grupos de estudio: 1) grupo Control (n=13),
sujetos que se encontraron en equilibrio metabdlico y sin sobrepeso u obesidad; y
2) grupo SM (n=46), sujetos diagnosticados con SM de acuerdo a los criterios
antes mencionados.

Del total de pacientes (n = 59) el 96.61% presentaron historia familiar de
DT2 vy el 33.89% de obesidad, no siendo diferente entre grupos (p > 0.05); ademas
los sujetos de estudio no se encontraban tomando medicamentos, ni suplementos
vitaminicos o de minerales.

En el estudio participaron 36 mujeres y 23 hombres, no habiendo diferencias
significativas entre grupos de estudio (p > 0.05), en cuanto a la participacién de
ambos géneros. Por otro lado, el grupo Control presenté una menor edad en
comparacion al grupo SM (31.30 + 10.07 vs. 41.77 + 11.63 afios, respectivamente;
p < 0.05); asi como valores de circunferencia de cintura menores a los del grupo
SM (77.4 £ 7.2 vs. 102.4 + 11.2 cm, respectivamente; p < 0.05).

En el cuadro 4 se muestran las variables bioquimicas y los valores de RI de
los sujetos de estudio. Los sujetos con SM presentaron valores mayores a los del
grupo Control de glucosa e insulina de ayuno, asi como un perfil lipido alterado. Es
importante mencionar que no todos los sujetos con SM presentaron obesidad
(4.35%) y que no todos presentaron RI (23.91%). En la figura 3 se muestra la
prevalencia de los criterios de diagnostico de SM y de Rl en la poblacién
estudiada.

De los pacientes del grupo SM que presentaron RI, el 97.14% presentaron
obesidad y el 80% presentaron alteraciones en las variables de TAG y HDL-C.
Ademas, el 74.28% presentaron niveles de glucosa en ayuno alterados y el

34.28% niveles de presion arterial de riesgo (>130/85 mmHg).
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Por otro lado, la actividad y concentraciéon de GPx3 fue diferente entre los
grupos de estudio, mostrando el grupo SM una menor actividad de la enzima, pero
mayor concentracion (Cuadro 5). De manera general la actividad de GPx3
correlacion6 significativamente con: glucosa de ayuno (rho = -0.24, p = 0.016),
TAG (rho = -0.42, p = 0.00) y RI (rho = -0.20, p = 0.047). Por su parte, la
concentracion de GPx3 correlaciond significativamente con: circunferencia de
cintura (rho = 0.29, p < 0.01) y con la presion arterial diastélica (rho = 0.26, p <
0.01).

La resistencia a la insulina correlacion6 significativamente con: la
circunferencia de cintura (rho = 0.52, p < 0.01), glucosa de ayuno (rho = 0.59, p <
0.01), insulina (rho = 0.97, p < 0.01), HOMA-B (rho = 0.50, p < 0.00), TAG (rho =
0.53, p < 0.01), presion arterial sistélica (rho = 0.39, p < 0.01) y GPx3 actividad
(rho =-0.20, p < 0.05).

Prevalencia de los criterios de diagndstico de SM y Rl en
el grupo con SM

| |
RI

PA
GA
HDL-C

TAG

CcC

0 20 40 60 80 100 120

CcC TAG HDL-C GA PA RI
| i Porcentaje % 95.65 78.26 76.08 71.73 36.95 76.08

Figura 3. Prevalencia de los criterios de diagndstico de SM y de RI en el grupo
SM.
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Cuadro 4. Variables bioquimicas y valores de Rl de los grupos de estudio.

Variable Grupo Control Grupo SM

n=13 n=46
GA (mgrdv) 2187.61+8.11 106.5 +£19.35 *
INS (mu/mi) a17.18+2.81 16.02 +10.29 *
RI a11.55+0.66 4.28 + 2.95 *
HOMA-B €1124.70 + 83.71 143.86 +14.25
TAG (mgrdL) ©196.53 + 27.94 220.52 +107.33 *

CHOL (mg/dv)

o

178.46 + 30.84

194.67 + 44.06

HDL-C (mgrdL) b 152.07 + 10.31 40.30 + 7.60 *
PA S (mmHg) 21100 + 8.16 116.48 +13.97 *
PA D (mmHg) b {5961+ 8.77 70.77 + 10.65 *

Los resultados fueron expresados como las medias + DE; 2p < 0.05, Mann-Whitney U; bp < 0.05, T-

Test de dos colas;

¢p < 0.05, Kruskal-Wallis.

GA=glucosa de ayuno,

Ins= insulina,

CHOL=colesterol, HDL-C=colesterol HDL, PA D=presion arterial diastélica, PA S= presion arterial,

RI= resistencia a la insulina.

Cuadro 5. Valores de Actividad y Concentracion de GPx3 en los grupos de

estudio.
Variable Grupo Control Grupo SM
n=13 n=46
GPx3 A a72.64 +11.83 67.17 £ 5.41 *
Gpx3C a144.39 + 20.51 62.50 + 25.73 *
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Los resultados fueron expresados como las medias + DE; #p < 0.05, Mann-Whitney U; GPx3 A=
GPx3 actividad, GPx3 C=GPx3 concentracion.
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8. DISCUSION
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En el presente estudio los sujetos del grupo con SM presentaron una edad
mayor estadisticamente significativa en comparacion al grupo Control, esto
concuerda con otros estudios (Gonzalez Chavez y col, 2008, Baez-Duarte y col.,
2010) y sugiere que el SM se manifiesta en la cuarta década de vida.

Por otro lado, los resultados obtenidos en la evaluacién antropométrica y
bioguimica, permiten apreciar que los pacientes con SM se encuentran en un
desequilibrio metabdlico, caracterizado por RI, niveles de glucosa de ayuno
alterados, asi como un perfil lipido que les confiere a los pacientes un mayor
riesgo cardiovascular en comparacién al grupo Control (Prabhakarana y col.,
2004).

Este estudio muestra por primera vez la relacién entre el SM y la actividad y
concentracion de la enzima antioxidante GPx3; es sobresaliente la correlacion que
se encontré entre esta enzima y al menos 3 componentes del SM: glucosa de
ayuno alterada, TAG, circunferencia de cintura y ademas con RI; a pesar de que
esta Ultima variable no forma parte de los criterios de diagndstico del SM
establecidos por el NCEP ATP-III, existen estudios que proponen a la Rl como
responsable de su desarrollo (Gonzalez-Chévez y col., 2006).

Con respecto a la Actividad de GPx3 hubo diferencia estadisticamente
significativa entre grupos, encontrandose en el grupo con SM una actividad
disminuida con respecto al grupo Control. Esto se relaciona con diversos estudios
en los que la actividad de la enzima también se encuentra disminuida en otras
alteraciones metabdlicas relacionadas con el SM y sus complicaciones como son
la obesidad (Lee y col., 2008, Kobayashi y col., 2009), RI (Lee y col., 2008), ECV
(Chung y col., 200), DT2 (Chung y col., 2008) y enfermedades de arteria coronaria
(Voetsch y col., 2007). Ademas de lo anterior, es importante mencionar que se ha
reportado que en adipocitos tratados con un inhibidor especifico de la actividad de
GPx, se produjo RI (Kobayashi y col., 2009), esto podria explicar la presencia de
RI en los sujetos del grupo SM que presentaron una disminucion en la actividad de
GPx3.

Existe evidencia cientifica que propone a la enzima antioxidante GPx3 como

un factor protector contra la oxidacion producida por las altas concentraciones de
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glucosa en sangre (Lee y col., 2008). En el presente estudio, la concentracion de
GPx3 se encontr6 aumentada de manera significativa en el grupo SM, con
respecto al grupo control; estos resultados concuerdan con lo reportado por Baez-
Duarte y col., en donde se encontré que sujetos con obesidad (2012) y con SM
(2013) presentaron concentraciones mayores de GPx3 en comparacion con
sujetos sanos.

Es importante resaltar que la actividad de GPx3 se encuentra disminuida en
el grupo con SM, a pesar de tener mayores concentraciones de esta enzima.
Estos resultados sugieren que al haber una disminucién en la actividad de GPx3,
el organismo responde a este desequilibrio aumentando la sintesis de esta enzima
para tratar de compensar la disminucién en su actividad.

Existe un estudio realizado in vitro (Chung y col., 2009) en el que se reportd
que en células de musculo esquelético incubadas en condiciones de una
produccién continua de H202 a partir de glucosa como sustrato de la enzima
glucosa oxidasa, hubo una inhibicion de la via de accién de la insulina, asi como
un aumento en la concentracion de los ERO intracelulares y activacion de las vias
de estrés como JNK, p38 y Erk1/2 (las cuales pueden fosforilar al receptor de la
insulina en sitios serina/treonina y alterar la accion de la insulina). En este mismo
estudio, los autores reportaron que una sobreexpresion de GPx3 a pesar de las
condiciones de EO inhibe la actividad de JNK, p38, Erk1/2 y restituye la accion de
la insulina.

Por otro lado, Lee y col., (2008) reportaron que la sobreexpresion de GPx3
en tejido adiposo mejora los niveles de glucosa, Rl y atenua la expresion de genes
de inflamacion. Ellos determinaron que el uso de la rosiglitazona (tiazolidinediona,
medicamento para el tratamiento de DT2) aumenta la expresién de GPx3 en tejido
adiposo de ratones obesos y diabéticos.

La disminucion en la actividad de GPx3 puede deberse a la disminucion en la
concentracion de GSH, ya que existen estudios (Livingstone y col., 2007) que
mencionan que en presencia de EO, en donde hay una concentracion elevada de
radicales libres, el GSH es altamente utilizado y se acumula como GSSG con lo

cual disminuye su biodisponibilidad. Existen estudios, que reportan que al
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regenerar el GSH a partir del GSSG, la actividad de GPx3 se ve aumentada
(Livingstone y col., 2007), esto sustenta lo antes mencionado.

Por otro lado, existe un estudio (Kobayashi y col., 2009) en el que se trataron
adipocitos 3T3-L1 con H202 y con acidos grasos libres de manera independiente,
debido a que son sustancias que se encuentran circulando en altas cocentracion
en el orgnismo de sujetos con obesidad. Se observo que la actividad de GPx
disminuia con cualquiera de estos tres tratamientos y por otro lado, aumentaba la
concentracion de GSH que no podia ser utilizado por esta enzima. Estas
condiciones se sugiere pueden explicar el porque los sujetos con SM presentaron
una menor actividad de GPx3 a pesar de tener una mayor concentracion.

Resultados similares fueron encontrados por Amezcua (2009) al evaluar otra
enzima antioxidante, la SOD en pacientes con SM, en este estudio encontraron la
actividad de SOD disminuida y su expresion aumentada, en comparacion con

sujetos metabdlicamente sanos.
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La RI, actividad y concentracion de GPx3 correlacionaron con diferentes
componentes del SM, y se muestra por primera vez que los sujetos con SM
presentan una menor actividad de GPx3 a pesar de poseer una mayor
concentracion en comparacion con sujetos metabodlicamente sanos. Estos
resultados nos sugieren, que el incremento en la concentracion de GPx3, podria

relacionarse con su papel de proteccion contra el dafio asociado al EO reportado
en pacientes con SM.
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10. PERSPECTIVAS
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1. Incrementar el tamafo de la muestra estudiada, para establecer un mayor
namero de sujetos en cada grupo estudiado.

2. Realizar la medicion de otros componentes que participan en la reaccion de
catalizacion de GPx3, como son: actividad de glutation reductasa,
concentracion de GSH y de GSSG, concentracion de selenio, esto para
relacionar con la concentracién y/o actividad de GPx3.

3. Descartar otros mecanismos que expliquen la actividad de GPx3 disminuida
en los pacientes con SM, como puede ser una alteracion en su estructura

ocasionada por la oxidacion.
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12. ANEXOS
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ANEXO 1. FORMATO DE LA CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
LA PARTICIPACION EN PROYECTOS DE INVESTIGACION CLINICA PARA
ADULTO.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE ORIENTE
LABORATORIO DE FISIOPATOLOGIA DE ENFERMEDADES CRONICAS

Nombre: Clave:

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROYECTOS DE INVESTIGACION CLINICA.
Lugar y fecha

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado
“Papel del Estrés Oxidativo y de la Sensibilidad a la Insulina en sujetos con
Sindrome Metabélico”. Registrado ante el Comité local de Investigacion con el

ndmero . El objetivo de este estudio es “Determinar el

papel del estrés oxidativo y de la sensibilidad a la insulina en el SM”.
Se me ha explicado que mi participacion implicara el responder a una entrevista para
establecer factores de riesgo para desarrollar SM y que, de aceptar continuar en el
estudio, seré sometido a mediciones antropométricas, asi como a la toma de muestra
sanguinea para la identificacion de alteraciones metabdlicas. Declaro que se me ha
informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios
derivados de mi participacién en el estudio, que son los siguientes: el tiempo necesario
para ser sometido a las mediciones antropométricas y para la toma de muestras

bioldgicas.

El investigador principal se ha comprometido a darme informacion oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi
tratamiento, asi como a responder cualquier otro asunto relacionado con la investigacion o

con mi tratamiento.
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Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo del Instituto. El
investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificard en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados
con mi privacidad serdn manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque ésta

pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del investigador

Testigo Testigo
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ANEXO 2. HISTORIA CLINICA

[ N Folio: PA
@ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE ORIENTE

LABORATORIO DE FISIOPATOLOGIA DE ENFERMEDADES CRONICAS

Encuesta de Caracterizacion Clinica

Encuestador: Fecha:

1. DATOS GENERALES

Nombre:

No. afiliacion: UMF: Consultorio/turno:
Género: (M) (F) Edad: ___ Fechade nacimiento: _ Estado Civil:
Domicilio:

Tel: Cel:

Il. ANTECEDENTES HEREDO-FAMILIARES

Antecedente DM2 Hipertension IAM EVC Obesidad

Padre

Madre

Hijo (s)

Hermano (s)

Tio (s)

Abuelo (s)

Observaciones:

I11. ESTILO DE VIDA

Escolaridad: Ocupacion: Tipo de actividad laboral:
Tiempo parado o caminando: Tiempo sentado (tv, PC, videojuegos, etc.):
Practica deporte: Si (), No( )¢Cu Hrs/Dia: Hrs/Sem:
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Tabaquismo: Si ( ) No ( ); Pasado ( ), Actual ( ); Pasivo ( ), Activo ( ) No. de cig/dia:
Alcoholismo: Pasado ( ), Actual ( ) Bebida: Cantidad: Frecuencia

Vitaminas o suplementos alimenticios: Si ( ), No ( ) ¢cudl?

Marca: Dosis: Tiempo de consumo

IV. ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS

Menarca (edad en afios): Dismenorrea () Tx:

Gestas: Partos: Abortos: __ Productos < 2.5 kg
Productos 2 4 Kg Fecha de altima regla:

Amenorrea: Menopausia: Fisiologica __ Quirurgica Edad
Dx de ovarios poliquisticos: Si ( ) No ( ), Edad de Dx: TX:
Sustitucion hormonal Si ( ) No ( ) Especificar: Dosis:

Acantosis () Hirsutismo ( ) Acné () Tx:

Antecedentes de diabetes gestacional Si ( ) No ( ) Tx:
V. ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

Patologia HAS 1AM EVC Obesidad

Edad al Dx

Anos de

evolucion

TX
Farmacoldgico
Marca/dosis

Presion arterial (mmHg): Sistdlica: Diastdlica: Fr Cardiaca:

Observaciones:

VI. FARMACOTERAPIA DEL PACIENTE CON SM
Tiempo de Dx (afios) Edad al Dx Deteccidn: Cuadro clinico () GA ()
POTG (); Tipo de Tx: Dietético ( ) Farmacologico ( ) Combinado ( )

Tx farmacoldgico (farmaco, dosis y tiempo de medicacion):
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Tx anti-inflamatorio o antioxidante: Si ( ) No ( ) (farmaco, dosis y tiempo de medicacion):

Suplemento alimenticio Si ( ) No ( ) Especificar marca, tipo, dosis y tiempo de consumo:

Otros:

VIl. PERCEPCION CORPORAL
De la siguiente imagen, sefiale cual figura corresponde a su imagen corporal actual, segin

sea su género.

Género Femenino.

Figura elegida:
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Género Masculino.

Figura elegida:

VIIl. CONDICION DE SALUD

Recuerda a qué edad inicio6 con el sobrepeso: y a que edad inicio

con obesidad:

De nifio curso en algiin momento con sobrepeso o/y obesidad:

Ha sido intervenido quirdrgicamente en alguna ocasion , donde y

porqué

Sufre de alguna enfermedad crénica:

En este momento presenta alguna enfermedad o infeccidn aguda:

Se encuentra tomando algun tipo de medicamento, suplemento vitaminico, remedio casero

0 medicamento homeopaético:
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