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Resumen

El hierro se encuentra en la dieta en dos formas principalmente, como hierro heminico (Fe-Hem)
y como hierro no heminico (Fe-no Hem), de los cuales el Fe-hem se acumula en mayor cantidad
y por un tiempo prolongado en el cuerpo humano. Esta acumulacién se ha relacionado con
enfermedades cronicas como la diabetes mellitus tipo 2, por lo cual nos propusimos estudiar
factores que permitirian predecir de manera temprana dafios producto de la acumulacion de
hierro en el cuerpo, en sujetos con predisposicion genética.

Obijetivo: Determinar indicadores de estrés oxidativo en hijos de pacientes con diabetes mellitus
tipo 2, discutiendo la relacion entre estos parametros con los niveles de depoésito de hierro
corporal y parametros bioguimicos y la presentacién de esta enfermedad.

Materiales y Métodos: Participaron 70 hijos de sujetos diabéticos y 51 hijos de sujetos
aparentemente sanos a modo de control, de edades entre 20 a 45 afios. Se les realizaron
mediciones antropométricas completas y de presion arterial sistdlica y diastélica. Ademas, se
midieron niveles séricos de vitamina E, peroxidacion de lipidos en el suero, actividad de enzimas
hem-oxigenasa, SOD y GSH, junto a otros parametros bioquimicos de interés, y el estatus de
hierro corporal, junto al analisis de proteina C-reactiva para descartar procesos de inflamacién
concomitantes que pudiesen interferir con este parametro.

Resultados: Los siguientes parametros se encontraron significativamente aumentados en hijos
de diabéticos: Peso, circunferencia de cintura e indice de masa corporal; Insulinemia basal,
GOT, GPT, colesterol total, LDL y triglicéridos; Hierro corporal total, actividad de hem-
oxigenasa y SOD. Ademas, disminuyeron significativamente en hijos de diabéticos los niveles
de receptor para transferrina y GSH. Es importante mencionar que todos estos valores se
encontraban dentro de rangos fisiolégicos y que ningun individuo presentaba signos de
enfermedad.

Conclusiones: Los hijos de diabéticos presentaron mayores niveles de hierro corporal y de
estrés oxidativo, lo cual sugiere que estos sujetos presentarian una mayor predisposicion a tener
estos pardmetros alterados tempranamente, lo cual podria constituir un factor de riesgo en caso
de presentar a futuro alguna enfermedad cronica, como la diabetes mellitus tipo 2 o una

patologia cardiovascular, o hasta influir en la aparicion y desarrollo de estas enfermedades.



Summary

Iron is found in the diet primarily in two forms, as Heme iron (Heme-Fe) and as Non-Heme iron
(non-Heme Fe). Heme-Fe accumulates in greater quantity and for a long time in the human
body. The Heme-Fe accumulation has been linked to chronic diseases such as diabetes mellitus
type 2, so the aim of this research was to study factors that would predict early damages
resulting from the accumulation os iron in the body, in subjects with genetic predisposition.
Objective: To determine indicators of oxidative stress in offspring of type 2 diabetes mellitus
patients, discussing the relation between these parameters with factors such as levels of body
iron stores and biochemical parameters, and the presentation of the disease.

Materials and Methods: Seventy offspring of diabetic patients and 51 offspring of apparently
healthy subjects as a control group, aged between 20 and 45 years old were used. Complete
anthropometric measures were performed and the systolic and diastolic blood pressure was
measured. Also, serum levels of vitamin E, lipid peroxidation in the serum, activity of enzymes
heme-oxygenase, SOD and GSH along with other biochemical parameters of interest were
determined along with the body iron status and C-reactive protein to rule concomitant
inflammatory processes that could interfere with this parameter.

Results: The following parameters were significantly increased in diabetic offspring: weight,
waist circumference and body mass index; fasting insuline, GOT, GPT, total cholesterol, LDL
and triglycerides; total body iron, heme-oxygenase activity and SOD. In addition, diabetic
offspring had significantly decreased transferrin receptor and GSH levels. It is noteworthy that
all these values were within physiological ranges and non-offspring (diabetics or controls)
showed signs of disease.

Conclusion: The diabetic children had higher levels of total body iron and oxidative stress,
suggesting that these subjects would present a greater predisposition to have these parameters
altered early in life, which could constitute a risk factor if they have a chronic disease in the
future, such as type 2 diabetes mellitus or cardiovascular disease, or even to influence the onset

or development of these diseases.



INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad crénica de gran relevancia en el mundo
entero, que se ha relacionado, entre otros factores, con el aumento de los niveles de hierro

corporal, y con el dafio producido por el estrés oxidativo.

Cuando la actividad oxidante del cuerpo predomina por sobre la actividad antioxidante,
se provoca un dafio cuantificable a través de la medicién de ciertos pardmetros, como la
peroxidacién de lipidos. Por otro lado, este dafio puede ser contrarrestado en cierta medida por
antioxidantes como la vitamina E, por lo que la medicion de estos antioxidantes también

ayudaria a estimar el posible dafio causado por estas alteraciones.

Existen antecedentes que indican que cuando el hierro corporal estd en exceso se
relaciona con la presentacion de diabetes y que, ademas, se estimula la actividad oxidativa en el
organismo, relaciondndose estrechamente esta actividad con la presencia de la enfermedad.
Durante el desarrollo de diabetes mellitus en el organismo, la presencia de dafio oxidativo se
hace evidente, por lo que investigar y medir variables de estrés oxidativo, asi como niveles
corporales de hierro en individuos que presenten esta patologia, seria de gran utilidad para

ayudar a esclarecer los mecanismos y fundamentos de esta asociacion.

El presente estudio pretende ayudar a aclarar las relaciones entre diabetes mellitus tipo 2,

depositos corporales de hierro y niveles de estrés oxidativo.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Se describe la diabetes mellitus como un desorden metabdlico de etiologias multiples,
caracterizado por hiperglicemia crénica con alteracion en el metabolismo de carbohidratos,
acidos grasos y proteinas, como resultado de alteraciones en la secrecion de insulina, accion de
la insulina 0 ambos. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es la forma més comun de diabetes, y se
caracteriza por una anormalidad en la accién y en la secrecién de la insulina, pudiendo
predominar cualquiera de estos dos factores (American diabetes association & WHO, 1998), y es
una enfermedad que afecta a sus 6rganos blanco debido al aumento crénico de los niveles de

glucosa (Evans et al, 2003).

Se ha relacionado esta patologia con la presencia de dafio por estrés oxidativo, el cual es
resultado del aumento de Especies Reactivas al Oxigeno (ROS) y Especies Reactivas al
Nitrogeno (RNS) en el organismo (Evans et al, 2003). Ademas, se describe que la formacion de
ROS seria consecuencia directa de la hiperglicemia (Brownlee, 2001); sin embargo, este

aumento se evidenciaria antes de la presentacion de la hiperglicemia (Rosen et al, 2001).

Los dafos causados por ROS son tanto directos sobre lipidos, DNA y proteinas, como
indirectos, ya que actian también como sefiales moleculares que activan vias que alteran la
funcidn celular, y que podrian ser responsables de complicaciones tardias en la diabetes, ademas
de tener relacion con la resistencia a la insulina y los niveles bajos de secrecion de ella (Evans et
al, 2003).

La DM2 es una enfermedad multifactorial, donde altos niveles de depésitos corporales
de hierro participarian en la generacion de estrés oxidativo; postulandose ademas, que
contribuiria inicialmente en la resistencia a la insulina e incluso posteriormente a la disminucién
de la secrecion de insulina (Jiang et al, 2004). El hierro es un micronutriente esencial para
muchos procesos fisioldgicos y su metabolismo es mantenido por diversos mecanismos,
regulado por la absorcidn intestinal, transporte, utilizacion, almacenamiento y salida desde la
célula (Wallander et al, 2006). Sobre este punto, es posible mencionar estudios que han sugerido

que una disminucién en los depdsitos de hierro puede incrementar sustancialmente la absorcion
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de este nutriente, ya que al medir su absorcion mediante técnicas radiactivas de marcacion, se
encontr6 que ésta era inversamente proporcional al nivel de ferritina sérica, molécula usada

como indicador del nivel de hierro en el organismo (Rajpathak et al, 2008).

Es importante que el hierro sea transportado y almacenado, cumpliendo la ferritina este
papel como proteina de almacenaje o bien quelado a otras proteinas de bajo peso molecular, pues
el hierro libre puede participar como cofactor en procesos de dxido reduccidn, dada su capacidad
de existir en 2 formas i6nicas: ferrosa (Fe*?) y férrica (Fe**). La transferrina es una proteina que
capta al hierro absorbido y lo transporta hacia los diferentes tejidos, por lo que el hierro
circulante se puede encontrar de 2 formas: como hierro ligado a transferrina y como hierro no
ligado a transferrina, aunque este Gltimo sélo aparece cuando hay una saturacion total de la
transferrina circulante (Rajpathak et al, 2008). Este hierro libre, redox activo, causaria efectos
nocivos en el organismo, y entre ellos, uno de los mas dafiinos para la célula es la
lipoperoxidacion, que corresponde a una reaccion oxidativa en cadena de &cidos grasos
poliinsaturados presentes en la membrana celular, llevando a su disfuncion y finalmente a
muerte celular (McCord, 2004).

Los radicales libres, moléculas que forman parte de los ROS, pueden ser contrarrestados
por moléculas antioxidantes, como las vitaminas E y C. Asi, la proteccién ante la
lipoperoxidacion es altamente dependiente del contenido de vitamina E, considerada un
antioxidante liposoluble de primera importancia, que juega un rol principal y crucial en mantener
la integridad de la membrana celular y protegiendo tejidos biol6gicos criticos contra el dafio
oxidativo, como es el caso de los revestimientos epiteliales (Mezzetti et al, 1995). Existe mucha
informacién que demuestra efectos positivos de la suplementacién con vitamina E, que incluye
el mejoramiento de la actividad del sistema inmune al disminuir la produccion de H,O, por parte
de los linfocitos, y el aumento de la proliferacion de linfocitos T totales y de inductores de T-
helper (Lee y Wan, 2000). Ademés, se ha relacionado la deficiencia de vitamina E con
morfologias anormales en la membrana eritrocitaria, debido al estrés oxidativo al que se han
sometido, asi como a otras patologias neuroldgicas cuando esta deficiencia es de largo plazo
(Clarke, 2008). Por otra parte, en otros estudios se ha observado que, contrario a lo que
comunmente se tiende a pensar y a lo mostrado en estudios de mayor antigliedad, la

susceptibilidad a oxidacion de las LDL es mayor en individuos suplementados s6lo con alfa-

3



tocoferol, pero presentan mayor resistencia a este efecto cuando son suplementados con
Ubiquinol-10 (CoQsoH>), el cual es la forma reducida de la coenzima Q, que actGa como co-
antioxidante para alfa-tocoferol (Clarke, 2008). Ademas, los resultados de un estudio
demostraron que la suplementacion sélo con vitamina E no disminuia la concentracion aortica de
hidroperdxidos lipidicos (Terasawa et al, 2000). Esto se explicaria, al menos en parte, porque al
existir bajos niveles de estos antioxidantes, el radical tocoferilo puede actuar transfiriendo
electrones, en lugar de atraparlos, lo que favoreceria los procesos oxidativos, originando la
Peroxidacion Mediada por Tocoferol (TMP) (Clarke, 2008). Estos antecedentes contradictorios

generan una paradoja que cuestiona el rol de la vitamina E como suplemento antioxidante.

En estados de intolerancia a la glucosa, se ha observado que la actividad oxidativa
aumenta, y en ésto puede influir la acumulacion excesiva de hierro, que es un elemento pro-
oxidante, y que puede llevar a patologias en el higado, corazén, érganos endocrinos y sistema
musculo esquelético (Ford y Cogswell, 1999). Algunos estudios han relacionado altos niveles de
ferritina sérica con la presentacién de diabetes. Sin embargo, no queda claro si esta presentacion
se debe a altos niveles de hierro corporal (de lo cual la ferritina sérica es el principal indicador) o
a una elevada actividad inflamatoria propia de esta condicion (Ford y Cogswell, 1999). De todos
modos, en la literatura se reporta bastante informacion que relaciona el acumulo excesivo de
hierro corporal con la presentacion de diabetes tipo 2, presentando los individuos con diabetes
tipo 2 mayores niveles de ferritina sérica comparado con individuos control (Rajpathak et al,
2009). Incluso se recomienda considerar cuidadosamente la decision de suplementar con hierro a
mujeres embarazadas o al menos monitorear constantemente la glicemia de mujeres
suplementadas, debido al riesgo de que esto lleve a la presentacion de diabetes durante el
embarazo (Bo et al, 2009). Otros antecedentes indican que la sola ingesta de Fe heminico,
contenido en las carnes rojas, se asocia positivamente con el desarrollo de diabetes tipo 2 (Jiang
et al, 2004). También, la hemocromatosis hereditaria, enfermedad de origen genético donde la
regulacién en el metabolismo del hierro esté alterada, con un consecuente aumento en los niveles
de hierro en el organismo, ha sido relacionada con una incidencia del 25 a 60% de DM2 en los

individuos afectados con esta enfermedad (Rajpathak et al, 2009).

Por los antecedentes indicados, en este trabajo se pretende estudiar la relacion existente

entre distintos indicadores de estrés oxidativo y la presentacion de Diabetes Mellitus tipo 2.



HIPOTESIS

Hijos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 presentan niveles de lipoperoxidacion
aumentados y niveles de vitamina E disminuidos con respecto a hijos de sujetos no diabéticos.

OBJETIVO GENERAL

Analizar indicadores de estrés oxidativo en hijos de pacientes con diabetes mellitus tipo
2, discutiendo la relacién entre estos parametros, en conjunto con otros factores como los niveles

de depdésito de hierro corporal y pardmetros bioquimicos, y la presentacién de esta enfermedad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar los niveles de productos de la lipoperoxidacién en hijos de pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 y en sujetos controles.

2. Medir los niveles séricos de vitamina E en hijos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y

en sujetos controles.



MATERIALES Y METODOS

1.- Metodologia: Estudios de trios caso-progenitores: estudio de asociacion de base familiar
que consiste en la seleccidn de casos incidentes (en este caso, hijos de sujetos diabéticos tipo 2)
Yy Sus progenitores.

2.- Célculo del tamafio de la muestra a estudiar y criterios de seleccion: Este estudio forma
parte de una investigacion mayor acerca de predictores de diabetes, para la que, al calcular el
tamafio de la muestra de trios-progenitores, se utilizo el software MedCalc versién 9,2; de libre
acceso en la Web. Con un poder estadistico de 80% y un 90% de confianza, se obtuvo un
tamafio de muestra de 46 trios. Considerando una pérdida de 10%, la muestra éptima de
estudios fue calculada en 50 trios: es decir 50 trios caso-progenitores diabéticos y 50 trios caso-
progenitores sano. Es decir, se estudié un minimo de 300 individuos en total entre casos y
controles. El grupo trios caso-progenitores diabéticos fue obtenido de la Unidad de Diabetes del
Hospital San Juan de Dios (Santiago, Chile). Como el objetivo de esta memoria de titulo es el
estudio de indicadores de estrés oxidativo en hijos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y
establecer relaciones entre estos parametros, sélo estudiamos indicadores en los hijos de estos
trios, y dado que el software indica el minimo de muestras a estudiar, y se lograron obtener mas
que aquello, el tamafio muestral definitivo corresponde a 70 hijos de diabéticos y 51 hijos de
sujetos aparentemente sanos, por si hubiese sido necesario eliminar alguna muestra. La
diferencia entre hijos de diabéticos e hijos de sujetos aparentemente sanos, se debi6 a que fue

mas simple encontrar familias diabéticas.



A) Criterios de seleccion para los grupos de estudio:

Criterios intolerancia a la glucosa (IG) y diabetes 2 (American Diabetes Association (ADA),
1998).

IG: Glicemia en ayunas: > 100 mg/dl y <126 mg/dl; y Glicemia post sobrecarga
>140 mg/dl <200 mg/dI.
Diabetes: Glicemia en ayunas > 126 mg/dl (en al menos dos determinaciones diferentes);

Glicemia a las dos horas post carga de glucosa, en dosis de 200 mg/dl.

Criterios para Insulino Resistencia (IR):

Cuociente Glicemia/lnsulinemia en ayunas < de 4,5 en adultos (Legro et al, 1998).
Insulinemia a los 60 min post-carga de 75 gr de glucosa oral >100uUl/ml y las dos horas > de
60 uU/ml (en adultos).

HOMA (Homeostatic Model Assessment) permite una estimacion de la insulino resistencia de
acuerdo a la siguiente formula: [Insulina en ayunas (U/ml) x Glicemia en ayunas (mmol/l)]/
22,4. Valor normal: < 2,5 (Acosta et al, 2002).

indice de sensibilidad a la insulina (ISlcomposite): Se obtendra a partir de la siguiente formula:
10000/ [ (GA x IA) x (promedio glucosa PTGO x promedio insulina PTGO)] (Matsuda y
DeFronzo, 1999); 10000: Constante; GA: glucosa plasmatica en ayunas (mg/dl); IA:

insulina plasmatica en ayunas (uU/ml). Valor Normal > 5.0.

Criterios para Sindrome Metabolico:

Segun la American Heart Association (2005), una persona para ser considerada afectada por un
sindrome metabdlico, debe presentar: una glicemia en ayunas mayor a 110 mg/dl (o tratamiento
farmacoldgico para disminuir la hiperglicemia) y dos o mas de los siguientes parametros

alterados:

- Obesidad abdominal (perimetro de cintura): Hombres: > 102 cm; Mujeres: > 88 cm.
- Triglicéridos: Hombres/Mujeres: > 150 mg/dl 6 tratamiento farmacoldgico para los
triglicéridos

- Colesterol HDL: Hombres: < 40 mg/dl; Mujeres: < 50 mg/dl 6 tratamiento farmacolégico



- Presion arterial: Hombre/Mujeres: >130/ >85 mm Hg 6 tratamiento farmacoldgico para
la hipertensién arterial.

B) Criterios de inclusién:

Hombres y mujeres i) hijos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 o ii) hijos de sujetos no
diabéticos aparentemente sanos, todos ellos entre 20-45 afios. Los sujetos debian tener examen

fisico sin historia de sangramiento intestinal, hepatitis o trastornos del ciclo menstrual.

C) Criterios de exclusién:

Sujetos con anemia ferropriva diagnosticada, definida como concentraciones de hemoglobina <
120 g/dL en mujeres y < 130 g/dL en hombres, se excluyeron. Uso de medicamentos que
afecten el metabolismo de hierro y sujetos vegetarianos. Sujetos con manifestacion clinica
sugerente de procesos de inflamacion o infeccion. Se utiliz6 como criterio adicional proteina C
reactiva de alta sensibilidad. Esta se determiné a través de nefelometria, un test analitico basado
en la dispersion de la radiacion que atraviesa las particulas de la materia, en donde la luz se
dispersa de distintas maneras dependiendo de la concentracion y forma de las particulas (Array

Protein System); el limite superior para definir un caso positivo fue de 3 mg/dL.

A los sujetos en estudio que cumplieron con los criterios de inclusién, se les entreg6
informacién relacionada al proyecto y debieron firmar un consentimiento informado. Se les
realizé una encuesta que recogio informacion a) general de salud y b) antecedentes familiares de
enfermedades. Se les recolecté una muestra sanguinea de 20 ml, cuyo uso fue desglosado de la
siguiente manera: 3 mL para perfil hematoldgico, el que se evalud en un contador hematolégico
de Beckman; 7 mL para perfil bioquimico, para lo cual se usaron kit comerciales, midiendo
niveles de glucosa, perfil lipidico y perfil hepatico, y 10 mL para obtencién de linfocitos a
través de filtracion en gradiente de Ficoll (Sigma-aldrich), con la finalidad de obtener
informacién acerca de posibles infecciones por cryptosporidium o VIH, entre otras, que
pudiesen alterar parametros a medir. En cada muestra se determind: glucosa por método de
glucosa oxidasa e insulina por RIA (Siemens Medical Solutions Diagnostics Los Angeles CA.
USA) vy en los sujetos no diabéticos, glicemia e insulinemia post carga (Labtest Diagnostica,

Brasil), basado en la reaccion de la glucosa oxidasa.



2) Antropometria, composicion corporal y presion arterial

Se efectuaron mediciones antropométricas completas: peso, talla, circunferencia de cintura. La

composicion corporal se estudié a través de mediciones antropométricas (pliegues, indice de

masa corporal). Se realizaron mediciones de presion arterial sistolica y diastolica.

3) Mediciones Bioquimicas:

e Estrés Oxidativo

1)

2)

3)

Vitamina E: Para la determinacion de Vitamina E se utilizé un protocolo basado en el
descrito por Mezzeti et al (1995). Esta se llevo a cabo en 600 pl de plasma, al cual se le
agregaron 600 pl de etanol absoluto, y se procedié a agitar la mezcla. Luego, se agregaron
1200 pl de heptano y se procedio a agitar nuevamente, para luego centrifugar los tubos por
cinco minutos a 1500xg. Enseguida se tomaron 600 ul de sobrenadante, a los cuales se les
agreg6 120 pl de batofenantrolina al 0,147%. Posterior a ello se afiadieron 60 pl de FeCy; al
0,04% y 60 pl de HsPO, al 6,23% y se llevaron 450 pl a una cubeta para proceder a

determinar vitamina E a 532 nm, en espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo UV-1601).

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS): Para determinar la lipoperoxidacion

en el suero, se utilizo6 el protocolo descrito por Hadi et al (2008). En breve, 500 pul de suero
se mezclaron con 1000 pl al 0,67% de acido 2-tiobarbiturico y 300 ul al 50% de écido
tricloroacético. Después de la incubacién por 30 minutos a 90° C, la mezcla se centrifugé a
2500xg durante 15 min. Luego, el sobrenadante fue removido y se midi6 en una cubeta a
532 nm, en espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo UV-1601). La curva de calibracién se

hizo usando un estandar de malondialdehido 60 pM.

Actividad de enzima hemo oxigenasa (HO): La actividad de esta enzima se midio en las

células mononucleares, para ello, 4 mL de sangre de los sujetos fue procesada con
Histopaque-1077® (Sigma-Aldrich) para aislar las células mononucleares (PMN). (4 mL de
Histopaque més 4 mL de sangre se centrifugaron por 30 minutos a 1500xg). Los PMN
obtenidos fueron lavados con 10 mL de buffer fosfato salino (PBS) 1X (8 g NaCl; 0,2 g
KCI; 1,44 g Na;HPQ4; 0,24 g KH,PO, cantidad suficiente para 1 L de H,O destilada) y
centrifugados por 10 minutos a 1500xg y el pellet fue resuspendido en 500 uLL de PBS 1Xy

centrifugado por 10 minutos a 1500xg. Luego, el precipitado fue resuspendido bajo



4)

5)

campana (SterilGARD VBM-600) en una placa ésteril con 1 mL de medio RPMI-1640
(Sigma-Aldrich) y 100pL de H,O, 900 pM e incubado por 18 hrs (toda la noche)
(Incubador CO, Shel lab). Posteriormente, el precipitado de PMN se centrifugé por 10
minutos a 1500xg y homogeneizé en 100uL de buffer de lisis no denaturante (KH,PO, 20
mM, KCI 135 mM; EDTA 0,10 mM; pH 7,4), se centrifugd por 20 minutos a 10000xg e
incubd por una hora a 37° C en oscuridad con la siguiente mezcla de reaccién: 100 pL de
muestra, 100 pL de Hemina 15 uM (Sigma-Aldrich), 100uL de biliverdina reductasa 100
pug/mL obtenida de los higados de rata, 600 pL de buffer de resuspension (KH,PO, 100
mM; pH 7,4). La reaccion se inici6 al agregar 100 L de NADPH 1mM (Sigma-Aldrich).
Posteriormente se extrajo la bilirrubina formada con 1 mL de cloroformo mediante
agitacion por una hora y centrifugacion por cinco minutos a 200xg. La concentracién de
bilirrubina se midi6 en espectrofotémetro (Shimadzu, modelo UV-1601) a 530 nm. La
actividad se expres6 como nmoles de bilirrubina formada por mg de proteina total/hora,

utilizando su coeficiente de extincion molar (e = 43,5 mM™ x cm™) (Tenhunen et al, 1970).

Actividad de enzimas super6xido dismutasa vy glutation peroxidada (SOD/GSH): La

actividad de la superoxido dismutasa fue determinada en eritrocitos utilizando un kit
comercial (Bioxytech SOD-525 Assay; OXIS International Inc, Portland, OR). La curva de
calibracion fue producida con SOD (EC 1:15.1.1) pura obtenida de higado de bovino
(Sigma, St Louis), y los resultados se expresaron como unidades de SOD/mg de
hemoglobina. La actividad GSH peroxidasa en eritrocitos fue determinada usando kit

comercial (Ransel, Randox Lab) y expresada como U de GSH/g Hb.

Estatus de Fe: Se evalu6 el Fe sérico mediante Espectofotometria de Absorcion Atémica
(AAS) con horno de grafito (Perkin Elmer, Simaa 6100), ademas se determind la
concentracion de hemoglobina y el volimen corpuscular medio (en contador electrénico de
células CELL_DYN 1700, ABBOTT Diagnostics), la capacidad total de fijacion del hierro
y el porcentaje de saturacion de la transferrina (método colorimétrico), la protoporfirina
eritrocitaria libre (ZP Hematofluorimetro, modelo 206D, AVIV Biomedical Inc.) y ferritina
sérica por enzimo-inmuno ensayo. Estos parametros permitieron calcular el hierro corporal

total.
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Con el objeto de detectar presencia de estado infeccioso reciente, el cual de presentarse
hubiese interferido con las determinaciones de Fe, se realizaron determinaciones de Proteina C
reactiva de alta sensibilidad (QuikRead CRP, Orion Diagnostica).

4) Anélisis estadistico

Para el anélisis estadistico se consideraron tres tipos de variables:
e Variable respuesta: nivel de estrés oxidativo.
o Variable explicativa: desarrollo de Diabetes Mellitus tipo 2, depésitos de hierro.
e Variables de control y/o variables interactuantes: relacionada con a) factores metabdlicos
(concentracion de Triglicéridos, colesterol, glicemia, insulinemia), b) metabolismo de Fe
(Hb, Fn, Fe total) y c) factores antropométricos (IMC).

Para la descripcion estadistica se utilizé:
- Promedios geométricos mas rango, para variables que no se distribuyen normalmente y
promedios * desviaciones estandar, para variables de distribucion normal.
- T student, para comparar valores entre hijos de diabéticos y grupo control.
- Analisis de asociacion y riesgo relativo con test de regresion multinomial o logistica para las
asociaciones.

Se considerd que existio diferencia significativa cuando p fue <0,05. Estos métodos fueron

evaluados usando el paquete estadistico STATA 8.0.
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RESULTADOS

1) Mediciones antropométricas

Para caracterizar a los hijos de los pacientes diabéticos y de los controles, se evalué la
composicién corporal de los individuos a través de distintas mediciones antropométricas: peso,
talla, circunferencia de cintura e IMC (Tabla 1). Todos estos parametros fueron mayores en los
hijos de los individuos diabéticos comparados con los hijos de controles, siendo el peso
(p<0.003), la circunferencia de cintura (p<0.007) y el indice de masa corporal (IMC) (p<0.000),

estadisticamente diferentes.

Tabla 1
Valores antropométricos en la poblacién de hijos de pacientes
diabéticos e hijos de sujetos controles.

Hijos de Controles Hijos de Diabéticos T-test

N 51 70

Edad (afios) 29,3 33,6

Peso (kg) 68.8 +12.6 76.6 £17.2 0.003
Talla (cms) 164.5 + 9.4 164.6 + 9.6 NS

Circunferencia cintura (cms) 84,8 (76,0 — 94,5) 94,6 (70,2 - 127,7) 0,007

IMC (kg/mt?) 253 +3.4 28.2+52 0.000

2) Pardmetros hematol6gicos

Para evaluar los parametros hematol6gicos, se determiné el recuento de eritrocitos, el
volumen corpuscular medio, la hemoglobina y el hematocrito (Tabla 2). Ninguno de estos
pardmetros mostré diferencia estadistica entre los grupos estudiados, lo cual muestra la

homogeneidad de los sujetos en estudio en cuanto a estos pardmetros.
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Tabla 2
Valores hematoldgicos en la poblacion de hijos de pacientes

diabéticos e hijos de sujetos controles.

Controles Diabéticos T-test
Eritrocitos (x 10°x mm?) 4,7+05 47+05 NS
Volumen corpuscular medio (fl) 86,9 +4,8 86,2 5,7 NS
Hematocrito (%0) 4131477 41,2+4,8 NS
Hemoglobina (g/dL) 143+17 143+17 NS

3) Mediciones bioquimicas

Con respecto a los pardmetros bioguimicos, los hijos de diabéticos mostraron valores
mayores en la insulinemia basal, las transaminasas (GOT, GPT), el colesterol total, colesterol
LDL vy triglicéridos. Todos ellos con diferencias significativas (Tabla 3).

Cabe destacar que tanto la glicemia basal como la glicemia postprandial fueron

estadisticamente iguales. Se encontr6 18 sujetos hijos de diabéticos con glicemias en ayuno

mayor de 110 mg/dL, lo que significa que presentaban glicemias alteradas en estas condiciones.
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Tabla 3

Parédmetros Biogquimicos en la poblacion de hijos de pacientes

diabéticos e hijos de sujetos controles.

Controles Diabéticos T-Test
Glicemia 0’ 89,9+11,0 89,7+ 14,9 NS
Glicemia 2 hrs 90,7+215 98,6 £ 37,0 NS
Insulinemia 0’ 4,3(2,3-7,8) 6,9 (2,8-17,1) 0,001
Insulinemia 2 hrs 22,5 (8,6 —58,7) 28,8 (9,6 — 86,5) NS
GOT (UI/L) 34,1 (17,9 - 64,8) 41,8 (25,3 -69,0) 0.026
GPT (UI/L) 32,8 (16,8 — 64,2) 47,4 (24,7 - 90,9) 0,002
Fosfatasa alcalina 1252+ 34,1 136,3 + 40,1 NS
BT 0,5(0,2-0,8) 0,5(0,2-0,9) NS
Creatinina 0,8(0,6-11) 0,8(0,5-1,3) NS
ColT 1716+ 314 190,8 + 43,8 0,004
HDL (mg/dL) 34,3+10,2 34,5+ 10,7 NS
LDL (mg/dL) 111,8+ 31,6 124,8 + 36,9 0,024
TG 1138 (67,6 —191,4) 1349 (81,6 -2231) 0,036
PCR 0,9 (0,2 — 4,4) 1,1(0,2-5,7) NS

Estos parametros a su vez permiten determinar cuantos individuos presentaron sindrome

metabolico. Segin lo descrito anteriormente, entre los individuos estudiados, solo 16

presentaban sindrome metabdlico.

14



3) Parametros de nutricion de hierro

La comparacion entre hijos de controles y diabéticos totales, mostré un valor mayor en
los hijos de diabéticos para los siguientes parametros: hierro sérico, porcentaje de saturacion,
ferritina sérica y de hierro corporal total (TBI), de los cuales s6lo la ferritina sérica y el TBI
tienen una diferencia significativa (p< 0,001 y p<0,002, respectivamente), mientras que los hijos
de controles mostraron mayores valores en la capacidad total de fijacion de hierro (TIBC) y
receptor para transferrina, con una diferencia significativa s6lo en este Gltimo pardmetro
(Tabla 4).

Tabla 4
Parametros de Nutricién de hierro en la poblacién de hijos de pacientes

diabéticos e hijos de sujetos controles

Controles Diabéticos T-test
Hierro sérico (mg/dL) 92,0+ 35,8 99,3 + 38,6 NS
TIBC (mg/dL) 357,8+67,4 353,4+70,9 NS
% de saturacion Tf 266+11,1 29,7+138 NS
Ferritina sérica (ug/L) 23,4 (8,9-61,9) 31,2 (11,5-84,8) NS
Receptor para transferrina (ug/ml) 41(2,2-179) 2,3(0.8-6,8) 0,001
TBI (mg/kg) 43(2,3-8,2) 6,9 (3,1-15/4) 0,002

4) Parametros de estrés oxidativo

Los hijos de diabéticos presentaron un mayor valor en sus niveles de enzima hem-
oxigenasa (HO) y superdxido dismutasa (SOD) (p<0,000 y p<0,002, respectivamente), siendo
ambas diferencias significativas. La enzima glutation peroxidada (GSH) estd mas elevada en el
grupo control (p<0,002), correspondiendo también a una diferencia significativa. El valor de

vitamina E fue igual en ambos grupos.
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Tabla 5
Parémetros de estrés oxidativo en la poblacion de hijos de pacientes
diabéticos e hijos de sujetos controles.

Controles Diabéticos
HO 2,3(0,7-17,5) 57(1,8-18,3)
TBARS 0,7(0,3-0,7) 0,9 (0,3-3,3)
Vitamina E 0,14 (0,03-0,7) 0,13 (0,02 - 0,8)
SOD 33+x04 3,9+£0,6
GSH 56,5+ 12,5 42,0+ 155

T-test
0,000
NS
NS
0,002

0,002

TBARS: Sustancias reactivas al 4cido tiobarbiturico

Segun los resultados de este estudio, podemos resumir las alteraciones presentadas por

los hijos de diabéticos en la tabla 6.
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Tabla 6
Parametros alterados en los hijos de pacientes con Diabetes Mellitus
tipo 2 con respecto a los hijos de sujetos controles.

Hijos de Diabéticos

Peso Aumentado

Circunferencia Cintura Aumentada
IMC Aumentado
Insulinemia Basal Aumentada
GOT Aumentada
GPT Aumentada
Colesterol Total Aumentada
Colesterol LDL Aumentadas
Triglicéridos Aumentados
Receptor para Transferrina Diminuido

Hierro Corporal Total (TBI) Aumentado
Act. Hem Oxigenasa Aumentada
SOD Aumentada
GSH Diminuida




DISCUSION

Valores antropométricos

Al analizar los valores antropométricos se observa que los valores de circunferencia de
cintura, peso e indice de masa corporal (IMC), son mayores en los individuos hijos de
diabéticos. La obesidad es un importante factor de riesgo para la DM2 (Rajpathak et al., 2009) y
se ha asociado a la vez con niveles elevados de Fe corporal, relaciondndose positivamente el
IMC con los niveles de ferritina sérica ajustada a la medicion de proteina C-reactiva, (Ford y
Cogswell, 1999). Los resultados del presente estudio dejan de manifiesto la existencia de
relacién entre los hijos de diabéticos e indicadores de obesidad manifestados de manera

temprana.

Parametros de nutricion de hierro

Este estudio muestra que los hijos de pacientes con DM2 presentan mayores niveles de
TBI y receptor para transferrina. A pesar de esto, podemos traducir estos resultados como una
presencia de mayor nivel de Fe total en estos individuos comparados con los controles. Se sabe
que esta patologia tiene un componente genético-hereditario, y estos resultados se condicen con
la relacion establecida en literatura entre niveles corporales de hierro y diabetes, en donde
estudios prospectivos han mostrado mayores niveles de ferritina sérica en individuos que a
futuro presentan diabetes, comparado con individuos controles (Jiang, 2004), aunque no se han
llevado a cabo estudios de causa-efecto al respecto. El Fe hem es absorbido con gran eficiencia
por el organismo, al no ser afectado por quelantes e inhibidores que si afectan al Fe no hem, y se
va acumulando en el tiempo de manera lineal (Schumann, 2001). Este resultado se condice con
otros descritos en anteriores investigaciones (Psyrogiannis, 2003) y apoya la tesis de que los

niveles de hierro podrian ser predictores de mayor probabilidad a presentar DM2 a futuro.

Hay que tener en cuenta que la ferritina sérica, a pesar de ser considerada como un buen
indicador del estatus de hierro corporal, no es especifica para este apartado, pues es también una
proteina de fase aguda de la inflamacion, por lo que puede estar aumentada ante la presencia de
cualquier proceso inflamatorio, por lo demé&s muy comunes en cualquier patologia. En este
estudio, qued6é de manifiesto a la prueba de proteina C-reactiva (PCR) que existen procesos

inflamatorios concomitantes, que podrian estar interfiriendo con la medicion de ferritina sérica 'y
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su interpretacion como indicador del estatus de hierro, por lo que debemos analizar este

pardmetro muy cuidadosamente y en conjunto a los demés datos.

La relacion entre altos niveles de Fe y DM2 se ha establecido con claridad en sujetos que
presentan hemocromatosis hereditaria, pero aun sin establecer relaciones causa-efecto en
individuos sanos, en donde faltan estudios de caracteristicas intervencionales para concluir una
teoria de esta indole. Sin embargo, aun cuando hacen falta estudios mas conclusivos, existe
abundante evidencia que apoya esta relacion. Ademas, se han relacionado muchas vias activadas
por los productos del estrés oxidativo, que a la vez colaboran en perpetuar el problema de la

hiperglicemia y de la insulino-resistencia (Evans, 2003).

Se debe mencionar que, a pesar de no ser los mas sensibles para el estudio de la

nutricion de hierro, estos parametros son los basicos para un estudio hematoldgico de este tipo.

Pardmetros de estrés oxidativo

Los niveles de GSH se encuentran disminuidos en individuos hijos de diabéticos, como
ocurre normalmente con los antioxidantes del organismo en situaciones de elevado estrés
oxidativo (Collier et al., 1990). La GSH es un antioxidante no enzimatico, que, al igual que
otros agentes antioxidantes, puede disminuir en cantidad en el organismo debido a la presencia
de diversos agentes oxidantes (Tewari et al., 2010). En este caso, se encontraron individuos con
un nivel elevado de hierro comparado con los controles, lo cual podria ser la causa de la
disminucién de los niveles de GSH en estos mismos sujetos, dado el aumento en los niveles de
ROS que se produce por la gran cantidad de Fe circulante. ROS y RNS dafian a las células y
deben ser contrarrestados por diversos mecanismos de proteccion antioxidante. Sin embargo, los
niveles de SOD se encuentran aumentados en los hijos de diabéticos respecto al grupo control, y
esto se debe a que esta enzima antioxidante es, hasta cierto punto, estimulada por agentes
oxidantes (L6pez et al., 2004). Ciertamente, esta enzima también puede disminuir en cantidad al
verse sobrepasada por un estimulo oxidante demasiado elevado, lo cual es indicado en otros
estudios que midieron esta variable en individuos diabéticos (Kornatowska et al., 1998; Collier
et al., 1990).

Otro de los parametros que ayudan a evaluar el nivel de estrés oxidativo en el

organismo, es la medicion de TBARS (siglas en inglés para “Thiobarbituric acid reactive
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species”), productos que se forman a causa de la peroxidacion de lipidos. Como se menciond
anteriormente, ROS y RNS, cuya presencia se exacerba a causa de la sobrecarga de hierro en el
organismo, tienen efectos deletéreos directos sobre componentes organicos tales como el DNA,
proteinas y lipidos. La lipoperoxidacion es uno de los efectos méas destructivos causados por el
hierro libre, ya que es una reaccién en cadena del grupo acilo de acidos grasos poliinsaturados en
membranas celulares, llevando a disfuncién y muerte celular (McCord, 2004). Al ser causada
por hierro libre redox-activo, es esperable se encuentre un valor para TBARS mayor en
individuos que presentan patologias que causan un incremento en el estrés oxidativo, como es el
caso de la diabetes (Hadi et al., 2009; Kornatowska et al., 1998). Contrario a lo que
esperabamos, en este estudio no se vio una diferencia significativa para TBARS entre hijos de
diabéticos e hijos de controles, lo cual podria deberse a que los hijos de diabéticos se encuentran
en una etapa previa, en donde encontramos algunos indicios de dafio oxidativo, pero no

extensivo a todos los parametros.

Otro resultado importante del presente estudio, es el aumento marcado en los niveles de
la enzima hemo oxigenasa (HO) en hijos de diabéticos, con respecto al grupo control. Esta
enzima participa en la regulacion intracelular de Fe mediante distintas acciones, siendo una de
ellas el aumento de la induccién de la HO en las células, al estar el organismo expuesto a
condiciones de estrés celular aumentado o concentraciones elevadas de hem (Boni et al., 1993).

Por lo tanto, estos resultados son consistentes con aquellas evidencias previamente conocidas.

Para efectos de esta investigacion, se utilizé el método de medicidn de vitamina E en la
sangre de Mezzetti (1995), descrito ya en los materiales y métodos. La concentracion de
vitamina E en plasma no presentd diferencias entre ambos grupos (p> 0,05), contrariamente a lo
esperado en un principio. Sin embargo, coincide con resultados de estudios con individuos
fumadores y no fumadores, en donde planteaban, como teoria para explicar aquello, que la
principal defensa frente a la actividad oxidativa seria la vitamina C, actuando de manera méas
répida, dando paso al actuar de la vitamina E s6lo cuando sus reservas se encuentran depletadas
(Mezzetti et al., 1995). Ademas, estudios en nifios con beta-talasemia, enfermedad en que el
estrés oxidativo se encuentra aumentado, han mostrado una mayor disminucion en el nivel de

vitamina C que en el de vitamina E en plasma de los individuos afectados, en donde la vitamina
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C se encuentra en aproximadamente 1/5 del nivel fisioldgico, mientras que la vitamina E se

encuentra bastante cerca del limite inferior (Dissayabutra et al., 2005).

Se encontraron valores elevados de HO y SOD, asi como disminuidos de GSH en hijos
de diabéticos, lo cual nos indicaria por tanto un incremento en la actividad oxidativa en ellos,
aun cuando no estan presentando signos clinicos de enfermedad, constituyendo un indicador
temprano de un funcionamiento deteriorado del organismo en este punto. Este tipo de evidencias
tempranas han sido ya presentadas en otros estudios, observandose que valores elevados de
ciertos indicadores relativos al aumento de hierro y estrés oxidativo, se ven aumentados antes de
presentarse signos clinicos de alguna patologia, presentandose como buenos predictores,

principalmente en el caso de la ferritina sérica (Fumeron et al., 2006).
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CONCLUSIONES

Hijos de diabéticos presentan mayores niveles de Fe corporal total, demostrado por sus
mayores niveles de hierro corporal total (TBI) y menores de receptor para transferrina.

Hijos de diabéticos presentan mayores niveles de estrés oxidativo, reflejado por mayores
valores de enzimas hemo oxigenasa (HO) y superdxido dismutasa (SOD) que presentan con
respecto al grupo control, asi como por los menores niveles de glutation peroxidada (GSH),

que actlia como antioxidante.
No se encontraron diferencias en los niveles de Vitamina E sérica entre ambos grupos.

Los resultados sugieren que los hijos de pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 presentarian
una mayor predisposicién a tener niveles mas elevados de hierro corporal, asi como también
de indicadores de estrés oxidativo con respecto a individuos control, lo cual podria
constituir un agravante de los dafios al organismo en caso que desarrollasen diabetes
mellitus tipo 2 u otra enfermedad cardiovascular, asi como un elemento que influya para

que alguna de estas patologia se desarrolle.
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