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5.- RESUMEN.

Objetivo: Describir y analizar la relacion entre Insulinorresistencia (IR) estimada a
través del indicador HOMA-IR y Parametros de Estrés Oxidativo en sujetos adultos
mayores con patologias cronicas controladas.

Método: E/ presente estudio es de tipo cuasi- experimental con disefio prospectivo
transversal. La muestra corresponde a 12 adultos mayores de ambos sexos, con
edades entre 63 y 82 arios, distribuidos en 2 grupos: Grupo Control (GC, n= 6) y
Grupo Insulinorresistente (GIR, n= 6) no diabéticos, con patologias cronicas
controladas, pertenecientes al Centro de Salud Concén, Chile. En ambos grupos se
evalu6 el perfil Glicémico (glicemia basal, insulinemia basal y HOMA-IR), para
determinar resistencia a la accion de la insulina y parametros REDOX: actividad
antioxidante enzimatica de Catalasa (CAT) y Superdxido Dismutasa (SOD);
Capacidad antioxidante total (TRAP) y Biomercadores de dafio oxidativo
Malondialdehido (MDA) y Carbonilo (CAR). Las mediciones se realizaron durante el
mes de diciembre del arfio 2018.

Resultados: E/ GIR demostré mayor actividad de CAT (p= 0,04) en comparacion al
GC. No hubo diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre los GIR y GC
en los Biomercadores de dario oxidativo: MDA (p=0,11) y CAR (p=0,74), Capacidad
Antioxidante Total (p= 0,06) y actividad enzimatica de SOD (p=0,52). No se encontré
asociacion entre HOMA- IR y las variables REDOX.

Conclusiones: La IR se asocia a un aumento de la actividad enzimatica antioxidante
de CAT en sujetos adultos mayores.

Palabras Claves: Insulinorresistencia; HOMA-IR; Estrés Oxidativo; Defensa
Antioxidante; Antioxidantes Enzimaticos.



6.- ABSTRACT.

Objective: To describe and analyze the relationship between Insulin Resistance (IR)
estimated through the HOMA-IR indicator and Oxidative Stress Parameters in elderly
subjects with chronic controlled pathologies.

Method: The present study is a quasi-experimental with transversal prospective
design. The sample corresponds to 12 older adults of both sexes, aged between 63
and 82 years, divided into 2 groups: Control Group (GC, n = 6) and Non-diabetic
Insulin-Resistant Group (GIR, n = 6), with chronic controlled diseases, belonging to
the Concon Health Community Center, Chile. In both groups the Glycemic profile
(basal glycemia, basal insulinaemia and HOMA-IR) was evaluated to determine
resistance to insulin action and REDOX parameters: enzymatic antioxidant activity of
Catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD); Total antioxidant capacity (TRAP)
and Biomarkers of oxidative damage Malondialdehyde (MDA) and Carbonyl (CAR).
The measurements were made during the month of December of the year 2018.

Results: The GIR showed greater CAT activity (p = 0.04) compared to the GC. There
were no statistically significant differences (p> 0.05) between the GIR and GC in the
Biomarkers of oxidative damage: MDA (p = 0.11) and CAR (p= 0.74), Total Antioxidant
Capacity (p = 0.06) and enzymatic activity of SOD (p= 0.52). No association was found
between HOMA-IR and REDOX variables.

Conclusions: IR is associated with an increase in the antioxidant enzymatic activity
of CAT in older adults.

Keywords: Insulin Resistance; HOMA-IR; Oxidative Stress; Antioxidant Defenses;
Enzymatic Antioxidants.



7.-INTRODUCCION.

La Insulinorresistencia (IR) es una alteracion comun y precoz en el desarrollo de
multiples patologias, tales como Obesidad, Sindrome Metabdlico (SM) y Diabetes
Mellitus tipo 2 (DMT2), todas ellas factores de riesgo fundamentales en patologia
cardiovascular, la cual es, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
primera causa de muerte en el mundo (OMS, 2017). La patologia que cursa con IR
gue ha sido mayormente estudiada, es la DMT2, cuya prevalencia ha aumentado de
manera casi exponencial los ultimos 50 afios a causa de la obesidad y del SM (Keane
y cols, 2015). La altisima prevalencia de DMT2 en la poblacion mundial, sugiere que
la IR podria comenzar incluso en etapas juveniles, mucho tiempo antes del
establecimiento de la DMT2 como tal y mantenerse hasta después del diagndstico de
ésta (cerca de los 50 afos), razones por cuales se hace fundamental conocer los
mecanismos, factores desencadenantes y los tipos de respuestas fisioldgicas ante la
IR (Lee y cols. 2001)

En términos epidemiolégicos, la DMT2 esta directamente asociada a reduccién en la
expectativa de vida, aumento del riesgo de complicaciones y de eventos mérbidos
relacionados con patologias crénicas, disminucion en la calidad de vida y aumento

en los costos de salud (OMS 2017).

En Chile, segun la Guia Clinica de Diabetes tipo 2, la prevalencia de ésta se
encuentra entre un 4,2% vy 7,5%, en donde un 85% de los sujetos con esta patologia
conoce su condicidn, lo cual contrasta con los estimados internacionales (MINSAL,

2003; Solis y cols, 2008). No obstante, la principal dificultad en Chile es la baja
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proporcion de pacientes en que se encuentra bien controlada la DMT2, es decir,
presentan niveles de glicemia basal (ayuno) dentro de los limites normales, siendo
éstos solo entre un 17,6% a 19,7% del total de diagnosticados con DMT2. Digno es
de mencionar que cuando la prevalencia de DMT2 en Chile, se analiza por grupos
etarios, se aprecia un incremento significativo después de los 44 afios de edad,
pasando de un 0,2% en los menores de 44 afios, a un 12,2% en el grupo entre 45y
64 anos y a un 15,8% en los sujetos mayores de 64 afos. En relacién a los sujetos
de mayor edad en Chile, el ano 2007 hubo 1503 muertes por DMT2, en donde el
89.3% de éstas, ocurrieron en personas mayores de 60 afios, razén por la cual la
poblacién adulta mayor se hace prioritaria en funcién de estos indicadores, segun lo
declarado en los Objetivos Sanitarios para la década 2011-2020 (MINSAL. 2010).
Dado que en los Objetivos Sanitarios para la Década 2011-2020 en Chile, se propuso
“ Incrementar la proporcion de personas con DMT2 controlada”, cualquier mejora en
la prevencion y/o tratamiento tanto de esta patologia, como de sus complicaciones
seria importante de desarrollar y, precisamente en base a esto, es que el presente
estudio se enmarca en esta directriz y tiene por objeto evidenciar cémo el Estrés
Oxidativo (EO) podria estar desempefiando un rol clave en el desarrollo de IR, la cual
es una de las alteraciones mas precoces en el desarrollo de la DMT2 (MINSAL,
2010).

La evidencia sugiere fuertemente que existe una relacién entre EO e IR y la
progresion de la DMT2. Sin embargo, aun no se encuentra claramente dilucidado,
por ejemplo, como el EO junto a un ambiente "glucolipotéxico" de los islotes
pancreaticos en sujetos con IR, incrementan la infiltracidén leucocitaria, la cual seria

responsable de la disfuncion de las células beta (Cp), y finalmente de su muerte

11



(Henriksen y cols., 2011). Evidencia reciente, sugiere que los mecanismos
relacionados con IR se encuentran también presentes en otras patologias como
obesidad y SM, incluyendo la alteracion en la via de sefalizacién del receptor de
insulina, inflamacidn cronica, Estrés de Reticulo (ER) y principalmente EO (Contreras
y cols., 2014).

Multiples estudios en modelos animales tanto in vivo como in vitro, indican que un
incremento en el EO podria directamente generar IR, sin embargo, estudios en
modelos humanos son escasos (Park y cols., 2009).

Es por todo lo anteriormente sefialado que el objetivo del presente estudio es
determinar el grado de asociacion entre la Insulinorresistencia y Estrés Oxidativo en
sujetos adultos mayores insulinorresistentes no diabéticos, comparandolos con
sujetos del mismo rango etario sin dicha alteracion.

Para ello, se estimara la capacidad de defensa antioxidante enzimatica, a través de
la cuantificacion de actividad de las enzimas Superdxido Dismutasa citosolica
(SOD-1) y Catalasa (CAT), la Capacidad Antioxidante Total, asi como también, se
evaluara el nivel de dano oxidativo a macromoléculas: Malondialdehido (MDA) para

lipoperoxidacién y Proteinas Carbonilo (PC) para oxidacion de proteinas.

12



8.- MARCO TEORICO.
8.1.- Epidemiologia de Diabetes Mellitus tipo 2 e Insulinorresistencia.

Las enfermedades no transmisibles (ENT) se caracterizan por ser de larga duracion
y lenta progresion, las cuales no presentan remision espontaneay que rara vez logran
su curacion total (MINSAL, 2010). Los cuatro tipos principales de ENT son;
cardiovasculares (ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares), cancer,
respiratorias cronicas (Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica y Asma) y DMT2,
teniendo esta ultima una poblacion mundial en aumento, de 108 millones de personas
en 1980 a 422 millones en 2014. Se estima que el afio 2012 la diabetes fue la causa
directa de 1.5 millones de muertes en el mundo, y que otros 2.2 millones eran
atribuibles a la hiperglicemia, lo anterior sumado al hecho que el envejecimiento
poblacional es considerado como un factor de riesgo predisponente para el desarrollo
de ENT, determina que la DMT2 sea uno de los mayores problemas de salud publica
a nivel mundial (Llibre y cols., 2015; Sapunar y cols., 2016).

La DMT2 es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglicemia, resultante
de defectos en la secrecidén de insulina, accién de la insulina o ambos, generando
consecuencias a nivel sistémico, tales como alteraciones microangiopaticas
(retinopatia, nefropatia y neuropatia) y macrovasculares (enfermedad isquémica del
corazon, accidente cerebrovascular y enfermedad vascular periférica), todas las
cuales presentan signos previos a su diagnostico. No obstante el diagndstico de
DMT2 en jévenes es un hecho cada vez mas frecuente, lo que seguramente
aumentara aun mas la carga de las complicaciones crénicas de esta enfermedad a

nivel global (Cefalu y cols., 2017).
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En Chile la prevalencia de DMT2 se estima entre 4,2% y 7,5% segun las
encuestas realizadas a nivel nacional los afios 2003 y 2006 (MINSAL, 2003; Solis y
cols., 2008). La Encuesta Nacional de Salud del afio 2003, evidencioé un incremento
importante en la prevalencia en pacientes sobre 45 anos: 12,2% para menores de 65
afos y 15,8% en sujetos de 65 afos o mas. El nivel socioecondmico también
demostré diferencias entre la poblacion chilena: mientras que en los estratos mas
bajos la prevalencia de DMT2 era de un 21,3%, fue de sdlo un 2,5% en los estratos
superiores. Sin embargo, no encontraron diferencias en la prevalencia de DMT2 por
sexo, lo que nos permite concluir que esta patologia es mas prevalente en la
poblacién mas vulnerable: la que presenta menores ingresos y de mayor edad, sin

distinguir por sexo (MINSAL, 2003).

La DMT2 con frecuencia no se diagnostica de manera precoz, sino que en
etapas mas tardias, en donde se manifiestan los sintomas clasicos de ella (Cefalu,
2017). Sin embargo, se puede encontrar niveles de glucosa alterados en ayunas
(GAA) y / o intolerancia a la glucosa oral (IGO) sin cumplir los criterios para el
diagnostico de DMT2, lo cual retrasa el inicio del tratamiento y genera mayor
probabilidad de complicaciones (Park y cols, 2009). Por lo anterior se hace
fundamental el estudio de la IR, fendmeno que forma parte de la fisiopatologia de la
DMT2 y que precede por anos a la aparicién de los signos tipicos de ésta y, por aun
mas tiempo al establecimiento de su diagndstico (Martin y cols., 1992). Este hecho
se ve refrendado en nuestro pais, dado que la normativa del MINSAL solo contempla

el estudio de la glicemia sin considerar los niveles de insulinemia, variable que
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permite conocer la existencia de Insulinorresistencia (Figura N°1).

riesgo.

Sin sintomas clasicos

En individuos 2 45 anos sin otros factores de
riesgo, solicitar glicemia en ayunas /3 anos.

Realizar examen a edades mas tempranas o mas
frecuentemente en personas con factores de

Sintomas clasicos de diabetes
(polidipsia, poliuria y baja de peso)

v

Glicemia a cualquier hora del dia

|

Glicemia en ayunas

|

;
I
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100-125 ma/dl

2126 mg/dl
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|—|

2 200 mg/dl

!
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!

Clasificacién del paciente segun glicemia:
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Normal <100 y
GAA 100-125 y
GO <126 y
GAAYIGO 100-125 y
Diabetes * 2126 o
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140195
140-19%5
2200

¥

¥

¥

Normal

Pre-diabetes:
s6l0 GAA 0 3610 1GO o
GAA +1G0D

¥

¥

Diabetes *

¥

Realizar nuevo tamizaje
con la periodicidad que
comresponda al nivel de
riesgo.

Estrategias para prevenir la diabetes y modificar
factores de riesgo CV.

Realizar nuevo tamizaje con la periedicidad que
corresponda al nivel de riesgo.

Iniciar tratamiento

Figura N°1: Algoritmo de diagnéstico para Diabetes Mellitus tipo 2 en Chile. (Reproducido de Guia
Clinica de Diabetes Mellitus tipo 2, MINSAL, 2010). El algoritmo solo contempla el estudio en base a
glicemia, no considerando los niveles de insulinemia, por lo que la determinacién de IR no es posible,
lo cual retrasa el comienzo del tratamiento.

8.2 Insulinorresistencia.

Ye (2013), define la IR como la captacién de glucosa inducida por insulina total o

parcialmente disminuida en tejidos insulinosensibles como resultado de la inhibicion

en la via de senalizacidon de la accion metabdlica de la insulina.

15



Desde décadas se conoce la convergencia en ciertos pacientes de DMT2,
Hipertension Arterial (HTA) y Enfermedad Cardiovascular (ECV). Reaven (1988),
acuia el término "Sindrome X" para describir a un grupo de factores de riesgo
cardiovascular que se presentaban de manera conjunta: HTA, hipertrigliceridemia,
disminucién de la concentracion plasmatica de Lipoproteina de alta Densidad (HDL)
e intolerancia a la glucosa. En la actualidad la evidencia indica que la IR es el mas
importante mecanismo que tienen en comun todas las alteraciones anteriormente
mencionadas, de hecho se utiliza el concepto de Sindrome de resistencia a la insulina
como agente subyacente de HTA, DMT2, ECV, dislipidemia, ateroesclerosis,
demencia y obesidad, jugando un rol central en la patogenia de todas estas
entidades (Lee, 2001).

Bajo un estado de IR, las CB del pancreas, secretan mayor cantidad de insulina para
compensar la resistencia de los tejidos a la accidn de ésta, y la hiperinsulinemia seria
por tanto, reflejo de IR (De Fronzo y cols., 1991). En base a lo anterior, la IR seria un
signo que precede por un largo periodo (afios) a la aparicién de DMT2, lapso durante
el cual los niveles de glicemia se mantienen en rango normal por la hiperinsulinemia
compensatoria. Estudios sugieren que la cuantificacion del nivel de IR en un paciente
con prediabetes, tiene capacidad predictiva en la aparicion de DMT2 en un plazo
relativamente lejano (Martin y cols., 1992).

Los mecanismos involucrados en la IR pueden se de tipo epigenéticos
multifactoriales, como: estilo de vida urbano, nivel de actividad fisica, adiposidad
abdominal y concentracién de adipokinas (Reaven, 2011; Kahn, 1994), pero también

pueden ser de tipo genéticos: expresidbn de enzimas antioxidantes, genes
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reguladores de actividad mitocondrial, entre otros (Dedoussis y cols, 2007).

En los estadios tempranos, la tolerancia a la glucosa se encuentra conservada por la
hiperinsulinemia compensatoria. Cerca de un 25% de los sujetos no diabéticos
presentan IR en niveles similares a sujetos con DMT2 (Reaven, 2011).
Posteriormente la IR aumenta aun mas la secrecién de insulina de manera
compensatoria, lo cual desencadena la intolerancia a la glucosa. Este aumento de la
glicemia, sumado a la hiperinsulinemia y al incremento de los acidos grasos libres,
generan una sobreproduccién de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)
aumentando el EO y activando vias de senalizacién de factores de estrés celular.
Esto puede generar inhibicion de la secrecion y accion de la insulina, lo cual

aceleraria la aparicion de DMT2 (Tangvarasittichai, 2015).

8.2.1.- Vias Senalizacién de Insulina.

La insulina realiza multiples acciones en diferentes tipos de tejido. De manera
convencional se describe su accion en dos grandes grupos, dependiendo
principalmente del tipo de fosforilacion del Sustrato receptor de Insulina (IRS),

proteina dependiente del receptor de dicha hormona. (Figura N°2):

a) Accion Metabdlica de la Insulina (Evans v cols., 2005).

Esta via de activacién es la predominante en condiciones fisiolégicas, puesto que
favorece el metabolismo de la glucosa, generando acciones anabdlicas preparatorias
para ayuno prolongado y el estrés.

En términos moleculares, una vez que la insulina se une a su receptor, este presenta

actividad Tirosina Kinasa y fosforila al Sustrato Receptor de Insulina (IRS) el cual, si
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se encuentra fosforilado en residuos de tirosina, inicia una via de sefializacién que
incrementa la actividad de la enzima Fosfoinositol-3 Kinasa (PI3K) la que cataliza la
reaccion del sustrato Fosfoinositol difosfato (PIP2) al producto Fosfoinositol trifosfato
(PIP3). Esta molécula a su vez, incrementa la actividad de la Proteina Kinasa AKT
(también conocida como PKB) de manera directa o indirectamente activando a la
enzima Kinasa dependiente de fosfatidilinositol (PDK-1) la que a su vez fosforila a
AKT incrementando de igual modo su actividad. PDK-1 ademas fosforila a la Proteina
Kinasa C (PKC), incrementando su actividad y junto con AKT, generan la traslocacion
de vesiculas que disponen el transportador de glucosa tipo 4 (GLUT- 4) a la
membrana plasmatica, generando como efecto final, la hipoglicemia por ingreso de
glucosa al citosol a través de dicho transportador.

Por otro lado, AKT también desencadena multiples efectos metabdlicos tales como:
la Inhibicién de la lipdlisis por fosforilacion del bloqueador de Fosfodiesterasa 3B.
(PDE-3B), el aumento de la sintesis de acidos grasos y glucégeno mediante la
inhibicion de Glucdgeno Sintasakinasa-3 (GSK-3), el incremento en la sintesis de
proteinas por estimulacion de la proteina blanco mamifero de rapamicina (mTOR) e
incluso, incremento de la reabsorcién de sodio por accion de la proteina kinasa sérica

regulada por Glucocorticoides (SGK).

b) Accidon Mitogénica de la Insulina (Ye, 2013):

Una vez que la insulina se une a su receptor y éste fosforila a IRS, quien se encuentra
esta vez, fosforilado en residuos de serina y/o treonina, se desencadena una cascada
de sefalizacion que genera un incremento en la proliferacion celular y una inhibicién

de la apoptosis. AKT inhibe a varias isoformas del factor transcripcional FoxO (1, 2y

18



3A), generando inhibicién de la autofagia y apoptosis celular. Ademas GSK-3
(activada por AKT) también inhibe de manera directa la apoptosis. Por otro lado, IRS
puede activar también, la via SOS - Ras, la cual a través de las Proteinas kinasas
activadas por mitégenos (MAPK), incrementa la expresion de genes de crecimiento
y proliferacion celular. Cabe destacar que, entre varios factores, las ERO generan
aumento de la actividad mitogénica de la insulina por activacién de proteinas kinasas

que fosforilan a IRS en residuos de serina o treonina.
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Figura N° 2: Via de sefalizacion de Insulina. (Reproducido de Guo, 2014). Una vez que la insulina se
une a su receptor, el cual es de tipo Tirosina-Kinasa, se desencadena una cascada de sefializacion
intracelular, la cual se puede dividir en dos tipos: la accién metabdlica y la accion mitogénica. La accion
que debe predominar en condiciones fisioldgicas, es la de tipo metabdlica, la que conduce a la
traslocacién de transportadores GLUT- 4 con el fin de permitir el ingreso de la glucosa a la célula,
ademas de la reabsorcién de sodio y la sintesis de glucégeno, proteinas y acidos grasos. La via
mitogénica, en cambio, normalmente se encuentra menos activada y conduce a un incremento en la
mitosis y a la inhibicion de la apoptosis.

8.2.2.- Mecanismos moleculares de Insulinorresistencia.

Las acciones derivadas de la sefializacién de insulina (metabdlicas o mitogénicas)
dependen de principalmente de la fosforilacion del receptor de Insulina, asi como del
IRS (Dedoussis, 2007). Contundente evidencia, muestra que cuando ambas

proteinas se encuentran fosforiladas principalmente en residuos de Tirosina (Y), la
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accion de la insulina es principalmente metabdlica, superando a la actividad
mitogénica (Evans y cols., 2005). No obstante cuando la fosforilacién se realiza en
residuos de treonina (T) o serina (S), la actividad que prima es la mitogénica, en
desmedro de la accion metabdlica de la insulina, por lo cual, en presencia de
hiperinsulinemia (primera etapa de patogenia de DMT2), la capacidad de captar
glucosa por parte de las células insulinosensibles decae, generandose los que se
conoce como IR (Ye, 2013).

Evidencia reciente demuestra que son cuatro los principales factores que
favorecerian la fosforilacion del receptor de insulina y del IRS en serina/treonina:
a) Inflamacién (aumento en la concentracion de citokinas), b) hiperinsulinemia,
c) incremento en la concentracién de acidos grasos libres y d) Estrés Oxidativo

(Evans y cols. 2005)

a) Inflamacidén (Peraldi v cols., 1996):

La inflamaciéon es un proceso fisiolégico caracterizado por el aumento de
leucocitos y citokinas proinflamatorias en sangre o en algun otro tejido. Constituye
una respuesta favorable que permite la remodelacion del tejido lesionado, reparacion
de éste, cicatrizacion de heridas e inmunidad contra infecciones. No obstante, una
sobrerreaccion de ésta, puede originar efectos deletéreos tales como dafo tisular
disfuncion del 6rgano afectado.

En los sujetos insulinorresistentes, el status proinflamatorio proviene generalmente
de su comorbilidad: HTA, dislipidemia, ateroesclerosis y obesidad. Esto hace que el
tejido adiposo, el higado y la pared de los vasos sanguineos se encuentren infiltrados

por leucocitos, los cuales secretan citokinas proinflamatorias, las que ingresan al
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torrente sanguineo, generando un proceso inflamatorio sistémico. Hotamisligil G. y
cols. (2003), describieron la accién de la citokina Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNF-a) y su relacién con IR, lo cual genero el desarrollo de esa linea de investigacion
que ligaba inflamacion e IR. TNF-a al unirse a su receptor (p55), genera la inhibicion
de IRS-1, por lo cual la via metabdlica y concomitantemente los efectos metabdlicos
de la insulina, se ven profundamente disminuidos, contribuyendo a la IR.
Posteriormente se describio la asociacion de IR con la Proteina C Reactiva (PCR),
Interleukina-6 (IL-6) y el Inhibidor del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1), los cuales
se investigan hasta la actualidad.

Ademas se han descrito moléculas de sefializacion celular de inflamacion y su rol en
IR . Por ejemplo, se ha encontrado sobreexpresion de la proteina Kinasa de IKB
(IKKB) y de la proteina Kinasa de Jun-1. (JNK-1) en células de higado y tejido adiposo
en modelos animales con IR (Bonnard y cols., 2008).

La via IKKB/NF-xB es la principal via de senalizacion proinflamatoria en la
célula, llegando incluso a participar en fenémenos neoplasicos e inmunoldgicos. IKKB
es una proteina que induce la ubiquitinacién de Inhibidor del factor nuclear k-B (IKB),
la cual es una proteina inactivadora del factor transcripcional NF-xB, la cual lo
mantiene inactivo. IKKB por tanto favorece la liberacion de NF-xB y su traslocacion
al nucleo para generar expresion génica de proteinas proinflamatorias tales como
Fosfolipasa A2 (PLA2), Moléculas de adhesion celular vascular (VCAM) y Citokinas.
Ademas de los efectos previamente descritos, IKKB puede fosforilar a IRS-1 en
multiples residuos de serina, por lo cual generaria inhibicién del efecto metabdlico de

la insulina, un subsecuente incremento de la actividad mitogénica de ésta y, por tanto,
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desencadenando IR (Gao y cols., 2002).

JNK-1 es una enzima que fosforila a Jun, el cual en este estado forma un
complejo con Fos fosforilado, llamado AP-1, el cual es un factor transcripcional que
se trasloca al nucleo y expresa genes relacionados con carcinogénesis y apoptosis.
Ademas JNK-1 es capaz de fosforilar al receptor de insulina y a IRS-1 en residuos de
serina por lo que (al igual que IKKB), induce IR (Rui y cols.,2001).

Durante la Inflamacién cronica, la actividad de macrofagos hepaticos (células de
Klpffer) y del tejido adiposo se encuentra exacerbada en estos érganos que son
importantes reguladores de la glicemia. Ambos tipos celulares generan gran cantidad
de citokinas y otras moléculas proinflamatorias, ademas de generar importantes
dafios, especialmente en tejido hepatico, pudiendo desencadenar incluso una
esteatosis hepatica, lo cual ademas de generar los efectos propios de una
insuficiencia hepatica, incrementa de manera significativa la IR (Clavien, 1997).

Si bien la relacion entre inflamacién y la IR esta bien documentada, la primera no es
un buen blanco terapéutico para el tratamiento de la IR. Esta aseveracion se basa
fundamentalmente en numerosos estudios con antiinflamatorios, los cuales no
generaron una disminucion de la IR clinicamente significativa en los sujetos (Ye,

2012).

b) Hiperinsulinemia (Valera vy cols., 2003):

La Hiperinsulinemia se define como un nivel de insulina plasmatica superior a 20
uUl/ml, después de un ayuno de entre 8 a 12 horas (Ye, 2013).

Si bien es aceptado que la hiperinsulinemia sea resultado compensatorio de la IR,
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con el fin de normoglicemiar, la evidencia indica que niveles elevados de insulina,
también podrian conducir a IR, especialmente en presencia de dislipidemia, es decir:
la IR generaria hiperinsulinemia y ésta a su vez, favoreceria el establecimiento de IR.
El mecanismo propuesto se basa en que la via de sefializacién metabdlica de insulina
sufre un feedback negativo precisamente por accion sostenida de la hiperinsulinemia.
Este mecanismo se soporta en evidencia, tanto en modelos animales, como en
humanos (Ye, 2013).

La concentracion de insulina plasmatica, es el resultado de la produccién de ésta por
parte de las células 3 pancreaticas (cfp) y de su capacidad de eliminacion, la cual esta
dada por el metabolismo hepatico y renal. Considerando que la insulina tiene una
vida media entre 2 a 4 minutos y que precisamente estos dos érganos sufren dafnos
importantes durante el desarrollo de la DMT2, ambos contribuyen significativamente
a la hiperinsulinemia. Por una parte la incapacidad hepatica de degradar
enzimaticamente la insulina (por padecer un proceso inflamatorio crénico y por la
inhibicion de la supresion hepatica de liberacion de insulina) y por otra parte, el dafo
renal progresivo (disminucion importante de tasa de filtracién glomerular,
disminuyendo el clearance de insulina), determinan un estado de hiperinsulinemia
cronica, lo cual acentua aun mas la IR y favorece la progresion hacia la DMT2

(Valeray cols., 2003).

c) Incremento en la concentracién de acidos grasos libres (Bergman y cols.,2000):

Los Acidos Grasos Libres (AGL), son un factor de riesgo de IR. Estos

incrementan sus niveles plasmaticos en ayuno y disminuyen después de comer, en
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condiciones fisioldgicas. Los niveles de AGL plasmaticos son finamente regulados
por insulina. Cuando sus niveles son elevados y se mantienen en el tiempo, esto
conduce a IR, y ésta, a DMT2. En términos mecanisticos los AGL pueden suprimir la
accién de IRS-1 a través de un feedback negativo con el receptor. El principal
intermediario metabdlico en este fendmeno seria el Diacilglicerol (DAG) que es capaz
de activar a PKC, la cual inhibe la funcion directamente de IRS-1y ademas activa a
JNK'y IKKB, ambos mediadores inflamatorios de la IR, revisados anteriormente. Cabe
destacar que la inhibicion en la via de sefializacién metabdlica de la insulina, genera
un incremento en la produccién y liberacion de AGL por lo cual éstos aumentaran su

concentracion plasmatica, agravando el fenédmeno de IR.

d) Estrés Oxidativo: Este factor sera tratado de manera independiente en el apartado

8.3.

Cabe destacar que existen otros factores que se han asociado a EO, pero no cuentan
con un corpus de evidencia tan robusto como los cuatro factores antes mencionados.
Estos factores son: el envejecimiento y la obesidad.

Harman fue el primero proponer que los efectos dafninos de ERO pueden
desempenfar un papel clave en el mecanismo de envejecimiento. Estudios genéticos
de especies tan disimiles como C. elegans, Drosophila melanogaster y modelos
murinos, apoyan esta hipétesis. Niveles anormalmente altos de ERO pueden
conducir a la desregulacién de las vias de sefalizacion sensibles a REDOX. Los
blancos de esta oxidacion son principalmente, enzimas antioxidantes y proteinas de
sefalizacion con residuos de cisteina (sensibles a oxidacidén) que se oxidan a restos

de acido sulfénico y disulfuros mixtos, alterando asi la funcion sefalizadora de la
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proteina. Los cambios en el envejecimiento relacionados a EO, se encuentran bien
documentados (Andersen y cols., 1997). Los estudios en humanos han demostrado
que los cambios oxidativos en el plasma se correlacionan con procesos
fisiopatolégicos propios del envejecimiento. La evidencia disponible sugiere que
estos cambios juegan un papel clave en diversas condiciones que limitan la duracién
de la vida humana, de hecho, se han utilizado antioxidantes para mejorar las

consecuencias del envejecimiento (Droge, 2003).

El segundo factor es la obesidad, la cual se caracteriza por un aumento en el peso
corporal, que resulta de una acumulacién excesiva de grasa. La creciente evidencia
nos permite comprender el papel critico del tejido adiposo en el control de
mecanismos fisiopatolégicos de obesidad y de la comorbilidad asociada.
Recientemente, el tejido adiposo (especialmente en el compartimento visceral), se ha
considerado no solo como un simple tejido de depdsito de energia, sino como un
organo endocrino activo que libera una variedad de productos biolégicamente activos
denominados, adipocitokinas o adipokinas. Basado en la compleja interaccion entre
las adipokinas, la obesidad también se caracteriza por presentar inflamacién crénica
de bajo grado, lo cual, como se explicd anteriormente, genera un estado permanente
de estrés oxidativo, lo que conduce al desarrollo de complicaciones relacionadas con

la obesidad (Marseglia y cols., 2015)
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8.2.3.- Modelos de Medicion de Insulinorresistencia.

La determinacion del grado de IR de los pacientes y de la poblacién general tiene un
gran valor clinico. Esto ha hecho que se hayan desarrollado gran cantidad de
métodos para calcularla. Entre los distintos métodos estimados a partir de
condiciones basales figura el desarrollado por Matthews (1985), denominado
Homeostatic Model Assessment (HOMA). EI modelo HOMA permite estimar la
funcién de la célula B pancreatica (HOMA-B) y el nivel de Insulinorresistencia
(HOMA-IR). Este ultimo, estima la IR, a partir de la relacién entre solo dos variables:
glicemia basal (en condiciones de ayuno entre 8 a 12 horas) y los niveles de insulina
plasmaticos basales, evaluando la relacion entre la produccidon hepatica de glucosa
y la secrecion de insulina (Matthews y cols., 1985) (TABLA 1).

En la actualidad es el método mas usado y publicado, dado que es minimamente
invasivo para los pacientes, de bajo costo y de gran utilidad predictiva y diagnéstica,
lo que le asigna un valor afadido, ya que permite la comparacién entre los estudios
que lo han utilizado. Este procedimiento presenta buenas correlaciones con los test
gold-standard: el clamp euglicémico y el test de tolerancia intravenosa a la glucosa,
pero es mas utilizado el indicador HOMA-IR, puesto que los dos métodos antes
mencionados son invasivos, requieren de hospitalizacion y son de mucho mayor

costo. (Garcia-Fuentes y cols., 2008)
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Tabla N° 1: Férmulas propuestas para el calculo de HOMA-IR y HOMA-B.

HOMA-IR = insulina en ayunas (uUl/mL) x glucosa en ayunas

(mmol/L) / 22,5
HOMA-B = 20 x insulina en ayunas (uUl/mL) / (glucosa en ayunas
[mmol/L] — 3,5)

(Reproducido de Garcia-Fuentes, E. 2008.)

8.3.- Estrés Oxidativo.

8.3.1.- Generalidades de Estrés Oxidativo.

El oxigeno molecular es imprescindible para la vida de los organismos aerdbicos ya
que constituye el comburente para los procesos metabdlicos de produccion de
energia (Evans y cols., 2005). Es, paradojicamente, una molécula estructuralmente
muy estable, es decir es dificil que esta molécula reaccione con un material inerte o
una de origen biolégico. Esto se debe a que su estructura molecular es muy
equilibrada con lo cual es dificil extraerle o incorporarle electrones, para
transformarlos en estructuras de mayor reactividad. Sin embrago bajo ciertas
condiciones quimicas, fisicas y bioldgicas, como pudiese ser una enfermedad, el
oxigeno molecular puede transformarse en moléculas de alta reactividad cuando se
produce la pérdida o la ganancia de electrones en su estructura, no obstante esto
puede ocurrir también bajo condiciones fisioldgicas (Maritim y cols., 2003). Es asi
como la temperatura, la radiacién, algunos metales (especialmente los de valencia
+2) como cobre y fierro y, ciertas enzimas o microorganismos que contienen estas

enzimas, pueden adicionar o sustraer electrones a la molécula de oxigeno,
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transformandolo en estructuras quimicas de alta reactividad, genéricamente

conocidas como Especies Reactivas de Oxigeno (Evans y cols., 2005).

8.3.2.- Especies Reactivas de Oxigeno:

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son una familia de especies altamente
reactivas que pueden ser beneficiosas, ya que son utilizadas por el sistema inmune
como una forma de atacar y destruir a los patdégenos. Sin embargo, cuando éstas se
encuentran en exceso, pueden causar dafno celular directamente o actuar como
intermediarios en diversas vias de sefalizacion. Las ERO de mayor produccion en
mamiferos, son: Anién radical superdxido (O27), Perdxido de Hidrégeno (H202) y
Anion radical hidroxilo (OH-).

Las especies reactivas de nitrégeno (ERN) también pueden tener un comportamiento
similar a las ERO: mientras que el Radical de 6xido nitrico (NO-) tiene propiedades
vasodilatadoras y antiproliferativas, el Anidon peroxinitrito (ONOO-) aumenta la

concentracion intracelular de ERO, con consecuencias perjudiciales para la célula.

8.3.3.- Fuentes Generadoras de ERO.

La generacion de ERO es una condicion fisioldgica de cualquier tipo de vida aerdbica.
En mamiferos, en condiciones fisiolégicas, las células metabolizan aproximadamente
el 95% del oxigeno (O2) en agua, sin formacién de intermediarios toxicos. Sin
embargo, en condiciones normales, un minimo del 5% de O2 se metaboliza a través
de la reduccion univalente, después de cuatro reacciones o etapas diferentes, no

obstante el producto final sigue siendo H2O.
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Reaccion1: 02 + e~ — 02~
Reaccion 2: O + e~ — H202
Reaccion3: H202 + e — OH~

Reaccion 4: OH-+ e~ — H20

Sin embargo, a través de estas cuatro reacciones se forman tres especies altamente
téxicas, dos de las cuales son radicales libres: Anidn radical superdxido (O27), y
Radical hidroxilo (OH"). El peréxido de hidrogeno (H202) sigue siendo un compuesto
altamente reactivo, pero no constituye un radical en estricto rigor.

En las células de mamiferos, las ERO pueden formarse a través de diferentes vias,

ya sea enzimaticamente (d, e, f, g y h) o no enzimaticamente (a,b y c).

a) Mitocondria: (Kuyvenhoven y cols., 1999).

La mitocondria es una fuente y objetivo principal de ERO.

Genera radical anion superéxido (O27) en la membrana mitocondrial externa, en la
matriz y en ambos lados de la membrana mitocondrial interna. Mientras que el
superéxido generado en la matriz se elimina en ese compartimento, parte del Oz~
producido en el espacio intermembrana puede pasar al citoplasma a través de
canales de aniones dependientes de voltaje. El superdxido se convierte
enzimaticamente en H2O2 por la enzima superoxido dismutasa (SOD). La matriz
mitocondrial contiene una forma especifica de SOD, con manganeso en el sitio activo
(MnSOD), que elimina el superdxido formado en la matriz o en el lado interno de la

membrana interna. La expresion de MnSOD es inducida ademas por agentes que
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causan estrés oxidativo, incluyendo radiacion e hiperoxia, en un proceso mediado por
la activacion oxidativa del factor transcripcional NF-kB.

El complejo | (NADH deshidrogenasa) y el complejo Il (Ubiquinona citocromo C
reductasa), producen la mayor parte del superdxido generado por las mitocondrias
de mamiferos in vitro. Los complejos Il y IV normalmente no son sitios significativos
de produccion de ERO.

Por lo tanto, el superdéxido producido mitocondrialmente puede ser una fuente
importante de dafio celular, en especial bajo condiciones patolégicas, lo que se
denomina disfunciéon mitocondrial.

b) Reaccion de Fenton. (Stohs S. y cols.,1995)

Es una de las reacciones oxidantes mas potentes. La reaccion implica H202 y un
catalizador de hierro en estado ferroso. El perdoxido se descompone en un ion
hidréxido (OH") y uno hodrixilo (OH-). Esta ultima es la especie oxidante primaria y

se puede utilizar para oxidar y degradar moléculas organicas.

c) Reaccion de Haber-Weiss: (Liochev S. y cols., 2002)

La reduccion de un electrén del perdxido de hidrogeno por superdoxido también se ha
invocado como una fuente potencial de OH-. Esta reaccién se ha investigado
exhaustivamente y ahora se acepta generalmente que la reaccién de Haber-Weiss
no ocurre en ausencia de catalisis metalica.

Esta reaccién combina una reaccion de Fenton y la reduccion de Fe (lll) por O2' -,
produciendo Fe (Il) y O2

Fe (Ill) + 02 « - — Fe (Il) + 02
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d) Xantina oxidasa: (Jiménez, 2002)

La enzima xantina oxidasa (XO) cataliza la oxidacién de hipoxantina a xantina y
ademas la oxidacion de xantina a acido urico, generando Oz~ . Esta enzima juega un
papel importante en el catabolismo de las purinas en algunas especies, incluidos los
humanos. En condiciones patoldgicas, como la isquemia tisular, la enzima xantina
deshidrogenasa puede convertirse en XO.

xantina + H20 + O2 — acido urico + Oy~

e) NADPH oxidasa: (Arango y cols, 2010).

La enzima NADPH oxidasa (NOX) presenta varias isoformas y cataliza la reduccion
de un electrén de Oz para generar Oz, utilizando NADPH como fuente de electrones.
Esta enzima tiene una funcién fisiolégica compleja en la respuesta inmune, en
particular en la funcion bactericida, generando grandes cantidades de O~ tdxico y
otras ERO importantes. Ademas, también se encuentra presente en fibroblastos,
células endoteliales y musculares lisas de los vasos sanguineos, constituyendo una

fuente constitutiva de O».

f) Oxido nitrico sintasa: (Vasquez—Vivar y cols., 1998).

Las enzimas Oxido nitrico sintasas (NOS) son una familia de enzimas que convierten
el aminoacido L-arginina en L-citrulina y NO. Todas las isoformas de NOS son
enzimas homodiméricas que requieren el mismo sustrato (L-arginina), cosustratos
(O2 y NADPH) y cofactores como Flavin mononucleétido (FMN), Flavin adenin

dinucleotido (FAD), tetrahidrobiopterina (BH4) y grupo hem.
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Existen tres isoformas de NOS en mamiferos: NOS neuronal constitutiva (nNOS o
NOS I), NOS inducible por endotoxinas y citokinas (iNOS o NOS II) y NOS endotelial
constitutiva (eNOS o NOS Ill). NOS neuronal (NOS1) desempefia un papel
importante en la comunicacién intracelular, NOS inducible (NOS2) utiliza NO para
inducir estrés oxidativo en patégenos, mientras que NOS endotelial (NOS3) juega un
papel importante en la regulacion de la funcion vascular, siendo un poderoso
vasodilatador. Sin embargo, a partir de estudios con la enzima aislada, se ha
demostrado que, bajo condiciones de estrés oxidativo, NOS3 puede desacoplarse en
ausencia del sustrato L-arginina o del cofactor tetrahidrobiopterina (BH4),

estimulando la produccién de O2, en lugar de NO.

g) Mieloperoxidasa: (Heinecke J y cols., 1993).

La enzima mieloperoxidasa (MPO) produce acido hipocloroso (HOCI) a partir de H2O2
y anién cloruro (CI). Requiere a un grupo hem como cofactor. Ademas, oxida la
tirosina a radical tirosilo utilizando H202 como agente oxidante. Tanto el HOCI como
el radical tirosilo son citotéxicos y los neutrdéfilos los utilizan para matar bacterias y
otros patégenos.

h) Citocromo P450: (Davydov , 2001)

La monooxigenasa microsémica unida a la membrana, es un sistema multienzimatico
que generalmente se resume como el Complejo citocromo P450 (C-P450), como la
oxidasa terminal y una NADPH-citocromo P450 reductasa.

La reaccién mas comun catalizada por el C-P450 es una reaccién de monooxigenasa.
Esto podria ser, por ejemplo, la insercion de un atomo de oxigeno en un sustrato

organico (RH) mientras el otro atomo de oxigeno se reduce a H.O
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RH + 02 + 2H" + 2e- — ROH + H20.

8.3.4.- Mecanismos de Defensa Antioxidante.

Todas las formas de vida mantienen un ambiente reductor dentro de las células. El
mantenimiento de este estado se logra posiblemente a través del sistema de defensa
antioxidante, que actua para proteger la homeostasis celular contra las ERO nocivas
producidas tanto en condiciones fisioldgicas, asi como en estados patoldgicos. El
sistema antioxidante es preservado por sustancias antioxidantes que mantienen el
estado reducido por un aporte constante de energia metabdlica.

Las sustancias antioxidantes son moléculas pequenas que pueden eliminar las ERO
al aceptar o donar un electrén. Por lo general, esto significa que la molécula
antioxidante se oxida, convirtiéndose en una molécula mas estable y menos reactiva
que la recientemente reducida. En la mayoria de los casos, la molécula captadora
proporciona radicales de hidrégeno que se combinan con los radicales libres. En
consecuencia, se genera un nuevo radical que tiene una vida util mejorada en
comparacién con el inicio ( Spiteller, 2003).

Los antioxidantes pueden formar complejos estables con ERO, impidiendo su
accion catabdlica. Ademas, dependiendo de su coeficiente de particion y
potencial REDOX, los antioxidantes pueden actuar libremente en la interface
celular comportandose como potentes protectores de células y lipoproteinas o
estabilizando antioxidantes lipofilicos que previenen la peroxidacién lipidica

(Maritim y cols., 2003).
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Los mecanismos homeostaticos con que el organismo enfrenta el dafio oxidativo
que habitualmente causan estas especies son numerosos y diversos, reflejando la
multiplicidad de formas de radicales libres y especies reactivas, como también
los numerosos compartimentos donde actuan en el organismo y la propiedades
fisicas de estos (Yang y cols., 2015). Los sistemas de defensa antioxidante celular
son también muy eficientes dada la muy corta vida media de los radicales libres:
comprenden desde moléculas pequefias endégenas y exdégenas, macromoléculas

con capacidad antioxidante, hasta enzimas antioxidantes.

a) AOX No enziméticos.

La capacidad antioxidante celular esta dada en parte, por mecanismos no
enzimaticos los cuales provienen principalmente de la dieta y comprenden
moléculas como el glutatién (GSH), el acido ascérbico (vitamina C), B-carotenos o
provitamina A, vitamina E (a-tocoferol), y proteinas transportadoras de metales
como la cupreina y ferritina (Maritim y cols., 2003).

Los antioxidantes exdgenos, como las vitaminas E y C, actuan en varios lugares,
como la membrana celular, el medio intracelular y extracelular. Reaccionan con ERO
para eliminarlos o inhibirlos. El interior lipidico hidrofébico de las membranas requiere
un espectro diferente de antioxidantes. La vitamina E liposoluble es el antioxidante
mas importante en este entorno, que protege contra la pérdida de integridad de la
membrana.

Los antioxidantes solubles en grasa son importantes para evitar que los acidos grasos
poliinsaturados de membrana sufran peroxidacion lipidica. El glutation elimina los

radicales ya generados y, en ausencia de éstos, los acidos grasos poliinsaturados no
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pueden ser oxidados. Por lo tanto, protegen la membrana rica en acidos grasos
poliinsaturados contra ROS. Ademas, los antioxidantes solubles en agua, incluida la
vitamina C, desempefian un papel clave en la eliminacién de ERO en la fase
hidrofilica.

Otras moléculas antioxidantes pequefias también estan presentes de forma natural

en el plasma, como el acido urico y la bilirrubina (Spiteller, 2002).

Ademas de las moléculas antioxidantes no enzimaticas, anteriormente sefnaladas,
existen los Quelantes, los cuales disminuyen la disponibilidad de metales de
transicion, impidiendo la formacién de OH~a partir de la Reaccion de Fenton/Haber-
Weiss (Adjimani, 2015) y los Inductores de defensas antioxidantes, principalmente a
través de la liberacion del factor transcripcional NRF-2, por oxidacién de su molécula

captora Keap-1, expresando proteinas antioxidantes (Kubo y cols, 2017).

b) Antioxidantes enzimaticos:

Constituyen un sistema fundamental en la prevencion de dafo oxidativo. Las
enzimas mas importantes que participan en la defensa antioxidante son la
Superoxido Dismutasa (SOD) y las hidroperoxidasas. Estas hemoproteinas
cataliticas son el producto evolutivo devenido con la necesidad de la asimilacién del
oxigeno por parte de los organismos eucariontes. Otras enzimas involucradas en el
consumo de oxigeno son las piridin y flavo deshidrogenasas del ciclo de Krebs, asi

como las hemoenzimas del transporte electrénico (citocromos) (Yang y cols., 2015).
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La acumulacion de perdxido de hidrogeno es fuente de radicales libres. Las
hidroperoxidasas lo eliminan (asi como a los lipoperdxidos) mediante la reduccion
irreversible. Este grupo general de enzimas se subdivide en 2 subgrupos: las

peroxidasas y la catalasa (Maritim y cols., 2003).

a) Superoxido Dismutasa (SOD) (Maritim, 2003): Esta enzima es capaz de dismutar

al radical superéxido y transformarlo en peréxido de hidrégeno, para que luego la
enzima Catalasa (CAT), lo transforme en agua mas oxigeno molecular o, que la
enzima Glutatién Peroxidasa (GPx), en presencia de glutation reducido (GSH), lo

transforme en agua, con la consecuente oxidacion del glutatiéon (GSSG).

Existen tres isoformas de SOD: SOD-1, la cual es la isoforma citosdlica y utiliza como
cofactor Cu y Zn; SOD-2, que es la isoforma mitocondrial utilizando como cofactor
Mny SOD-3 que es la isoforma extracelular y utiliza como cofactor Cu y Zn al igual
que SOD-1.

SOD, se encuentra presente en todos los tipos celulares del organismo humano,
aunque no en igual concentracion en cada una de ellas, siendo las células de mayor

actividad aerdbica los que presentan mayor cantidad de ésta. (Mendez y cols, 2005).

b) Catalasa (Kodydkova, 2014): presenta una estructura de cuatro subunidades

heminicas, una de las cuales contiene un sitio de unién a NADPH, el cual actua como
cofactor. Participa en la eliminacién del perdoxido de hidrégeno formado como

producto de la actividad de enzimas oxidasas (por ejemplo, la xantina oxidasa). En
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su mecanismo de accién, la propia molécula de agua actua como donante de

electrones.

Esta importante enzima se encuentra principalmente en GR, células de médula ésea,

mucosas, rifidn e higado.

c) Complejo Glutatién Peroxidasa (GPX)- Glutation Reductasa:

Es la principal molécula antioxidante endégena. La enzima GPX reduce tanto el H2O2
como los hidroperdxidos organicos cuando reacciona con glutatién, oxidandolo,
siendo nuevamente reducido por la accion de la enzima glutation reductasa,

utilizando como cofactor NADPH (Espinoza y cols, 2008).

CAT, SOD-1 y GPX, han sido estudiadas en DMT2, sin embargo, la evidencia no
genera resultados concluyentes. En modelos animales de sobreexpresion de estas
enzimas, se ha registrado hipertrofia de células 3 pancreéticas, hiperinsulinemia e
incluso IR. Por el contrario, en modelos knockout para las mismas enzimas, se ha
registrado hipotrofia de células B pancreaticas, hipoinsulinemia, hipersensibilidad a la
insulina y baja de peso en los animales experimentales (Figura N°3). En ambos
casos, los animales sufrian severas alteraciones metabdlicas, lo cual indicaria que la
regulacion antioxidante enzimatica es en extremo regulada y que dicha regulacion es
dinamica en funcion del status oxidativo de los modelos experimentales (Lei y cols.,

2011).
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Figura N° 3: Efectos de la represion y sobreexpresion de enzimas antioxidantes (Reproducido de Lei
y cols, 2011).

8.3.5.- Mecanismos de Dafo Oxidativo.

Las ERO han desempefado un rol positivo desde el origen de la vida, generando
efectos benéficos en los organismos. Intervienen en la transduccion de sefales,
transcripcion génica, y la regulacion de la actividad enzimatica. Ademas, junto con
las Especies Reactivas de Nitrégeno (ERN) intervienen en la adhesion leucocitaria,
agregacion plaquetaria, angiogénesis, tono vascular y hemodinamica (Evans, 2005).
En resumen, se puede aseverar que la actividad éxido-reductora es normal en el
organismo humano, siendo por tanto la pérdida de este delicado equilibrio, lo que se

denomina Estrés Oxidativo (Figura N°4).
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Figura N° 4: Produccion de ROS y RNS en mamiferos (Reproducido de Maritim y cols., 2003).

El oxigeno molecular puede transformarse en multiples ERO, sin embargo son dos
de estos los de mayor importancia en sistemas biolégicos y de mayor impacto en el
organismo: El Radical Hidroxilo (OH"), de corta vida media y por consiguiente muy
inestable, y el Radical Superoxido (O2), de vida media mas larga, mas estable y
menos reactivo. Cuando estas moléculas se forman, comienzan un proceso de
destruccion que es capaz de generar dafio a micro y macromoléculas, incluyendo el
material genético y que, segun se ha evidenciado, aumentan en una amplia gama de
procesos patologicos, tales como enfermedades neurodegenerativas, cancer,
enfermedades autoinmunes e incluso metabdlicas, como lo es, la DMT2 (Park y cols.,
2009).

Las proteinas sufren oxidaciones que modifican las propiedades de algunos

aminoacidos, generando cambios en la actividad biolégica de algunas de ellas, por
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ejemplo, de enzimas. Ejemplos de lo anterior, lo constituye la enzima IKKB, la cual al
estar sometida a EO, aumenta su actividad, liberando al factor transcripcional NF-kB,
el cual aumentara la expresion de genes proinflamatorios como ocurre en caso de IR
(Peraldi y cols., 1996).

El material genético también es afectado por las ERO, produciéndose un deterioro en
la estructura del ADN, lo cual puede tener graves consecuencias para el organismo,
tales como mutagénesis y carcinogénesis (Ye, 2013).

Los lipidos son también particularmente afectados por la accion de las ERO, en
especial los acidos grasos insaturados y los esteroles. Los acidos grasos sufren un
proceso llamado lipoperoxidaciéon, con lo cual se forman una serie de productos de
degradacion (perédxidos, epéxidos, aldehidos, alcoholes), siendo muchos de ellos de
alta toxicidad, lo cual determinard dafo, llegando incluso a la muerte celular

(Bergman y cols., 2000).

8.3.6.- Biomarcadores de Daino Oxidativo.

La National Academy of Sciences (Estados Unidos), define Biomarcadores, como: “...
indicadores o sefalizadores de eventos en sistemas biologicos o muestras...,
pudiendo ser considerados como productos finales o predictores de reacciones
anteriores (Park y cols., 2009).

La forma mayormente utilizada para clasificarlos, se basa en el sustrato del cual

provienen.
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8.3.6.1.- Biomarcadores de Oxidacion de Proteinas.

Grupos Carbonilos: Son derivados de la oxidacidon directa de residuos de

aminoacidos, en particular de lisina, arginina, treonina y prolina. Estas modificaciones
en las proteinas generan importantes cambios estructurales y funcionales
(Palamanda, 1992).

Numerosos estudios demuestran que las proteinas serian un blanco de los ERO,
generando de esta forma grupos carbonilos. Este hecho se ha observado en
enfermedades neurodegenerativas, hipercolesterolemia, artritis juvenil y por sobre
todo DMT2, sugiriendo de esta forma la funcion de Biomarcadores de los grupos
carbonilos, lo que podria ser utilizado en el proceso diagndstico (Komers y cols.,

2000).

8.3.6.2.- Biomarcadores de Oxidacion de ADN.

8-hidroxi- 2°- deoxiguanosina (8HdG): Las ERO, producen dafo en el material

genético, siendo el principal producto de éste, el 8-hidroxi- 2°-deoxiguanosina (8HdG)

proveniente de la oxidacion de la base nitrogenada guanina.

8.3.6.3.- Biomarcadores de Oxidacién de Lipidos.

Malondialdehido (MDA): Es uno de los productos finales de lipoperoxidacion en las

membranas celulares y en las lipoproteinas de baja densidad (LDL), siendo el
biomarcador de dafio oxidativo en lipidos mayormente utilizado. Este puede ser

cuantificado en el plasma y en orina, aunque la absorcién de peroxidos y aldehidos
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provenientes de los alimentos pueden afectar la determinacién del MDA,
especialmente en la orina.

Estudios que utilizaron MDA como biomarcador en caso de IR, demostraron ser un
potente predictor de riesgo de DMT2 independiente de otros factores de riesgo de

esta patologia (Lee, 2001).

8.3.6.4.-Biomarcadores de Oxidaciéon de Glucidos.

Productos Finales de Glicosilacién Avanzada (AGES): son productos de glicosilacién

de proteinas no enzimatica. La evidencia sefala que los AGEs se encuentran en el
plasma y tejidos en personas de mayor edad, Insuficiencia Renal y Enfermedad de
Alzheimer, considerandose potencialmente un indicador de control glicémico en
diabetes, permitiendo la valoracion de la terapéutica en casos de retino, nefro y

neuropatia.
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Tabla N° 2: Biomarcadores de Estrés Oxidativo.

BIOMERCADOR ESTRUCTURA PATOLOGIAS
MOLECULAS ASOCIADAS
OXIDADAS/
NITROSADAS
1.- Grupos 1.Enfermedades
Carbonilos 0 :<\| Neurodegenerativas
PROTEINAS N— 2 Diabetes!'®
C'o__ 3 Hipercolesterolemia
2-pyrrolidone 4 Artritis juvenil
1.- 8-hidroxi- 2'- HN R 1 Infarto Agudo al
deoxiguanosina N\~ s—OH | Miocardio.
ADN " )% P 2 2 Enf. de Parkinson.
o /&OH 3 Cancer (edades
_nm'o'Nmsine avanzadas).
0 N:,,(
OH
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
1.Malondialehido 1 Patologia coronaria
estable.
LIPIDOS 07 "N 2.- Diabetes®.
Malonaldehyde
1.- Productos — Lysine — 1 Diabetes.
Finales de 2 Insuficiencia Renal.
GLUCIDOS | Glicosilacion NH_(’B 3 Enfermedad de
Avanzada A Alzheimer.
l\éH N
—_— Ar'ginine —
Pentosidine

(Reproducido de Rodrigo, R. 2009.)
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8.4.- Estrés Oxidativo e Insulinorresistencia.

El estrés oxidativo como mecanismo de dafo en la DMT2, ha sido bien
fundamentado. La oxidacion de la glucosa parece ser uno de los principales
responsables en la especie humana. Esta puede ser transformada en un radical
enediol (en presencia de metales de transicion), para luego formar aldehidos y anién
superoéxido, el cual, si no es dismutado por la enzima SOD y posteriormente
transformado en agua y oxigeno molecular por la enzima CAT o GPx, podria formar
radical hidroxilo (Maritim y cols, 2003). Los estados de hiperglicemia crénica como
los que se encuentran en la prediabetes y posteriormente en DMT2, pueden
promover la lipoperoxidacion de LDL, generando ERO (Kawamura y cols., 1994).
Otra importante fuente de ERO en DMT2, es mediante la interaccion de glucosa con
proteinas, formando productos de Amadori y productos finales de glicosilacion
avanzada (AGEs), los cuales generan a nivel intracelular EO logrando activar al factor
transcripcional NF-kB, el cual favorece la transcripcion de moléculas proinflamatorias,
lo cual, como se ha revisado anteriormente, favorece el desarrollo de IR (Maritim y

cols., 2003)., como lo grafica la figura N° 5.
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Figura N° 5: Hiperglicemia como inductor de Estrés Oxidativo. (Reproducido de Ramalho-Santos y
cols., 2008). Los estados de hiperglicemia crénica estimulan diferentes vias metabdlicas, las cuales
generan un incremento de los productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs) y disminucién de la
expresion y actividad de enzimas antioxidantes, lo cual, conduce a un estado de Estrés Oxidativo.
(Ox LDL: lipoproteina de baja densidad oxidada; ONOO-: peroxinitrito; Oz : anién superdxido).

La relacion entre EO e IR ha sido bien documentada en modelos animales in vivo e

in vitro. Este mismo corpus de evidencia, sefiala que dicha relacion no se restringe

solamente a modelos con DMII, sino que también existe en sujetos obesos e incluso

en sujetos normopeso no diabéticos. Este hecho permite suponer que podria ser

posible correlacionar EO con IR en sujetos varios afos antes que comiencen con

DMT2 (Park, 2009).
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Como ya se ha descrito anteriormente, la inflamacidn crénica, hiperinsulinemia y la
lipotoxicidad son mecanismos productores de IR, y como es légico, el EO también es
uno de los estimulos para generarla (Lee, 2001).

Los mecanismos moleculares que ligan al EO y a la IR son multiples, sin embargo,
convergen en un punto: la activacion de kinasas y la inhibicién de fosfatasas, lo cual
determina una alteracion en la via de sefalizacion de insulina, tanto en células
insulinodependientes como en cf pancreaticas (Cohen y cols., 1996).

El primer blanco del EO en la via de sefializacién de insulina es un incremento de la
expresion y actividad de las enzimas IKKB y JNK. Ambas enzimas tendran como
blanco IRS1 e IRS2, lo que generara como efecto la fosforilacion en residuos de
serina y/o treonina y la disminucion de la fosforilacion en residuos de tirosina (Gao y
cols., 2002). Esta alteracion en IRS, genera una disminucion significativa de la via de
sefalizacion dirigida por PI3K, la cual lleva finalmente a la inactivacion de AKT y a la
resistencia a la accion metabdlica de la insulina. La consecuencia de este hecho es
un aumento en la lipdlisis lo que generara dislipidemia, una disminucién en la sintesis
de proteinas y de glucdgeno, lo cual podria generar pérdida de masa muscular e
hiperglicemia respectivamente. Ademas, el transporte de sodio se altera con el
subsecuente riesgo de HTA (Evans y cols., 2005)

Por otra parte, la hiperfosforilaciéon de IRS en serina/treonina, potenciara la accion
mitogénica de la insulina, generando una disminucion en la apoptosis y un incremento
en la proliferacién celular, por la via Ras-kinasa, lo cual esta altamente vinculado con
carcinogénesis (Aguirre y cols., 2000). En conclusion, el EO puede generar

resistencia a la accion metabdlica de la insulina, con la consiguiente aparicién de
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alteraciones como HTA, dislipidemia y disminucién de la sintesis proteica, no
obstante, se exacerba la accién mitogénica de la insulina, incrementando el riesgo

de carcinogénesis (Greene y cols., 2003), como se esquematiza en la figura N° 6.
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Figura 6: Modelo propuesto de insulinorresistencia producida por estrés oxidativo (Reproducido de
Evans, J. et al. 2005). Los estados de hiperglicemia, dislipidemia e inflamacién de tipo cronicos,
aumentan la produccion de ERO, generando Estrés Oxidativo, el cual aumenta la actividad de enzimas
que fosforilan a IRS en residuos de serina o treonina. Esta fosforilacion disminuye la accién metabdlica
de la insulina, pero aumenta la acciéon mitogénica de ésta, lo que se denomina Insulinorresistencia.
(FFA: Acidos grasos libres; IRS: Sustrato Receptor de Insulina; pY: fosforilacién en Tirosina; pS/T:
fosforilacién en serina/treonina.

Dada la estrecha relacion entre estrés oxidativo e Insulinorresistencia que muestra la
literatura, parece fundamental determinar el perfil oxidativo en sujetos con IR para
poder contrastarlo con sujetos que no presentan dicha alteracion, con el fin de
establecer asociaciones y determinar de manera precoz el riesgo de DMT2, para

poder prevenirla utilizando farmacos o acciones que ataquen esta via de generacion
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de IR, como pudiesen ser los antioxidantes y/o el ejercicio fisico, respectivamente

(Park y cols., 2009).

La IR es el mejor predictor de DMT2 en pacientes en etapa prediabética, por lo cual
evaluar el nivel en que se encuentra y los factores que la producen se hace
fundamental, considerando la mortalidad, discapacidad y costos que la DMT2 genera
a nivel mundial y que, segun proyecciones de la OMS, seguiran incrementandose por
los proximos 20 afios (OMS, 2017).

Existen estudios en modelos animales in vitro, e in vivo, que dan cuenta de la relacion
entre IR 'y EO en pacientes diabéticos, sin embargo, estudios de EO en humanos
insulinorresistentes no diabéticos son escasos, presentan metodologias muy
variadas y presentan resultados poco aclaratorios (Park, 2009).

Lee (2001) midié parametros REDOX en 70 sujetos no diabéticos en Corea del Sur.
Determind la IR arbitrariamente como la presencia de dos de tres indicadores de
prediabetes y la correlacioné con MDA, obteniendo una asociacién significativa para
poblacién insulinorresistente. El resto de las variables del estudio (homocisteina,
ceruloplasmina, ferritina, triglicéridos plasmaticos y parametros antropométricos) no
se correlacionaron con IR.

Uno de los estudios de IR y EO mas importantes que se ha realizado es el de Park y
cols. (2009), el cual tomd6é 2774 pacientes adultos de ambos sexos y realizd
determinacién de IR (a través de HOMA-IR), variables antropométricas y de EO (8-
isoprostanos y LDL oxidado). Este trabajo, concluyé que existe relacidon solo entre la

IR y los niveles de LDLox, no considerando en su disefo la cuantificacion de
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antioxidantes enzimaticos o no enzimaticos y con una muestra extremadamente
heterogénea.

Kopprasch y cols. (2015), compararon diferentes biomarcadores de EO (Generacion
de ERO por fagocitos circulantes y Capacidad Antioxidante Total del Plasma) y
diferentes métodos de medicion de IR en 1183 sujetos normales, 280 no diabéticos
con intolerancia a la glucosa y 69 con DMT2 recientemente diagnosticada,
concluyendo que HOMA-IR es el mas robusto indicador para IR en EO, puesto que
presentaba mayor correlacion con el nivel de generacion de ERO en los sujetos
estudiados.

En base a la evidencia anteriormente expuesta, se puede inferir que HOMA-IR es el
mejor indicador de insulinorresistencia por su bajo costo, poca invasividad para su
determinacién y por su sensibilidad en diferentes estadios de alteraciones del
metabolismo de los glucidos, lo cual confirmaria su utilizacion en estudios que
describan o correlacionen dichas alteraciones con otras variables, tales como

parametros REDOX.
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9.- HIPOTESIS DE INVESTIGACION.
H1: Los adultos mayores que poseen Insulinorresistencia, presentan modificaciones

en sus parametros REDOX.

10.- OBJETIVOS.

10.1.- Objetivo General

Determinar la asociacion entre Insulinorresistencia y los parametros REDOX en

adultos mayores con patologias crénicas controladas.

10.2.- Objetivos especificos

10.2.1.- Evaluar los niveles de Insulinorresistencia en adultos mayores.

10.2.2.- Evaluar la defensa antioxidante en adultos mayores.

10.2.3.- Determinar el dafio oxidativo en adultos mayores.

10.2.4 .- Determinar la asociacion entre Insulinorresistencia y parametros REDOX en

adultos mayores.
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11.- MATERIALES Y METODOS.
11.1 Materiales
11.1.1.- Caracterizacion de la muestra:

- Entrevista personal: Edad, antecedentes morbidos, farmacoterapia, nivel

educacional, habitos alimentarios.

- Balanza SECA

- Estadiometro SECA.

Tanto la entrevista personal como las mediciones de talla y peso, se realizaron en

dependencias de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso

11.1.2.- Extraccién de muestra sanguinea

La extraccion de la muestra sanguinea se realizé en dependencias del laboratorio
Clinico LABOCLIN, y fue de tipo venosa simple, la cual constituye un procedimiento
clinico habitual para los pacientes de la muestra, presentando rara vez algun tipo de
alteracién para los adultos mayores. Ademas, los riesgos derivados de este
procedimiento son minimos dados los criterios de seleccidén de los pacientes. Cabe
estacar que el laboratorio Clinico LABOCLIN posee un Protocolo de toma de muestra
en donde se hace especifica el manejo en caso de complicacion.

Una vez extraida la muestra de 10 ml de sangre venosa, se separaron 9 ml para el
analisis de parametros REDOX por parte del tesista y 1 ml para la determinacion de

Insulinorresistencia.
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11.1.3.- Determinacién de Insulinorresistencia.

Se llevé a cabo inmediatamente extraida la muestra en laboratorio LABOCLIN, bajo
sus protocolos habituales:

- Glicemia: Método GOD- PAD con muestra de plasma con fluoruro de sodio.

- Insulinemia: Quimioluminiscencia con muestra consistente en suero.

- HOMA-IR: Se utilizé la ecuacion de Matthews y cols (1985) para HOMA-IR 1.

11.1.4.- Determinacién de parametros REDOX
11.1.4.1.- Instrumentos de medicidon
Espectrofotometro UV visible. Marca Rayleigh. UV-2601

Software estadistico Graphpad Prisma 8.

11.1.4.2.- Equipos

Balanza analitica. Marca RADWAG, modelo AS220-C/2

PHmetro. Marca JENCO, modelo 60

Centrifuga clinica. Marca HETTICH, modelo UNIVERSAL / K2S
Centrifuga de alta velocidad. Marca HERMLE, modelo Z 233 M -2
Spiner. Marca SCILOGEX, modelo D1008

Placa calefactora. Marca LabTech, modelo LMS - 1003

Vértex, Marca, modelo 37600 Mixer

Sonicador. Marca Elma, modelo TRANSSONIC 310

Bano termoregulado. Marca K, modelo YCW — 04M (11 L)

Micropipeta. Marca GILSON (volumenes 1-10 uL, 20-200 pL, 100-1000 uL y 1-5 ml)
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Macbook Air, 13-inch, 2018, N° Serie C1MWH36WJ1WK

Software Microsoft Office 365. Version 16.15

11.1.4.3.- Reactivos

Tabla N°3: Reactivos para determinar parametros REDOX

ABTS: 2,2’-azinobi(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

ABAP: 2,2’-azobis(2-amidinopropano)

Acetato de etilo

Acido clorhidrico (HCI)

Citocromo C

Cloruro de Sodio (NaCl)

Carbonato de Sodio (Na2CO3)

DNPH: 2,4 dinitrofenilhidracina

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

Etanol

Fosfato de disédio (NazHPO4)

Fosfato sédico dihodrogenado (NaH2PO4)

Folin-Ciocalteu

Hidroxido de Sodio (NaOH)

Peroxido de Hidrogeno (H20>)

Sulfato de cobre (CuSOQ4)

Tartrato Sodio Potasio (KNaCsH4Os)

TBA: acido tiobarbiturico

TCA: acido tricloroacético

Xantina

Xantina Oxidasa (XO)

Urea




11.2.- Metodologia y Disefio experimental

11.2.1.- Tipo de investigacién

La investigacion corresponde a un estudio cuasiexperimental, ya que se analiz6 el
efecto causal de la variable independiente (IR), mediante el control de variables
intervinientes con una muestra no probabilistica, distribuyéndose la muestra en grupo

control y grupo con Insulinorresistencia.

11.2.2.- Diseifo de investigaciéon
El disefio del presente estudio es de tipo prospectivo transversal, y se grafica en la

Figura 7.

Grupo de Adultos Mayores
n= 50

!

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

4

Seleccionados
n= 30

3
HOMA-IR

Eliminacion
aleatoria.
n=18

MDA
CARBONILO

GRUPO ACTIVIDAD SOD GRUPO CONTROL
INSULINORRESISTENTE | map| ACTIVIDAD CATALASA | o (GC)
(GIR) CAPACIDAD =6

n=6 ANTIOXIDANTE TOTAL

Figura 7: Disefio de Investigacion.
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11.2.3.- Variables.

Las Variables en estudio, estan sintetizadas en la Tabla 4.

Tabla N°4: Variables de Estudio

VARIABLE SUBVARIABLE TIPO DEFINICION OPERACIONALIZACION METODO
INSULINO INDEPENDIENTE | Captacion de glucosa inducida por HOMA-IR > 2,5 Matthews
RESISTENCIA insulina total o parcialmente (1985)
disminuida en tejidos
insulinosensibles como resultado
de la inhibicion en la via de
sefializacion de la  accion
metabdlica de la insulina.
DEFENSA ACTIVIDAD SOD DEPENDIENTE Numero de unidades de SOD por U enzima SOD / mg proteina Fridovich
ANTIOXIDANTE miligramo de proteinas, usando el (1995)
ENZIMATICA total de proteinas determinado por
método Lowry.
ACTIVIDAD CAT DEPENDIENTE Numero de unidades de CAT por U enzima CAT / mg proteina Aebi
miligramo de proteinas, usando el (1984)
total de proteinas determinado por
método Lowry.
DEFENSA TRAP DEPENDIENTE Concentracion de Equivalentes de TEAC uM Romay
ANTIOXIDANTE TROLOX® (1996)
NO ENZIMATICA
DANO LIPOPEROXIDACION DEPENDIENTE Cantidad de MDA en 1 mililitro de nM MDA / mL Esterbauer
OXIDATIVO plasma sanguineo. (1982)
OXIDACION DE DEPENDIENTE Cantidad de carbonilo por nM carbonilo / mg proteina Palamanda y
PROTEINAS miligramo de proteinas. Kehrer
(1992)

11.2.4.- Criterios de Inclusiéon y Exclusion

Los criterios de inclusion y exclusion del estudio, se resumen en la Tabla 5.

Tabla N°5: Criterios de Inclusion y Exclusién.

Criterios de Inclusion

Criterios de Exclusion

- Adulto mayor:

e >60 ANOS (mujeres)

-Personas < de 60 anos.
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e >65 ANOS (hombres)
- Independiente
- Capaz de proveer un consentimiento
informado
- Orientado en tiempo y espacio
(Cognitivo)

- Comorbilidad controlada.

- Presencia de Insulinorresistencia (GIR).

- Ausencia de Insulinorresistencia (GC).

-Pertenecer al sistema de salud publico

- Presencia de Patologia sistémica: DMT2,
Enfermedades autoinmunes, Obesidad
morbida.

-Presencia de patologias respiratorias:
EPOC, Fibrosis o0 edema pulmonar.

- Enfermedad neurodegenerativa o
demencia.

- Patologias cardiacas no controladas:
arritmias, compromiso hemodinamico,
insuficiencia cardiaca no controlada,
sospecha de aneurisma, hipertensién
arterial.

- Evento cardiovascular reciente: infarto
agudo al miocardio.

- Comorbilidad no controlada

- Consumo de tabaco

- Epilepsia

- No pertenecer a un sistema de salud

publico.
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11.2.5.- Poblacion y Muestra

a) Universo: Adultos Mayores que pertenecen a la comuna de Concén durante el
afo 2018.

b) Poblacién: Adultos mayores que participan en Grupo de Adultos Mayores
Renacer.

c) Muestra: A este grupo (Poblacion) se les solicitd su colaboracién voluntaria a
través de la firma de un Consentimiento Informado (ANEXO 1) aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso
(ANEXO 2). Una vez firmado dicho Consentimiento, se realizé una entrevista
personal y se le aplicaron los criterios de inclusion y exclusion, detallados en la Tabla
5.

Posteriormente al grupo remanente (n=30), se le midi6 el indicador HOMA-IR en base
a una muestra sanguinea, dividiéndose en dos grupos: Grupo con
Insulinorresistencia (GIR), compuesto por 6 adultos mayores y Grupo sin
Insulinorresistencia (GC), compuesto por 24 adultos mayores. Del GC, se eligieron

aleatoriamente 6 sujetos que conformaron el GC definitivo.

11.2.6.- Evaluacién

11.2.6.1.- Caracterizacion de la Muestra.

Para caracterizar la muestra de estudio se valoraron las caracteristicas generales de
los sujetos, la cual se adjuntoé a la informacion general recopilada en las entrevistas

previas (sexo, edad, antecedentes clinicos y sociales).
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Se midié la altura y el peso, para posteriormente calcular el indice de masa corporal
(IMC) el cual se obtiene del cuociente entre el peso (Kg) y el cuadrado de la talla (m)
(Nuttall, F. 2015). Se evidencié que los sujetos del GIR presentaban obesidad 1,
mientras que el GC, sdélo presentaba sobrepeso.

Ademas, se realizé la evaluacion de los perimetros de cintura y cadera y el indice
cintura/cadera el cual es el cuociente entre el perimetro de cintura (cms) y el
perimetro a nivel de cadera (cms) (Tseng, 2005). Cabe destacar que todos los
participantes se encontraban con sus patologias de base controladas, adheridos a su
terapia farmacoldgica, la cual no afecta los niveles de las variables evaluadas en este
estudio.

Esta informacion se expone en la Tabla 6.

Tabla N° 6: Caracterizacion de la Muestra.

Parametro GC GIR
(Media + EE) (Media + EE)
Sexo (F/M) 4/2 5/1
Edad (anos) 7467 £ 2,75 73,33 +1,65
Peso (Kg) 71,65 5,46 81,6 £+8,4
Talla (m) 1,6 £0,05 1,6 £0,03
IMC (Kg/m?) 27,47 £2,27 31,38 £1,94
ICC 0,92 +0,04 0,92 +0,03

11.2.6.2.- Evaluacién de Insulinorresistencia (HOMA-IR)

Para realizar esta medicién se separaron 1 ml de sangre, de los 10ml extraidos
totales. La obtencion de esta muestra fue a través de una puncién venosa unica, se
almacenaron en un tubo heparinizado, para luego ser procesados en el mismo

laboratorio clinico donde se tomaron las muestras. Para esta determinaciéon, se
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deben requiere de los valores de Glicemia basal (ayuno) e Insulinemia basal (ayuno)

y aplicar la férmula de HOMA-IR, expuesta en la Tabla 1.

11.2.6.3.- Determinacién de Parametros REDOX

Para realizar este procedimiento, se utilizaron los 9 ml de sangre remanente
contenida tubos heparinizados. Estos fueron entregados al investigador y fueron
transportados en cadena de frio, desde el laboratorio clinico al Laboratorio de

Bioensayos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso.

11.2.6.3.1.- Preparacion de las muestras.

En el Laboratorio de Bioensayos, las muestras sanguineas se sometieron a un
proceso de centrifugacion durante 15 minutos a 3000 r.p.m., una vez finalizado este
proceso se obtuvieron tres fases en la muestra: plasma, glébulos blancos (GB) vy
glébulos rojos (GR). La fase superior (plasma), se almacend en 2 tubos Eppendorf
de 1,5 ml cada uno a -20°C para la prueba TRAP y la determinacién de proteinas
totales. El plasma remanente y los GB, se eliminaron segun protocolo de
bioseguridad para muestras humanas. Posteriormente para extraer las trazas de
plasma y GB, se administré a cada muestra un buffer de lavado fosfato salino (NaCl
0,15M, Na:HPO4 0,01M, NaH2PO4 0,1M) a pH: 7,4, para luego ser sometidas a un
nuevo proceso de centrifugacion durante 15 minutos a 3000 r.p.m; este
procedimiento se realizé por ftriplicado, desechando en cada oportunidad el

sobrenadante.
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Una vez obtenidos los GR limpios, estos se hemolizaron con una solucién
hipoténica y se almacenaron a -20°C en 2 tubos Eppendorf para las pruebas:

carbonilo, actividad de SOD y de CAT, a las siguientes concentraciones:

a) Carbonilo: GR mas solucién hipotonica en relacién 1:100.
b) SOD: GR mas solucién hipoténica en relacion 1:28.
c) CAT: GR mas solucién hipotoénica en relacién 1:100.
Finalmente, se extrajeron 2 ml de GR en dos tubos Eppendorf para realizar la

prueba TBARS de inmediato.

11.2.6.3.2.- Determinacion de proteinas totales.

Para realizar la determinacion de concentracién de proteinas carbonilo, actividad
enzimatica de SOD vy actividad enzimatica de CAT, se establecié previamente la
concentracion de PT mediante el método de Lowry (1951) que mide la reaccién de
los residuos de tirosina con el reactivo Folin-Ciocalteu.

Para iniciar la lectura de las muestras se realizd en primera instancia una muestra
blanco con 1ml de agua destilada, 1 ml de RCA y 4 ml de reactivo Folin.
Posteriormente, en un tubo de ensayo se agregd 1 mL de la muestra sanguinea, 1
ml de RCA y 4 ml de la mezcla folin, la cual fue incubada a 55°C en un bano
termorregulado durante 5 minutos. Finalmente, los datos se obtuvieron
espectrofotométricamente a 650nm utilizando celdas de vidrio, por triplicado. Los
datos de absorbancia obtenidos fueron exportados a una base de datos del

laboratorio para estimar las proteinas totales de la muestra.
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11.2.6.3.3.- Defensa antioxidante enzimatica.
Como una forma de evaluar la capacidad antioxidante enddgena se realizaron los

ensayos para determinar actividad de las enzimas SOD y CAT.

11.2.6.3.3.1- Actividad de Superéxido Dismutasa (SOD)

Este analisis se realizd segun lo descrito por Fridovich (1995). Para esta lectura se
preparé una solucion “A”, compuesta de xantina 0,5 mM y citocromo C 20 yM en una
relacion 1:11 disueltos en un PBS (EDTA 0,1 mM, Na2HPO4 50 mM y NaH>PO4 50
mM) ajustado a pH=7,8 la cual se debi6 mantener a una temperatura constante de
37°C en un bafo termorregulado; y una solucion “B” compuesta por 25 uL de Xantina
Oxidasa (XO)y 1 ml de EDTA 0,1 mM en una relacion 1:40 la que se debié mantener
en hielo. La actividad enzimatica se detecté a 550 nm durante dos minutos con
mediciones cada 15 segundos; para iniciar la lectura se realizé inicialmente un blanco
en celda de vidrio con 3 ml de solucion “A” y la medicién de las muestras se realizé
con una mezcla de 2,9 ml de solucién “A”, 50 pL de solucién “B” y 50 uL de muestra
de eritrocitos con la dilucién para SOD. Los resultados se expresaron como unidades
de enzima/mg proteina usando la determinacién de proteinas totales obtenidas

mediante el método de Lowry(1951).
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11.2.6.3.3.2.- Actividad de Catalasa (CAT)

Este analisis se realizé como esta descrito en Aebi (1984).
En la muestra CAT guardada previamente, se midié espectrofotométricamente en
celdas de cuarzo mediante una cinética de degradacién de H20O>, la pérdida de la
absorbancia a 240 nm.
Para este protocolo, inicialmente se prepard un PBS (Na2HPO4 50mM y NaH2PO4 50
nM) ajustado a un pH: 7,0 y luego H202 a 0,3 M.
Previo a la lectura de las muestras, se hizo un blanco con 3 ml de Buffer, mientras
que para las muestras se realizé una mezcla de 2,9 ml de PBS, 100 pyL de H2O2y 5
ML de muestra de eritrocitos con la dilucion para CAT. Las lecturas fueron realizadas
durante un periodo de 90 segundos con mediciones cada 30 segundos, por triplicado.
Una vez obtenidas las lecturas, éstas se graficaron y se obtuvo la constante de
velocidad segun la ecuacion de Monod.
Una vez obtenida la constante, ésta se compardé con la base de datos para estimar
la cantidad de enzima, posteriormente se dividio por la cantidad de proteinas totales
de cada individuo. Los resultados se expresaron como unidades de enzima/mg
proteina usando la determinacion de proteinas totales obtenidas mediante el método

de Lowry.

11.2.6.3.4.- Defensa antioxidante no enzimatica.
Para evaluar la capacidad antioxidante no enzimatica presente en el plasma
de los sujetos se realizé una estimacién de la capacidad antioxidante la cual se

expresa en TEAC (Trolox enzimatic activity equivalent), segun el protocolo TRAP
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descrito por Romay et al.(1996), el cual compara la actividad antioxidante con la
actividad de Trolox, un antioxidante mimético a la Vitamina E. En este método se
midié la perdida de absorbancia del croméforo verde azulado ABTS. + (2,2-azino-
bis(3-ethylbenz- thiazoline-6-sulfonic acid)) al reaccionar con los agentes
antioxidantes de la muestra.

Se realizé una mezcla 1:1 de ABTS (0,150 uM) con ABAP (10 mM) la cual fue
incubada durante 30 minutos en un bafio termorregulado a 45°C para su reaccién, la
cual fue agitada cada 10 minutos. Esta mezcla se denomina “Solucién A”. Pasado
los 10 min, se debe enfriar bajo agua para detener la reaccion.

Se mezclaron 990 uL del buffer PBS (NaCl 0,005 ml, NaoHPO4 0,01M, NaxH2PO4
0,01M ajustado a pH 7,4) con 10 uL de plasma sanguineo almacenados previamente
en tubos Eppendorf. A esta mezcla se le denomina muestra TRAP.

Finalmente se mezclé 1ml de Solucion A, con 10 uL de muestra TRAP.

La mezcla resultante fue leida, en celdas de vidrio, por triplicado, en una cinética de
espectrofotométrica a 734 nm durante 50 segundos con mediciones cada 10
segundos. Sin embargo, para iniciar la lectura de las muestras debié realizarse
previamente la lectura de un blanco de 1ml ABTS. La absorbancia final de las

muestras se obtuvo mediante la siguiente férmula:

Absorbancia 50" - Absorbancia 10"

Absorbancia final= Absorbancia 30"

Cabe destaca que estimacion de la capacidad antioxidante total, se expresa en

TEAC (Trolox enzimatic activity equivalent).
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11.2.6.3.5.- Daino Oxidativo

Para determinar el nivel de dafio oxidativo en las muestras, se realiz6 el ensayo de
TBARS para determinar dano a lipidos y el ensayo de Carbonilos para determinar
dafo a proteinas.

11.2.6.3.5.1.- TBARS

El ensayo TBARS descrito por Esterbauer y cols. (1982), evalua la reaccion del TBA
(Acido Tiobarbiturico) con un producto final de lipoperoxidacion: el MDA.

En un tubo de ensayo cénico, se mezclaron 2 ml del lisado de GR con 2 ml de acido
tricloroacético (TCA) al 30% P/V, y se centrifugd por 15 minutos a 3000 r.p.m.; del
cual se obtuvo un pellet (precipitado de proteinas) y sobrenadante, del cual se extrajo
1,5 ml.

En un tubo de ensayo de 20 ml, se agregaron el sobrenadante extraido mas 1 ml de
acido tiobarbiturico (TBA) al 0,67% P/V luego, esta solucion fue llevada a ebullicién
en una placa calefactora por 20 minutos, y finalmente se enfrié bajo agua fria.

Para la lectura de las muestras se realizé un barrido espectrofotométrico entre 400-
600 nm con el fin de determinar el peak de MDA a los 535 nm aproximadamente.
Posteriormente, se realiz6 la medicion de un blanco con agua destilada en celdas de
vidrio, para después continuar con la medicion de las muestras, por triplicado.
Finalmente se analizé y se comparé la absorbancia con la base de datos previamente

obtenidos para calcular la concentracion final de MDA de cada muestra.
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11.2.6.3.4.2.- Carbonilos

Este analisis se realizé como esta descrito en Levine y cols. (1990) con la muestra
carbonilo guardada previamente. Este método esta basado en la reaccion de los
grupos carbonilo generado por la oxidacion de proteinas con 2,4 dinitrofenilhidracina
(DNPH).

En 4 tubos Eppendorf se mezclan 100 uL de muestra de eritrocitos mas 300 uL de
TCA al 20% P/V, de los cuales tres seran para muestra y uno control. Esta solucién
fue mezclada en vortex y dejada en hielo por 5 minutos, luego se centrifugd por 3
minutos a 11000 r.p.m., resultando un pellet y sobrenadante, este ultimo fue
eliminado.

En los tubos de muestra se agregan 500 uL de DNPH 0,3% en HCI 2M, mientras que
en el tubo control se agregé 500 pL de HCI 2M; los cuales fueron mezclados en vortex
y almacenados en oscuridad durante una hora a temperatura ambiente, mezclando
en vortex cada 15 minutos.

Pasada la hora se agrego a cada tubo 500 yL de TCA al 20% P/V, luego la mezcla
fue agitada en vértex, dejada en hielo por 5 minutos y posteriormente centrifugada
durante 3 minutos a 11000 r.p.m., resultando un pellet y sobrenadante, este ultimo
fue eliminado.

El pellet fue resuspendido en 1 ml de etanol:acetato de etilo (1:1), agitado y
posteriormente dejado en reposo durante 10 minutos. Pasado el tiempo, se centrifugd
durante 3 minutos a 11000 r.p.m., y eliminado el sobrenadante. Este procedimiento

se repitio 3 veces. Tras los pasos anteriores, el precipitado fue secado bajo campana.
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Finalmente, se resuspendio y mezclo el precipitado en 600uL de urea 6M disuelta en
buffer, la cual se dejé en incubacion durante 15 minutos en un bafo termorregulado
a 37°C.

El producto de la reaccion fue leido en espectofotometro a 370 nm, en celdas de
cuarzo por triplicado; la absorbancia fue obtenida por la siguiente férmula:

Absorbancia

Concentracion de Carbonilo (moles) = 1x22000

Siendo:

1: grosor de la celda.

22.000: factor para proteinas carboniladas

11.3.- Analisis estadistico

Se realizé un andlisis descriptivo de las variables analizadas, reportando los datos
promedio, su desviacidén estandar y error estandar. Para el analisis analitico se utilizd
el software Statistica 10.0. Los datos fueron sometidos a una prueba de distribuciéon
paramétrica Shapirowilk. En el caso de los datos que presentaron una distribucion
paramétrica, se realizé analisis ANOVA de una via.

En el caso de los datos que presentaron una distribucidon no paramétrica, se realizd
el test de Mann-Wittney ya que los datos eran de muestras independientes.

Para establecer nivel de asociacion entre HOMA-IR y las variables REDOX, se utilizd
el Coeficiente de correlacién de Spearman (R) por ser las variables no paramétricas.
Se considera un grado de correlacion aceptable un R superior a 0,5 (correlacion
positiva) o inferior a -0,5 (correlacién negativa).

En cualquiera de los analisis se consider6 una diferencia estadisticamente

significativa si el valor p<0,05. (Zar,1999)
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12.- RESULTADOS

Posterior a la seleccion de sujetos basandose en los criterios de inclusion y
exclusion antes descritos, la muestra total corresponde a 12 adultos distribuidos en
dos grupos: Grupo Control (n=6) y Grupo Insulinorresistente (n=6). La caracterizacién
de ambos grupos se detalla en la Tabla 6.
Las muestras sanguineas de ambos grupos (GIR y GC) fueron sometidas a
evaluacion de glicemia basal e insulinemia basal, para determinar presencia de IR,
ademas de determinacion de parametros REDOX.
12.1. Insulinorresistencia.
Para determinar el nivel de Insulinorresistencia de los sujetos muestrales, dado que
no eran diabéticos, se utilizo el indicador HOMA (Homeostatic Model Assesment)
(Matthews y cols., 1985). Del total de voluntarios (30), presentaron IR 6 de ellos, los
que conformaron el Grupo experimental (GIR), mientras que los 24 restantes no
presentaron dicha condicién. De este ultimo grupo, se seleccionaron aleatoriamente
6 de ellos, los que constituyeron el Grupo Control (GC), evidenciandose diferencias
estadisticamente significativas entre indicador HOMA del GIR y del GC (p=0,002165).

Tabla N° 7. Resultados de la evaluaciéon de Insulinorresistencia.

GLICEMIA INSULINA HOMA HOMA
(Media + EE) (Media + EE) | (Media + EE) p- value
GC 98,33 + 3,99 6,07 £ 0,2 1,47 +£ 0,08
0,002165*
GIR 100,67 + 4,9 14,48 £ 2,16 3,52+0,43

Grupo Control (GC), Grupo Insulinorresistente (GIR), Error Estandar (EE) y
Significancia estadistica (p<0,05).
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Figura N° 8. Diferencias de HOMA-IR entre GC y GIR.
(GC: Grupo Control; GIR: Grupo Insulinorresistente)

12.2.- Perfil REDOX

12.2.1.-Actividad Antioxidante

12.2.1.1 Enzimatica.

12.2.1.1.1.- Actividad de SOD

La actividad de la enzima SOD, no presenté diferencias estadisticamente
significativas entre los GIR y GC (p= 0,521).

Tabla N° 8. Resultados de Actividad de SOD

ACTIVIDAD DE SOD
(UEnz/mg proteina) p- value

(Media + EE)
GC 0,000600689
+ 6,9856E-06 0,521

GIR 0,000592375
+ 6,33984E-06

Grupo Control(GC), Grupo Insulinorresistente(GIR), Error Estandar (EE) y
Significancia estadistica (p<0,05).
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Figura N°9. Diferencias de Actividad de SOD entre GC y GIR.
(GC: Grupo Control; GIR: Grupo Insulinorresistente)

12.2.1.1.2.- Actividad de CAT

En relacion a la enzima CAT, se observan diferencias estadisticamente significativas
(p=0,0435) entre GIR y GC, evidenciandose una mayor actividad de CAT en el GIR
que en el GC.

Tabla N° 9. Resultados de Actividad de Catalasa.

ACTIVIDAD

CATALASA p- value
(UEnz/mg proteina)

(Media + EE)
GC 0,000243849
+1,7856E-05

0,0435*

GIR 0,000285225
+1,07551E-05

Grupo Control(GC), Grupo Insulinorresistente(GIR), Error Estandar (EE) y
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Significancia estadistica (p<0,05).
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Figura N°10. Diferencias de Actividad de Catalasa entre GC y GIR.
(GC: Grupo Control; GIR: Grupo Insulinorresistente)

12.2.1.2.- No Enzimatica

12.2.1.2.1.- Capacidad Antioxidante Total (TRAP).

La Capacidad Antioxidante Total del plasma, no mostré diferencias estadisticamente
significativas (p=0,0684) entre el GIR y el GC.

Tabla N° 10. Resultados de Capacidad Antioxidante Total.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
TOTAL p- value

(TEAC mM)

(Media + EE)

GC 0,313674868
+0,011296206

0,0684

GIR 0,28799173
+0,007661326

Grupo Control(GC), Grupo Insulinorresistente(GIR), Error Estandar (EE) y
Significancia estadistica (p<0,05).
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Figura N°11. Diferencias de Capacidad Antioxidante Total entre GC y GIR.

GC

(GC: Grupo Control; GIR: Grupo Insulinorresistente)

12.2.2.- Biomarcadores de Dano Oxidativo.

12.2.2.1.- Lipoperoxidaciéon: MDA

Para la determinacion del dano mediado por lipoperoxidacion, se utilizé la prueba

TBARS, la cual permite medir la concentracion de MDA. Las concentraciones de MDA

en el GIR fueron mayores que en el GC, pero esta diferencia no es estadisticamente

significativa (p=0,1135).

Tabla N° 11. Resultados de Niveles de Lipoperoxidacién.

LIPOPEROXIDACION

+ 0,105847385

(nM MDA/ml) p- value

(Media + EE)

GC 1,160207296
+0,110789482 0,1135

GIR 1,381147993

Grupo Control(GC), Grupo Insulinorresistente(GIR), Error Estandar (EE) y

Significancia estadistica (p<0,05).
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Figura N°12. Diferencias de Lipoperoxidacion entre GC y GIR.
(GC: Grupo Control; GIR: Grupo Insulinorresistente)

12.2.2.2.- Oxidacién de Proteinas: Carbonilo

La determinacion del daino mediado por oxidacion de proteinas se realizd
mediante la cuantificacion de la concentracién de proteinas carboniladas. La
concentracion de éstas en el GIR fue menor que en el GC, no siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0,742).

Tabla N° 12. Resultados de Niveles de Oxidacién de Proteinas.

OXIDACION PROTEINAS
(carbonilo/mg proteina) p- value
(Media + EE)
GC 0,21449096
+0,069044644

0,742

GIR 0,113990573
+0,041705785

Grupo Control(GC), Grupo Insulinorresistente(GIR), Error Estandar (EE) y
Significancia estadistica (p<0,05).
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Figura N°13.- Diferencias de Oxidacién de Proteinas entre GC y GIR.
(GC: Grupo Control; GIR: Grupo Insulinorresistente)

12.3.- Analisis Correlacional

Se realizé un analisis estadistico con el fin de establecer si existia correlacion entre

las variables y el indice HOMA-IR, no encontrandose valores de correlacion

estadisticamente significativos (p<0,05) para todos los analisis y un valor R> 0,5 6

R<- 0,5, segun corresponda.

Tabla N° 13. Resultados analisis correlacional

Actividad de Actividad de Capacidad Lipoperoxidacio Oxidacién de
SOD Catalasa Antioxidante n Proteinas
(U Enz/mg (U Enz/mg Total (nM MDA/mI) (Carbonilo/mg
Proteina) Proteina) (TEAC mM) Proteina)
HOMA-IR | R=0,1748 R =-0,37762 R =0,2727 R =0,433566 R =-0,18083
p- value = 0,586 p- value = 0,2262 p- value = 0,391 p- value = 0,1591 | p- value = 0,56469

74




13.- DISCUSION.

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es un problema de salud publica que tiene
alto impacto a nivel mundial y nuestro pais no es la excepcion. La ultima Encuesta
Nacional de Salud (2016-2017), muestra un marcado aumento de la sospecha de
DMT2 a nivel pais, subiendo de un 4,2% en 2003, a un 9% en 2010y aun 12,3% en
2017. Este mismo informe, demuestra ademas que el principal grupo etario de
incremento en la sospecha de DMT2, fue precisamente el de adultos mayores,
subiendo de un 25,7% en el afio 2010 a un 30,6% en 2017 (MINSAL, 2017).

Este incremento progresivo de esta patologia, se explica precisamente por la
multifactorialidad de elementos que participan en la etipatogenia de la DMT2, siendo
la obesidad, el mas importante predictor de ella (lkemura y cols., 2010).

En términos fisiopatoldgicos, existen dos fendmenos que recorren la patogenia de la
DMT2, incluso afnos antes que la enfermedad se establezca. Estos son: la disfuncion
de las células B del pancreas y la resistencia a la accién de la insulina
(insulinorresistencia) por parte de los tejidos periféricos (Brownlee, M., 2001).

En esta ultima alteracion, se ha descrito el rol del Estrés Oxidativo (EO) como agente
causal de la disfuncion en la captacion de glucosa por alteracion en la sefalizaciéon
de la insulina, asi como también se considera al EO como consecuencia de un
estatus permanente de IR (Mootha y cols., 2003).

El presente estudio, evalué parametros de defensa antioxidante y biomarcadores de

dano oxidativo, en sujetos adultos mayores de ambos sexos no insulinorresistentes
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y en adultos mayores con insulinorresistencia no diabéticos, ambos grupos con

patologias cronicas controladas.

Los sujetos de ambos grupos (GC y GIR) presentaron similitudes en sus
caracteristicas generales, tales como edad, distribucion por género, y talla (Tabla 6).
No obstante, por ser la IR, consecuencia de una alteracion metabdlica sistémica,
existieron diferencias importantes en el peso corporal y por consiguiente, diferencias
también en el IMC (GC= 27,47 y GIR=31,38), constituyéndose el GC por sujetos con

sobrepeso y el GIR por sujetos con Obesidad en estadio 1 (Nuttall, 2015).

La Insulinorresistencia, valorada a través del indicador HOMA-IR, muestra diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos. El GC no presento IR, mientras
que el GIR demostrd un valor de HOMA-IR que indica presencia de resistencia a la
accion de la insulina en este grupo (Matthews y cols., 1985).

Cabe destacar que el indicador HOMA-IR, relaciona la glicemia basal con la
concentracion plasmatica de insulina basal (insulinemia) (Wallace y cols., 2004). La
diferencia en HOMA-IR entre ambos grupos se explica principalmente por la marcada
hiperinsulinemia presente en el GIR y no por hiperglicemia, puesto que ambos grupos
presentan concentraciones de glucosa plasmatica similares (GC= 98,33 mg/dl y
GIR=100,67 mg/dl). En otras palabras, los sujetos del GIR logran mantener la
glicemia basal en niveles normales, gracias a un exceso de produccion de insulina,
lo cual conlleva a largo plazo a una disfuncién de las células B pancreéticas,

tipicamente descrita en la DMT2 (Hollenbeck y cols., 1987).
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Lo anteriormente descrito, evidencia que los sujetos del GIR se encuentran en la
primera etapa de la patogenia de DMT2, la cual se denomina hiperinsulinismo,
pudiendo mantenerse durante anos, hasta pasar a la segunda etapa denominada
intolerancia a la glucosa y aun mas tiempo para constituir una DMT2 propiamente tal
(Weir y cols., 2004).

En lo concerniente a los parametros REDOX, se evalué la actividad de las enzimas

antioxidantes: Superdxido Dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT).

En el presente estudio, los niveles de actividad de SOD entre los grupos control
e insulinorresistente, no presentaron diferencias. Numerosos estudios relacionados
con estas dos variables, han reportado cuantiosa evidencia respecto a la actividad
de esta enzima, incluso en sujetos humanos normales, no existiendo a la fecha
rangos de normalidad (Brownlee, 2001; Ziegler y cols., 2004; Kimura y cols., 2003).
Ademas de lo anterior, hay que considerar el proceso de envejecimiento fisioldgico.
Andersen y cols. (1997), en una muestra de 220 humanos de ambos sexos, de
edades entre 18 y 89 afios, evidenciaron la disminucién en la actividad de SOD con
la edad tanto en plasma como en GR. Este hecho tiene multiples hipétesis en la
literatura. Una de ellas seria la mayor produccion de ERO por disfunciéon mitocondrial
en el envejecimiento, puesto que existiria un desacoplamiento de la cadena
transportadora de electrones (especialmente en complejos | y IV), con el subsecuente
aumento excesivo de O2-, el cual oxidaria SOD, inactivandola. Otra hipdtesis es la
disminucién de la expresién de antioxidantes con el envejecimiento, hecho que

estaria determinado genéticamente (como la expresidén del factor transcripcional
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NRF-2), ademas de factores epigenéticos de dano que se “acumularian” con la edad,

disminuyendo aun mas la expresion y actividad de enzimas antioxidantes.

De la actividad de SOD en sujetos con DMT2, en cambio, la evidencia no es
concluyente. Maritim y cols. (2003) realizaron una revision sistematica, incluyendo
diferentes tejidos tales como rifién, higado, corazén, cerebro, pancreas, retina,
cristalino, plasma y eritrocitos. La conclusién a la que llegaron, es que la informacién
es erratica y no permite discernir un patron basado en género, especie, duracion de
la DMT2 o tejido estudiado.

No obstante, en sujetos no diabéticos con IR, el cuerpo de evidencia es menor, pero
indica que, en estos sujetos, la actividad de SOD no presentaria diferencias con los
sujetos no diabéticos sin IR a largo plazo (Menon y cols. 2011).

Esto podria deberse a que en la etapa de Hiperinsulinemia en la que se encuentran
los sujetos del GIR, se presenta IR, pero no existe hiperglicemia basal, siendo esta
ultima la principal responsable de la disfuncion mitocondrial (Saltiel y cols., 2001) y
por tanto de la excesiva produccion de anion radical superoéxido, el cual es el sustrato
de la enzima SOD (Rains y cols. 2011). Lo anterior podria ser una aproximacién para
explicar la no diferencia en la actividad de SOD entre los grupos del presente estudio,

ya que ningun grupo (GC y GIR) presentaban hiperglicemia basal.

La actividad de CAT, en cambio, fue mayor en GIR que en el GC, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa. La evidencia disponible en modelos en
eritrocitos humanos, indica que no existiria variacion en la actividad de CAT con el

envejecimiento (Andersen y cols. 1997). Rizvi y cols. (2007), en cambio, en un
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estudio con un modelo en plasma humano con una muestra de 80 sujetos de ambos
sexos entre 18 y 85 afios, muestran aumento de actividad de CAT con la edad.

Segun Andersen y cols. (1997), esta divergencia mostrada en la literatura obedeceria
a que los métodos utilizados para medir CAT (Aebi, 1984), son menos sensibles a

pequefas variaciones en las concentraciones de reactivos.

En caso de estudios que relacionan la actividad de CAT con DMT2 (hiperglicemia e
IR) y otros que relacionan la actividad de dicha enzima sélo con IR (estadios
tempranos de DMT2), existen patrones muy diferentes para ambos casos (Eriksson,
2007).

En DMT2 existe una combinacion entre Inflamacion y EO, la cual se encuentra
claramente establecida, explicada principalmente por la presencia de hiperglicemia
(Morino y cols., 2006; Frank y cols., 2005). La inflamacion y el EO se potencian
mutuamente, generando un sistema de retroalimentacion positiva que incrementa el
dafio de manera exponencial (Rains y cols. 2011). En este contexto, existe un notable
incremento de mediadores inflamatorios séricos tales como IL-1beta/TNF-alfa e
IL-6, las cuales senalizan para los factores transcripcionales NF-kB y AP-1,
respectivamente, los cuales inhibirian la captacion de glucosa, favoreciendo un
medio extracelular glucotodxico, el cual aumenta el EO (Gil y cols. 2006). Por otro lado,
en DMT2, existe un aumento en la formacion de ERO (anién radical hidroxilo, anién
radical superoxido y peroxido de hidrégeno) y de ERN, principalmente ONOO-
(Henriksen y cols. 2011). Sumado a lo anterior, los biomarcadores de dano a
macromoléculas en DMT2 también aumentan, siendo el MDA (lipoperoxidacion),

proteinas carbonilo (oxidacion de proteinas) y 8-hidroxi-2 -deoxiguanosina (oxidacion
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de ADN) las que mas sustento presentan (Talior y cols., 2003). Por otra parte, la
inflamacion cronica y el EO aceleran el proceso de senescencia celular, formando

parte del proceso denominado Inflammaging (Giuliani y cols. 2018).

En el caso de los estudios que relacionan la actividad de CAT en sujetos con IR sin
DMT?2, éstos presentan hiperinsulinemia sin hiperglicemia, por lo cual los efectos
deletéreos podrian ser explicados solamente por el primer fenédmeno (Turner y cols.,
2008). Cabe destacar que, en los sujetos del presente estudio, la hiperinsulinemia
que presentaban era de tipo crénica, ya que existe evidencia que muestra
disminucién de EO, pero en sujetos sometidos a hiperinsulinemia aguda,

principalmente por la disminucién en la formacion de ERO (Kyselova y cols., 2002).

Facchini y cols. (2000), promueve la tesis que seria la hiperinsulinemia presente en
los pacientes con IR, uno de los mecanismos principales de envejecimiento
independientes de los niveles de glicemia. Dentro de su hipdtesis, el principal
mecanismo efector de dano, lo constituiria el EO, principalmente por el aumento en
las ERO y en menor medida, por el componente inflamatorio, el cual dependeria
principalmente de la hiperglicemia. Este hecho se fundamenta en que la inflamacion
propia del envejecimiento (inflammaging), generaria una alteracibn en la
comunicacion entre la mitocondria y el peroxisoma, lo cual provocaria un aumento de
la produccién de ERO ademas de disminucién de la actividad de CAT (Deori, y cols.,
2018), contrariamente a lo encontrado en este estudio, en el cual la actividad de CAT

aumento en el GIR, por lo que el mecanismo de aumento de actividad, podria ser la
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sefnalizacion de insulina sostenida por hiperinsulinemia crénica en IR y no, el
inflammaging.

Esta hipdtesis ademas es sustentada por Kenyon y cols. (1993) quienes demostraron
que la mutacién en el gen DAF-2 en el invertebrado C- Elegans (simil del receptor de
insulina en humanos), prolonga la vida de éste, retrasando el envejecimiento hasta 2
veces, es decir, que la hiperactividad del receptor de insulina promoveria el
envejecimiento, con el EO como principal mecanismo de dafio. Estos autores indican
ademas, que el exceso en la sefalizacion de insulina provocaria un incremento
sostenido del la actividad de AKT, lo cual conduce a inhibicion de la actividad del
factor transcripcional FoXO-3A quien es el principal responsable de la expresion de
CAT y SOD, lo que traeria consigo un incremento del EO (Bonnard y cols., 2008).
Este estimulo oxidativo, generaria a nivel celular, activacion de JUN-K, que
hiperfosforilaria a IRS-1, generando mayor resistencia a la accion de insulina,
compensandose por tanto, con una mayor liberacion pancreatica de esta hormona,
produciéndose asi un sistema de retroalimentacion positiva con incremento sostenido
en los niveles de EO y de dafio a macromoléculas (Jain y cols., 1998).
Complementariamente a lo anterior, Xu y cols (1999), determinaron que la
hiperinsulinemia sostenida, incrementaba el EO en el peroxisoma, generando una
mayor produccién de H2O2> y menor expresion e incremento en la degradacién de
CAT, por lo cual, la actividad de la enzima remanente aumentdé. Esto concuerda con
lo reportado por Kedziora-Kornatowska y cols. (1998), quienes demostraron un
incremento en la actividad de GPx en eritrocitos humanos en sujetos diabéticos. Dado
que GPx actua sobre el mismo sustrato que CAT (H203), se estableceria el hecho de

que existiria un incremento sostenido de H202 en modelos con IR (Yip y cols., 1998).
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Puesto que la evidencia indica que existe un incremento en las concentraciones
celulares de H2O2 en sujetos no diabéticos con IR, surge como probable tratamiento,
un incremento en la actividad y/o expresién de CAT. Lee y cols. (2010), demostraron
que al inducir IR con H202, la sobreexpresion de CAT, disminuyd la disfuncién
mitocondrial y la resistencia a la insulina en células musculares de rata. Este hallazgo
es refrendado por Tiganis (2011), quien sostiene que los principales reguladores
celulares en IR, serian las ERO y que CAT, cumpliria un papel central en la patogenia,

determinando la sensibilidad a la insulina y la proteccion de la célula al EO.

Otro aspecto importante de destacar, es la relacion entre la obesidad y la IR. En esta
investigacion se aprecian diferencias entre los IMC de ambos grupos. Mientras el GC
esta compuesto por sujetos con sobrepeso (IMC= 27,4), el GIR esta compuesto por
sujetos obesos (IMC= 31,4).

En este sentido es cuantiosa la evidencia que relaciona la obesidad con la IR,
llegando incluso a senalar que la obesidad seria uno de los principales factores
predictores de IR (lkemura y cols., 2010). Este autor en un modelo de adipocitos de
ratas obesas, reporta una baja concentracién de H2O. y una mayor actividad de CAT
en relacion a adipocitos de ratas no obesas. Este hecho, refrenda lo encontrado en
el presente estudio en donde los sujetos del GIR eran obesos y presentaron mayor

actividad de CAT.

La capacidad antioxidante total, no presenté diferencias entre los grupos. Esta
variable incluye la defensa antioxidante exdgena, principalmente la presencia de

vitaminas con capacidad antioxidante (A, C y E), ademas de precursores de glutation.
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La evidencia muestra que en modelos humanos de DMT2, la concentracion de GSH
no presenta diferencias respecto a controles en plasma sanguineo (Montilla y cols.,
1998), por lo cual se podria inferir que el glutatién estaria determinado principalmente,
(no exclusivamente), por fuentes exdégenas, como la dieta, dado que en DMT2 la
produccion de antioxidantes disminuye notoriamente. No obstante lo anterior, cabe
sefalar que el glutatién es la principal molécula antioxidante en los mamiferos y esta
compuesta por tres aminoacidos: glutamato, cisteina y glicina. Es producido por
practicamente todos los tipos celulares, siendo las principales, las hepaticas, por lo
cual, un adecuado metabolismo hepatico es fundamental para su produccion sumado
al hecho que, una vez oxidado, el glutation requiere de la enzima Glutation Reductasa
para volver a tener actividad antioxidante, por lo cual de todos modos tiene cierta

dependencia de factores endogenos.

De igual modo, los niveles de vitamina E (tocoferol), no tienen un patron definido en
DMT2 en modelos humanos. Mientras algunos estudios muestran incrementos
(Asayama y cols., 1994), otros muestran decremento (Cinar y cols, 2001), e incluso
otros no muestran cambios respecto a controles (Martinoli y cols, 1993), por lo cual,
al igual que el GSH, las concentraciones de tocoferol estrian determinadas
principalmente por la dieta.

En modelos de IR sin DMT2, Kyselova y cols. (2002) no demostraron diferencias en
Capacidad antioxidante total ni en concentracion de GSH, lo cual indicaria que la
hiperinsulinemia de la IR, no seria un factor de disminucion en estos indicadores, lo

cual coincide con lo encontrado en el presente estudio.
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Los sujetos de ambos grupos en esta investigacion son activos, puesto que son
autovalentes, participan en distintos grupos sociales de su comunidad, realizan
actividad fisica dos veces por semana, sumado al hecho de tener un nivel
educacional alto. Estos factores podrian estar determinando un mayor conocimiento
en alimentacion saludable, tal como lo describe Jarvinen y cols.,(1994), en donde
muestra que la poblacion con mayor nivel educacional y de ingresos, presentaba
dieta rica en alimentos con capacidad antioxidante, siendo mayor que la de la
poblacidon general. Sin embargo, el tipo de alimentacion no fue evaluada en esta
investigacion. Por otra parte, los sujetos muestrales no presentaban DMT2, sino
solamente IR, lo cual, sumado una posible alimentacion rica en antioxidantes, podria
ser un factor que explique la no diferencia en la capacidad antioxidante total, entre

los grupos control (GC) e insulinorresistente (GIR).

En lo referente al dafio oxidativo a lipidos, expresado como concentracion de MDA,
no se encontraron diferencias entre los grupos.

Esta descrito ampliamente el dafio a membranas en DMT2, y el consiguiente
incremento de biomarcadores de lipoperoxidacién. Maritim y cols.(1999), en un meta
analisis, demuestra que los niveles de MDA en diferentes modelos celulares tanto en
animales como humanos (riidn, higado, corazén, cerebro, pulmoén, pancreas,
eritrocitos, entre otros) son altos. No obstante, existe mucho menor evidencia en IR
sin DMT2, tanto en modelos animales, como humanos. Se ha demostrado en
modelos animales que la hiperglicemia cronica estimula la lipoperoxidacion, no
obstante, la primera, debe ser alta y sostenida en el tiempo (Rains y cols., 2011). Por

otro lado, Kyselova y cols. (2002) en un modelo de ratas insulinorresistentes no
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diabéticas, generan estados de hiperinsulinemia sostenida de distinta duracion y
evaluan los niveles del biomarcador MDA en diferentes tiempos (0, 90 y 180 min), no
observando diferencias con respecto a las ratas controles (solucion salina), sino sé6lo
en los de hiperinsulinemia de larga duracién. Esto indicaria que no sélo debiesen
existir niveles de insulina altos para generar lipoperoxidacion, sino también
sostenidos en el tiempo.

Los sujetos de este estudio se encuentran en el primer estadio de la patogenia de la
DMT2, denominado hiperinsulinismo (Wright y cols., 2006). No obstante en el
segundo periodo denominado intolerancia a la glucosa, la insulinemia es mayor aun
que en la primera etapa, por lo cual la no diferencia entre los niveles de MDA
encontrados entre los grupos GIR y GC, podrian atribuirse a este hecho: los pacientes
del GIR presentan valores de insulina mayores al GC, pero aun no tan altos como
para determinar diferencias significativas en los niveles de oxidacién de lipidos entre
ellos, es decir, el dano oxidativo a lipidos (principalmente a membranas), no lograria
ser tan importante en esta etapa temprana (hiperinsulinismo), no siendo la IR un
mecanismo capaz de generar por si solo ese tipo de dafo. (Dresnery cols., 1999;

Jain y cols, 1998).

El dafio oxidativo a proteinas, cuantificada como proteinas carbonilo, no mostré
diferencias entre los GC y el GIR.

Hunt y cols. (1988), describieron que la hiperglicemia en DMT2 generaba glicacion
(glicosilacion no enzimatica) de proteinas y su posterior degradacion por aumento de
ERO. Ademas describieron que el exceso de proteinas glicadas, modulaba la

capacidad de NOS vy, por tanto, la posibilidad de generar peroxinitrito (ONOO-), el
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cual es una ERN que se forma a partir de O2-y NO- . Kaul y cols.(1995) demostraron
que esta alteracién en las proteinas producida por EO, era irreversible, pues la
utilizacién de antioxidantes no enzimaticos (probucol), no disminuia la concentracion
de proteinas glicadas. Este hecho es relevante para el presente estudio, puesto que
no existieron diferencias de dafno oxidativo en proteinas entre los sujetos controles y
los insulinorresistentes, lo cual supone que dada la buena capacidad antioxidante de
ambos grupos (dieta y enzimas), la no diferencia podria deberse a la escasa
generacion de carbonilo en los sujetos estudiados. Otra posible explicacion de la no
diferencia en las proteinas carbonilo, pudiese ser un problema técnico, como podria
ser la insensibilidad de la técnica empleada. Ademas, Dong y cols. (2006) mostraron
que la sobreexpresion de CAT en cardiomiocitos de ratas IR, disminuia los niveles de
ERO vy los biomarcadores de dafio a macromoléculas, especialmente a proteinas, lo
cual coincide con lo encontrado en este estudio, en donde la mayor actividad de CAT,
podria estar impidiendo la oxidacién de proteinas, explicando la no diferencia de

proteinas carbonilo entre GC y GIR.

Finalmente, se analiz6 la asociacion entre el indicador de insulinorresistencia HOMA-
IR y las variables de balance REDOX evaluadas en este estudio, no encontrandose
asociacion con ninguna de ellas.

Este resultado contrasta con lo expuesto por Meigs y cols. (2007) quienes utilizaron
una muestra de 2002 sujetos humanos no diabéticos pertenecientes al estudio de
Framingham, y evaluaron como biomarcador la actividad plasmatica de
mieloperoxidasa y la concentracion de 8-Isoprostanos (8-epi-PGF>), el cual es otro

biomarcador de lipoperoxidacion, similar a MDA, el cual fue utilizado en este estudio.
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Esta investigacion arrojé que existia correlacion entre HOMA-IR y 8-isoprostanos,
pero no con mieloperoxidasa. En la presente investigacién la inexistencia de
asociaciéon entre las variables REDOX y HOMA-IR, pudo verse afectada
principalmente por el tamafno de la muestra, el cual es bajo y que, por tanto, no
permite concluir el nivel de asociacion entre las variables en estudio. No obstante un
aumento de la muestra en investigaciones futuras podria determinar algun grado de
asociacion entre parametros REDOX y HOMA-IR, como los mostrados por Korkmaz
y cols. (2013) con una muestra de 55 sujetos.

Por encontrarse los sujetos del GIR en la primera etapa de la patogenia de la DMT2,
no se encontraron diferencias en el nivel de dafio a macromoléculas evaluadas
(lipidos y proteinas), el que si esta descrito ampliamente en los estadios terminales
de esta enfermedad (Henriksen, 2011; Maritim. 1992). Ademas, como se describio
anteriormente, por ser adultos mayores activos con un nivel educacional alto y con
una posible dieta alta en antioxidantes, seria menos probable encontrar
lipoperoxidacién u oxidacioén de proteinas en ellos.

Es, por este mismo hecho (etapa temprana de DMT2), que la producciéon de O2~
puede ser menor y esto determind que no hubiese diferencias en la actividad de SOD
en ambos grupos.

Sin embargo, la actividad de CAT si presentd diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos, lo cual indicaria que, en el GIR de la presente
investigacion, hubo dos factores que determinaron la diferencia en la actividad de la
enzima CAT: la hiperinsulinemia y la obesidad. Estos factores que ya fueron descritos
ampliamente en la patogenia de la IR, determinarian un status prooxidante en el GIR,

causado por EO, el cual podria deberse a la presencia de altos niveles de H20, lo
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que induciria una mayor actividad de CAT, degradando el peréxido y disminuyendo

la formacion de carbonilos, evitando asi los efectos deletéreos del EO a nivel celular.

Las limitaciones del presente estudio fueron: el tamafo muestral reducido,
principalmente por la dificultad en la adherencia al protocolo de la investigacion.
Ademas, los voluntarios no conocian su nivel de Insulinorresistencia (particularmente
insulinemia), puesto que no esta en las prestaciones garantizadas del Ministerio de
Salud, por lo cual del total de voluntarios (30), solo 6 de ellos presentaron IR,
constituyendo el GIR. Ademas, no se controlaron algunas variables intervinientes,
tales como la ingesta de antioxidantes en la dieta.

Otra limitacién fue la no cuantificacién de sistema glutation y de H2O2, ademas de

contar con un grupo control positivo, en este caso, sujetos con DMT2.

Finalmente, la inexistencia de valores referenciales de normalidad para
determinaciones REDOX en humanos, la condicién de adulto mayor, el control de las
patologias cronicas y el tipo de farmacoterapia que utilizan, hace aun mas limitado la
posibilidad de analisis en esta area, pudiendo solamente comparar entre grupos

similares o al mismo sujeto antes y después de algun tipo de intervencion.
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14. CONCLUSION.

- La IR se asocia a un aumento de la actividad enzimatica antioxidante de CAT en los
sujetos adultos mayores estudiados.

- La IR no genera cambios de la actividad enzimatica antioxidante de SOD en los
sujetos adultos mayores estudiados.

- La IR no produce cambios en la capacidad antioxidante total, asi como tampoco en
los niveles de oxidacion de lipidos y proteinas en adultos mayores estudiados.

- No se demuestra grado de asociacion entre IR y las variables de defensa
antioxidante enzimatica, capacidad antioxidante total y biomarcadores de dafio

oxidativo a lipidos y proteinas en los sujetos estudiados.

Para el desarrollo de investigaciones futuras en este campo, se debe considerar las
limitaciones antes declaradas, en especial, un mayor tamano muestral, la
consideraciéon de otros parametros REDOX, la presencia de un control positivo con
DMT2, ademas de una intervencion, como un protocolo de ejercicio, dieta o

suplemento que permita determinar cambios en los parametros REDOX e IR.

Finalmente, los resultados obtenidos en el presente estudio podrian aportar
informacion adicional para establecer nuevos disefios metodoldgicos en el desarrollo
de la investigacion aplicada, para establecer la relacion entre las alteraciones

metabdlicas sistémicas, el envejecimiento y el Estrés Oxidativo.
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16.- ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento Informado

*

e Universidad

W deValparaiso
CHILE

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Informacién para adultos mayores pertenecientes a Agrupacion de Adultos Mayores
RENACER

El proposito del presente documento es invitarlo/a a participar en el estudio “Relacién entre
Insulinorresistencia y Estrés Oxidativo en adultos mayores" tesis de Magister en Ciencias de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso.

Usted ha sido seleccionado por pertenecer a la poblacién de adultos mayores, que no presenten
alguna enfermedad que genere incapacidad de entendimiento, problemas mayores de movilidad,
enfermedades respiratorias o cardiacas crénicas no controladas. El investigador principal es
Carlos Antonio Vargas Donoso. Para que usted pueda tomar una decisién informada, a
continuacién se le explicara cuéles seran los procedimientos involucrados en la ejecucién de la
investigacién, asi como en qué consistiria su participacion:

La investigacion se realizara durante el primer semestre del presente afio en dependencias de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso (Angamos 655, Refiaca), y en el
laboratorio clinico LABOCLIN (Los Fresnos 276, Miraflores Bajo), ambos ubicados en la comuna
de Vifa del Mar.

La relevancia de realizar esta investigacién radica en que tanto la insulino resistencia (IR) como el
Estrés Oxidativo (EO) son importantes predictores de enfermedades crénicas, ya que esta
condicién aumenta el riesgo de eventos cardiacos, cerebrovasculares y favorece la aparicion de
diabetes, lo cual, asociado a los cambios corporales propios del envejecimiento generan dafio en
la salud, disminuyendo de manera importante su calidad de vida.

Se espera que los resultados de la investigacion logren determinar la relacién entre insulino
resistencia, y Estrés Oxidativo, para esto sélo se requiere una muestra de 10 ml de sangre venosa,
procedimiento absolutamente seguro y de uso clinico habitual.

Procedimientos:

*Todos los procedimientos que se le realizaran, probablemente Ud. ya los conozca.

1. Se aplicara una encuesta para conocer sus antecedentes médicos relevantes.

2. Medicién de indicadores de Estrés Oxidativo: Se le tomard una muestra de sangre, para
determinar su estado de oxidacién y capacidad antioxidante. Para ello se le extraeran 10 ml
de sangre, lo que se llevara a cabo en el laboratorio LABOCLIN, ubicado en Fresnos 276,
Miraflores Bajo, Vifia del Mar, sin costo para usted siendo enfermeros y técnicos en
enfermerfa dependientes de este laboratorio quienes realizaran la toma de muestra de sangre
venosa, siguiendo los protocolos de puncién y medidas de seguridad correspondiente.

3. Riesgos
En el presente estudio se realizara una toma de muestra de sangre venosa simple, el cual
constituye un procedimiento clinico habitual, que con seguridad, Ud. debe haberse hecho
anteriormente. Este procedimiento rara vez presenta algin tipo de alteracién para los
pacientes. Cabe destacar que el laboratorio Clinico donde se le tomard la muestr
(LABOCLIN) posee un Protocolo de toma de muestra en donde se especifica el manejo en
de complicacion.

En caso de encontrar alteracidon en su examen, se le informara inmediatamente a Ud.

4. Beneficios
El beneficio que usted obtendra de esta investigacion, sera la entrega de un informe gratuits
de todas las mediciones realizadas, en donde podra ver su estado de salud. El investigador le
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el EO antes del diagnostico de diabetes, lo cual permitird comenzar con el tratamiento de
manera precoz.
. Todo gasto que se considere dentro de la investigacion sera solventado por el equipo,
incluyendo su traslado. Asimismo, se sefiala que no recibira pago por su colaboracién en el
proyecto.
. Derechos del participante
a) A manifestar dudas, preguntas
Los participantes de esta investigacion pueden manifestar sus preguntas, ya sea antes,
durante y después de la intervencion, en caso de que requiera aclaraciones respecto a la
investigacién podra contactarse con el investigador (+56962890340), carlos.vargas@uv.cl,
(Carlos Vargas).

b) A la participacién voluntaria y a la revocacién del consentimiento

Ud. se puede retirar del estudio en cualquier momento si lo considera necesario, solo debe

comunicarse con el investigador. En caso de retirarse no perderd ningtin beneficio ni

atencién de su centro de salud o talleres participantes y sus datos recopilados hasta el
momento le serén entregados integramente, ademas, no formaran parte de los resultados
del estudio.

A la atencidén y derivacién oportunas en casos identificados de hallazgos a consecuencia

de la investigacion.

C

~

Al finalizar las mediciones recibira un informe completo de su estado de salud, en el caso
que los resultados presenten alguna alteracion, se le derivara a su CESFAM, para gestionar
una atencién médica y asi pueda usted comenzar con el tratamiento adecuado para el
hallazgo encontrado.

d) A recibir informacién relevante derivada de la investigacion que lo pueda beneficiar o
hacer cambiar su opinion respecto de su participacion.
Ud. conocera los resultados de la investigacion de forma individual y acerca de la
publicacién posterior a la investigacion.

. Confidencialidad
a) Reserva de la identidad del participante

Su nombre serd de informacién confidencial en todo momento y sus datos personales serdn
codificados, donde SOLO el investigador tendra acceso a ellos.
b) De los datos personales y sensibles

Los resultados de la presente tesis podran ser utilizados s6lo por el investigador con el total
resguardo de la identidad de los participantes, tanto en el proceso de recoleccién de datos
como en el de publicacién. Esta informacién permanecera archivada por 5 afios en
dependencias de la Escuela de Kinesiologia en el Campus de la Salud de la Universidad de
Valparaiso.

. Los resultados de esta investigacién, posterior a la defensa de tesis, podran ser publicados en
medios de divulgacion cientifica, o expuesta en seminarios, congresos u otras actividades
cientificas, preservando el total resguardo de la identidad de todos los participantes, tal como
se consigna en el parrafo anterior.

. Esta investigacion ha sido evaluada y aprobada por el Comité de Bioética en Investigacion
(CBI) de la Facultad de Medicina (FAMED) de la Universidad de Valparaiso. Si usted lg
requiriera, en caso de tener alguna duda acerca de este estudio o respecto de sus dered
como participante en esta investigacién, puede contactar a su presidente en el teléfono 3 330

30 02 0 E-mail: etica.facultadmedicina@wuv.cl.
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Anexo 2: Acta de Aprobacién Comité de bioética Universidad de Valparaiso

% 3
*
Sn Universi d’a d FACULTAD DE MEDICINA
B deValparaiso Comité de Bioética
CHILE para la Investigacion

ACTA DE EVALUACION BIOETICA No. 26/2018

L. El Comité de Bioética de la Facultad de Medicina, de la Universidad de Valparaiso en
presencia de Jimena Le Roy, tecndlogo médico, Presidenta; Eva Sotelo, profesora de
Castellano, Vice-presidenta; Paulina Hurtado, enfermera — matrona; Angelo Bartsch,
kinesidlogo; Paula Eherenfeld, matrona, Claudia Calderdn, psicéloga y Maria Lourdes
Andrade, comunidad, en su sesién del dia 28 de junio de 2018, declara haber evaluado el
protocolo experimental del proyecto “Relacion entre Insulinorresistencia y Estrés Oxidativo
en adultos mayores”, presentado por el investigador responsable Carlos Vargas Donoso,

adscrito a esta Facultad.

II. Para su evaluacién el Comité de Bioética reviso los siguientes antecedentes:

Protocolo N° 33/2018 version en espafiol

2. Hoja Informativa de Consentimiento Informado y Acta de Consentimiento
Informado, versién en espafiol, cuyos destinatarios son participantes de
investigacion.
Curriculum Vitae del investigador responsable.
Manual toma de muestras de LABOCLIN.

5. Carta Autorizacién Agrupacion Renacer.

I1I. En la valoracién bioética del proyecto, el Comité considerd que dicha propuesta cumple
con los principios éticos necesarios para su realizacién, entre otros, los de beneficencia y

atencién a potenciales riesgos; se concluy6 que su pertinencia fundamental radica en:

1. Eldisefio se ajusta a las Normas de Investigacién en Seres Humanos.
2. El estudio propuesto podra determinar cambios en el balance REDOX en pacientes

de diabetes mellitus tipo 2, lo cual permitira ademdas comenzar el tratamiento
esta patologia de manera precoz y revertir el status prooxidante de los pacientes.
3. El Consentimiento Informado da cuenta de la finalidad de la investigacién en fo.
clara; explicita y respeta la voluntariedad del posible participante, ademas
ofrecerle la oportunidad de retirarse en cualquier momento sin que ello le revista

algtn perjuicio; asegura la confidencialidad de los datos y de la identidad del sujeto;

COMITE DE BIOETICA PARA LA INVESTIGACION - FACULTAD DE MEDICINA
Angamos #655 Refiaca, Vina del Mar | Teléfono: 32 260 30 02 | E-mail: etica.facultadmedicina@uyv.cl
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se precisa que no existen riesgos, ni costos involucrados como tampoco remuneracién
por participar; especifica en qué consistird la colaboracién del sujeto, sefialando
tiempo que involucrard la aplicacion de los instrumentos, y explicitando el
compromiso de activar un protocolo de contencién y posterior derivacion si se
detectara alguna sintomatologia que asi lo requiriese en los participantes; asi también,
el investigador da a conocer su teléfono e E-mail de contacto para ubicarlo en caso de
cualquier consulta o duda.

4. Los antecedentes curriculares del Investigador Principal garantizan la ejecucién del
estudio dentro de los marcos éticos y técnicos aceptables.

5. Los miembros del Comité declararon no tener conflicto de interés.

IV. Por lo anterior, el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina aprueba el presente
protocolo de investigacién, que se llevara a cabo en la Universidad de Valparaiso, en
colaboracion con laboratorio LABOCLIN, durante el afio 2018, bajo la supervision del
investigador responsable, Carlos Vargas Donoso. Las eventuales modificaciones que pudiera
sufrir el protocolo al que seran sometidos los participantes deberan ser evaluadas por este
Comité y aprobadas previo a su aplicacién. El investigador responsable deberd transmitir
informe de estado de avance del estudio al término de cada afio de ejecucion o el informe

final, si correspondiere.

Firma en representacion del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina,

JIMENA LE ROY BARRIA

Presidenta

C/C.
* Secretaria CBI-FAMED.

+ Comisién de Investigacion Facultad de Medicina.
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