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Resumen

Introduccion: La diabetes se asocia a un incremento en
la peroxidacion de lipidos, cuantificada a partir del nivel
de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS).
En paralelo, se activa el sistema de defensa antioxidante
(SDA) para delimitar el dafio.

Objetivo: Determinar el grado de peroxidacion de lipi-
dos en individuos obesos diabéticos tipo 2 (DM2) y la res-
puesta del SDA en comparacion con individuos con DM2
sin obesidad.

Método: Se evaluo el daiio a lipidos a través de la medi-
cién de las TBARS en dos grupos de 30 individuos. Se eva-
lué la respuesta del SDA por medio de la medicion de la
actividad de las enzimas catalasa (CAT), superéxido dis-
mutasa (SOD) y glutatiéon peroxidasa (GPx).

Resultados: El grupo de DM2 obesos presenté un
indice de masa corporal (IMC) promedio de 38,6 + 3,5 kg
m? en comparacion con el grupo control 24,7 + 3,6 kg m?
(p < 0,01). Los niveles de TBARS en el grupo en estudio
fueron mas altos en comparacion al grupo control (p <0.01).
En un analisis de regresion lineal miltiple la actividad de
SOD y CAT explicé los niveles de TBARS en el obeso con
DM2.

Conclusion: Los niveles de TBARS sugieren mayor
dafio por estrés oxidativo en DM2 obesos por un exceso en
la produccion de radicales libres (RL), asi como incapaci-
dad del SDA para delimitar el dafio.
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LIPID PEROXIDATION AND THE RESPONSE OF
THE ANTIOXIDANT DEFENSE SYSTEM IN THE
OBESE TYPE 2 DIABETIC COMPARED WITH THE
NON-OBESE TYPE 2 DIABETIC

Abstract

Introduction: Diabetes is associated with increased
lipid peroxidation, quantified as the levels of thiobarbi-
turic acid reactive substances (TBARS). In parallel, the
antioxidant defense system (ADS) reacts to diminish the
oxidative damage.

Objective: To determine the levels of lipid peroxidation
and the activity of antioxidant enzymes in obese type 2
diabetic (DM2) individuals compared to non-obese DM2
individuals.

Methods: Lipid peroxidation was quantified by measu-
ring TBARS and the ADS response by measuring the
activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)
and glutathione peroxidase (GPx).

Results: Two groups of 30 subjects were studied. The
obese DM2 group had a mean body mass index (BMI)
38.6 = 3.5 kg m? compared to the control group 24.7 + 3.6
kg m? (p<0.01). TBARS levels in the study group were
higher compared to the control group (p <0.01). Multiple
linear regression analysis suggested that activities of SOD
and CAT adjusted to lipid peroxidation (TBARS) in the
obese DM2 individuals.

Conclusion: TBARS levels suggest greater oxidative
damage in obese DM2 subjects with a diminished
response of ADS.

(Nutr Hosp. 2013;28:1905-1911)
DOI1:10.3305/nh.2013.28.6.6946

Key words: Diabetes mellitus type 2. Oxidative stress.
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Abreviaturas

DM2: Diabetes mellitus tipo 2.

TBARS: Sustancias reactivas al dcido tiobarbiturico.
CAT: Catalasa.

SOD: Superéxido dismutasa.

GPx: Glutation peroxidasa.

IMC: Indice de masa corporal.

EO: Estrés oxidativo.

RL: Radicales libres.

O,": Radical superdxido.

H,0,: Peréxido de hidrogeno.

SDA: Sistema de defensa antioxidante.

ERO: Especies reactivas de oxigeno.

FNT-alfa: Factor de necrosis tumoral alfa.

Kg: Kilogramo.

m?* Metro cuadrado.

mg dL': Miligramo por decilitro.

U g prot: Unidades por gramo de proteina.

mU g! prot: Miliunidades por gramo de proteina.
nmol g prot: Nanomoles por gramo de proteina.
LDL: Lipoproteina de baja densidad.

HDL.: Lipoproteina de alta densidad.

HBA1C: Hemoglobina glucosilada Alc.

Introduccion

La obesidad y la diabetes tipo 2 (DM2) son dos pato-
logias intimamente relacionadas con multiples afecta-
ciones sistémicas, como cancer, procesos inflamatorios
crénicos y enfermedades neurodegenerativas, entre
otros'. La obesidad es una enfermedad a nivel mundial
que ha llegado a magnitud de pandemia®. Numerosas
investigaciones han demostrado un incremento en la
morbilidad y la mortalidad asociadas a la obesidad®.
Asi, el riesgo de padecer diabetes, dislipidemias, resis-
tencia a la insulina, y patologfas similares es tres veces
mayor en los individuos obesos*. La obesidad y la dia-
betes han sido relacionadas con el estrés oxidativo
(EO)’ causado por un desequilibrio entre la produccién
de radicales libres (RL) y el sistema de defensa antioxi-
dante (SDA). Las especies reactivas de oxigeno (ERO),
entre las que se encuentran los RL, son moléculas alta-
mente reactivas que interactiian con sustratos como pro-
tefnas, carbohidratos y lipidos pudiendo generar dafio a
la estructura y funcién celular®.

La peroxidacién de lipidos causada por ERO es una
de las causas mas importantes del dafio a las células del
endotelio’. El dafio al endotelio en el individuo con
DM2 genera micro- y macroangiopatias, las cuales no
pueden ser prevenidas solamente por el control de la
glucemia, ya que las ERO juegan un papel determi-
nante®. La retinopatia y nefropatia diabética se desarro-
llan a la par y son las responsables del mayor nimero
de cegueras y nefropatias crénicas®'®. El incremento de
las ERO acelera el proceso de ateroesclerosis dando
como resultado un aumento del riesgo de eventos coro-
narios agudos y accidentes vasculares cerebrales'.

Uno de los principales mecanismos de produccion
de ERO en el individuo con DM2 es la autoxidacion de
la glucosa''. La desnaturalizacién de esta molécula da
lugar a la formacion del radical superéxido (O,), el
cual es precursor del peréxido de hidrogeno (H,0,)
entre otras ERO™. En el individuo con DM2 obeso, los
niveles de dcidos grasos libres son otra fuente de O,
debido a que son facilmente oxidados®. E1 IMC de los
pacientes obesos, traducido en volumen de tejido a
oxigenar, es un factor adicional en la generacion de
ERO, que demanda mayor esfuerzo del miocardio,
tanto metab6lico como mecdnico'. Como consecuen-
cia de esta demanda se incrementa el estallido respira-
torio mitocondrial, con aumento de la produccién de
O, ". El incremento en la presién intraabdominal
pudiera ser otra fuente de ERO. Esta ocasiona mayor
compresion intracelular en los adipocitos, resultando
en la liberacién de citocinas y del factor de necrosis
tumoral alfa (FNT-alfa), 1o que incrementa la produc-
cién de O, .

La evidencia cientifica relaciona al EO con DM2 y
obesidad, pero hasta la fecha no se conocen los valores
del dafio oxidativo que permitan predecir o sefialar en
qué momento se pueda considerar como patolégico. El
objetivo del presente estudio fue determinar el grado de
dafio oxidativo y las defensas antioxidantes como bio-
marcadores en individuos obesos con DM2 en compa-
racion con individuos con DM2 no obesos. Para ello, se
evalud la peroxidacién de lipidos, expresada como los
niveles de las sustancias reactivas al dcido tiobarbitud-
rico (TBARS), y la actividad de las enzimas del SDA
catalasa (CAT), superéxido dismutasa (SOD) y gluta-
tién peroxidasa (GPx).

Método

Se estudiaron dos grupos de 30 pacientes cada uno.
El grupo de obesos con DM2 y el grupo de referencia,
DM?2 sin obesidad. Se clasificaron como obesos aque-
llos sujetos con IMC mayor de 30 [kg m*]*'*. La clasi-
ficacién de DM2 fue realizada con base en los criterios
de la “Guia para la préctica clinica para el diagnéstico
y tratamiento de la diabetes mellitus”"’. Los sujetos
obesos con DM2, asi como los del grupo de referencia,
fueron reclutados del Programa de Educacién en Dia-
betes del Instituto Mexicano del Seguro Social (DIA-
BETIMSS). Con la finalidad de eliminar posibles fac-
tores de confusién se excluyeron sujetos que
presentaran las siguientes circunstancias un mes antes
de la toma de muestra: ingesta de suplementos con
antioxidantes, tratamiento contra dislipidemias, infec-
ciones recientes, afecciones hepdticas y renales, pro-
cesos neopldsicos, accidente cerebrovascular, infarto
agudo al miocardio y accidente traumadtico'. El proto-
colo de estudio y el consentimiento informado fueron
registrados ante el comité local de investigacién en
salud del Hospital General de Zona Num. 1, folio: R-
2010-301-1. A cada uno de los pacientes se le explic
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el estudio y se le di6 a leer el consentimiento infor-
mado. Todos los pacientes seleccionados aceptaron
participar en la investigacién.

Las muestras de sangre venosa (aproximadamente 7
mL) fueron obtenidas después de 10 horas de ayuno y
procesadas en el laboratorio de Estrés Oxidativo del
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
S.C. Se utilizaron métodos espectrofotométricos para
cuantificar el dafio oxidativo y la actividad de las enzi-
mas del SDA. Como producto de la peroxidacion de
lipidos se midieron los niveles de TBARS segtn téc-
nica descrita por Zenteno-Savin et al. (2002)*. Como
parte de las enzimas del SDA se determind la actividad
de SOD de acuerdo al protocolo de Susuki (2000)", de
CAT segtin Aebi (1984)* y de GPx de acuerdo a Flohé
y Giinzler (1984)*'. Los niveles de glucosa, hemoglo-
bina glucosilada Alc (HBA1C), colesterol total, trigli-
céridos, lipoproteina de baja densidad (LDL) y lipopro-
teina de alta densidad (HDL) se determinaron en un
sistema integrado automatizado (Dimension RxL Max,
Siemens).

Se utilizé el programa SPSS V13.0 para el andlisis
estadistico. En todos los pardmetros evaluados se rea-
liz6 andlisis de normalidad Kolmogorv-Smirnov, y se
utilizo t de Student para la comparacion entre grupos®.
Dichas variables se presentan como medias + error
estandar. En cuanto la variable sexo, se presenta en
frecuencia absoluta y relativa. Para evaluar la activi-
dad enzimdtica SOD, GPx y CAT (variables indepen-
dientes) con relacion a los niveles de TBARS (variable
dependiente) se utilizé andlisis de regresion lineal
multiple. Los modelos de regresion fueron construidos
usando el andlisis por pasos (stepwise) para seleccio-
nar las variables predictoras que significativamente
maximizaron el modelo r? (coeficiente de determina-
cién)®. El nivel de significacién a fue < 0,05. Por
ultimo se realizé un andlisis de la distribucién de los
residuales para evaluar la homocedasticidad, el ajuste
del modelo y detectar observaciones atipicas de los
datos.

Resultados

La edad promedio del grupo de obesos con DM2 fue
de 39 + 4 afos, de los cuales el 70% fueron mujeres,
con un IMC promedio de 38,6 + 3,5 kg m?. La edad
promedio del grupo de referencia DM2 no obesos fue
de 39 + 3 afios, en donde el 60% fueron mujeres, con un
IMC promedio de 24,7 + 3,6 kg m? significativamente
menor que en obesos DM2 (media -13,88, t=-15,64 df
29 p<0,01).

En la tabla I se presentan los valores de bioquimica
sanguinea. Los niveles de triglicéridos fueron signifi-
cativamente mayores en los individuos obesos con
DM2 (188 + 18,5 mg dL') en comparacién con los
individuos con DM2 no obesos (132 + 9,3 mg dL")
(media -55,50 t=-2,53 df 29 p=0,02). Los promedios
de HDL fueron significativamente menores en los obe-
sos con DM2 (37 = 1,5 mg dL') en comparacién a los
DM2 no obesos (45 + 2,7 mg dL') (media 7,80 t=2,67
df 29 p=0,01). No se observaron diferencias entre los
grupos en los niveles de glucosa, colesterol, LDL o
HBAI1C (p>0,05) (Tablal).

Los niveles de TBARS fueron mayores en los obe-
sos con DM2 (153,30 = 11,9 nmol g prot) que en el
grupo de referencia (74,48 + 3,6 nmol g'! prot) (media -
78,82 t=-6,14 df 29 p<0,01) (Tabla II). El mismo
patrén se observo en la actividad de las enzimas CAT,
SOD y GPx, las cuales mostraron un incremento
(p<0.01) en el grupo de individuos obesos con DM2 en
comparacién al grupo de referencia (Tabla IT).

Se generaron dos modelos de regresion lineal multi-
ple para evaluar el efecto de la actividad del SDA sobre
los niveles de TBARS. En la tabla III se muestra el
modelo final para la correlacion de la actividad de las
enzimas SOD y CAT con los niveles de TBARS en los
sujetos obesos con DM2 (2= 0,35 p = 0,01). El modelo
de regresion final creado para los sujetos con DM2 no
obesos (Tabla IV) mostr6é que solamente la actividad
de CAT se correlacion6 con los niveles de TBARS
(r* = 0,38 p < 0,01). La varianza constante y la distri-

Tabla I
Comparacion de los niveles de los pardmetros de bioquimica sanguinea entre individuos diabéticos (DM2) obesos y no obesos

Grupo DM?2 Grupo DM?2 Diferencia de los
Variable bioquimica referencia obesos promedios (%) *p
Glucosa (mg dL.*) 126 £ 6,5 140+79 11,1 0,21
Colesterol (mg dL") 186 = 4,7 193 + 6,6 3,7 0,11
Triglicéridos (mg dL™") 132+9,3 188 +1,.5 424 0,02
LDL (mg dL')** 124 + 4,7 120+ 5,1 -3,2 0,49
HDL (mg dLt)**%* 45+2,7 37+ 1,5 -17,7 0,01
HBAIC (%)**** 7,1+0,2 6,8 +0,2 -42 0,49
Los datos se presentan como promedio * error estdndar
*significacion estadistica por ¢ de Student
**LDL: lipoproteina de baja densidad
*## HDL: lipoproteina de baja densidad
##kx HBA1C: hemoglobina glucosilada Alc en %
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Tabla II
Comparacion de los niveles de peroxidacion de lipidos (TBARS) y de las enzimas del sistema de defensa antioxidante
en individuos diabéticos (DM2) obesos y no obesos

Grupo DM?2 Grupo DM?2 Diferencia de los
referencia obesos promedios (%) *p
TBARS (nmol g prot) 74,5+ 3,6 153,30+ 11,9 105,8 <0,01
CAT (U g prot) 58915,2 + 8661,2 104387,15 + 11575,8 77,1 <0,01
GPx (mU g' prot) 5,6 +0,8 29,57 +2,35 427,1 <0,01
SOD (U g prot) 2106,9 + 186,5 3438,49 + 250,0 63,2 <0,01
180 7 140.000 - 351 4.000 1 O DM2 obesos
@ DM2 no obesos
160 1 120.000 | 30 1 I 3.500 1
140 7 I 3.000 -
120 1 100.000 251 :
2.500 A
100 1 80.000 20 1
2.000 -
80 1 60.000 A 15 1 1500
607 40.000 1 10 o
101 ' 1000 1
20 1 20.000 1 54 l 500 1
0 0 0 0
TBARS (nmol g prot) CAT (U g prot) GPx (mU g prot) SOD (U g prot)

Los datos se presentan como promedio =+ error estdndar
Abreviaturas: TBARS: peroxidacion de lipidos; SOD: superéxido dismutasa; CAT: catalasa; GPx: glutatién peroxidasa.
*Significacion estadistica por ¢ de Student

Tabla III
Modelo final minimo ajustado para los niveles de peroxidacion de lipidos (TBARS) en individuos obesos
con diabetes mellitus tipo 2

Coeficiente
no estandarizado

Modelo Variable b Errorestindar t P r F *p
TBARS Intercepto 47,61 29,75 1,60 0,12 0,35 7,30 <0,01
SOD 0,020 0,008 2,66 0,01
CAT 0,0003 0,0001 2,18 0,04

SOD: superéxido dismutasa; CAT: catalasa. *Nivel de significacion del modelo

Tabla IV
Modelo final minimo ajustado para los niveles de peroxidacion de lipidos (TBARS) en individuos
con diabetes mellitus tipo 2 no obesos

Coeficiente
no estandarizado

Modelo Variable b Errorestindar t P r F *p
TBARS Intercepto 59,52 4,62 12,88 <0,01 0,38 17,05 <0,01
CAT 0,0002 0,0001 4,13 <0,01

CAT: catalasa. *Nivel de significacién del modelo
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bucién normal de los residuales no sugieren ninguna
tendencia, confirmando la suficiencia de los modelos
ajustados (Figs. 1y 2).

Discusion

Los TBARS son el producto de la peroxidacion de lipi-
dos frecuentemente utilizado en la determinacion del
balance oxidacién/anti-oxidacién en los individuos dia-
béticos’. Nuestros datos muestran niveles altos de las
concentraciones de TBARS para ambos grupos de diabé-
ticos al comprarlo con lo reportado por Stefanovic et al.
(2008) en su grupo control de no diabéticos'. Los datos de
dichos autores concuerdan con los resultados del pre-
sente estudio al reportar mayor concentraciéon de TBARS
en individuos DM2 obesos en comparacién a DM?2 sin
obesidadl'. Diversos autores reportan incrementos simi-
lares en los niveles de TBARS en los individuos diabéti-
cos en comparacion a los individuos no diabéticos™>.

Fisiol6gicamente, un aumento en la produccién de
H,0, puede inducir un incremento en los niveles de
TBARS*.En el presente trabajo, la mayor actividad de
SOD y los mayores niveles de TBARS en los indivi-
duos con DM2 obesos en comparacién con el grupo de
referencia, podrian sugerir un incremento en la produc-
cién de O,y su transformacién en H,0,. Stefanovic et
al. (2008) reportan una diferencia estadisticamente sig-

nificativa en el incremento de la actividad de SOD en
los diabéticos obesos en comparacion a los diabéticos
no obesos'.

Ante el incremento de los niveles de H,O, existe un
mecanismo de autoregulacion entre las enzimas CAT y
GPx, a niveles bajos de peroxidacioén la actividad de
detoxificacion se encuentra dada por GPx. Cuando los
niveles de H,O, son altos el mecanismo de respuesta
estd mediado por CAT’. Este proceso de activacién
enzimadtica se puede observar en el modelo de regre-
sién lineal multiple para ambos grupos estudiados.

La actividad las enzimas antioxidantes SOD y CAT
con los niveles elevados de TBARS sugiere que los
sujetos obesos con DM2 estdn sometidos a un mayor
nivel de EO en comparacién a los individuos con DM?2
no obesos. Resultados de otros trabajos de la actividad
del sistema de defensa antioxidante son controversiales
en cuanto a la actividad de SOD y CAT ante la peroxi-
dacion de lipidos. Olzyck et al. (1994) no encuentran
diferencias entre la actividad de SOD y CAT con los
niveles de TBARS en el grupo control vs el grupo de
diabeticos®. Turk et al. (2002) reportan un incremento
de la actividad de SOD en individuos diabéticos vs no
diabéticos. La actividad de CAT se reportan menor en
los diabéticos en comparacién a los controles’. En
nuestro trabajo se aprecia que la actividad de CAT se
correlaciona positivamente con las concentraciones de
TBARS en ambos modelos presentados.
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Fig. 1.—Distribucion de los valores residuales en el modelo lineal ajustado por las concentraciones de peroxidacion de lipidos
(TBARS) en los individuos con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) obesos.
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Fig. 2.—Distribucion de los valores residuales en el modelo lineal ajustado por las concentraciones de peroxidacion de lipidos
(TBARS) en los individuos con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) no obesos.

Se ha sugerido como probable explicacién de la dife-
rencia encontrada en los individuos con DM2 obesos vs
no obesos la autoxidacion de la glucosa, la cual incre-
menta los niveles O,y otras ERO, causando dafio a lipi-
dos''. Otro mecanismo de producciéon de ERO es el
incremento del estallido respiratorio mitocondrial resul-
tante del aumento en la carga mecédnica y metabdlica, y
por ende en el consumo de oxigeno del miocardio en el
individuo obeso'**. Una propuesta para explicar el
aumento en la produccién de ERO asociada a la obesi-
dad involucra al IMC, el cual origina compresién del
lipocito en la grasa intraabdominal; esto causa la libera-
cién de citocinas y de FNT-alfa, con la generacién de O,
y otras ERO que favorecen los procesos de peroxidacion
de lipidos'e. Por dltimo, otra posibilidad es a través de la
dieta rica en acidos grasos. En los individuos con DM2
obesos, los niveles de triglicéridos fueron 42% mayores
que en el grupo de referencia. Estos dcidos grasos son
altamente vulnerables a la oxidacién, lo que se refleja
como mayores niveles de peroxidacién de lipidos®.

A pesar de las limitaciones de nuestro estudio al no
poder controlar muchos otros factores, como son los
genéticos, ambientales, toxicoldgicos, metabdlicos y
nutricionales que pueden estar actuando como confuso-
res, con esta serie de resultados se sugiere que el indivi-
duo con DM2 obeso se encuentra en mayor riesgo de

presentar estados comérbidos relacionados con una ele-
vada produccién de ERO. Esto se verd reflejado en una
probable progresion acelerada del dafio a las membra-
nas celulares, que potencialmente desencadenard atero-
esclerosis, eventos coronarios agudos, retinopatia proli-
ferativa, dafio renal, entre otros problemas en etapas
tempranas. La aparicién de estas complicaciones aso-
ciadas a la DM2 pudiera ser retardada con un control
adecuado de la dieta y el peso (IMC). Otra limitacién
del estudio fue el no contar con un tercer grupo de com-
paracién que serfa individuos obesos sin diabetes. Pero
la intencidn del estudio fue delimitar lo mds posible al
factor obesidad en los individuos diabéticos y como éste
participa en el estrés oxidativo.

Conclusion

Aparentemente, los individuos con DM2 presentan
estados activos de EO. Especialmente, en los DM2
obesos se observaron mayores valores de TBARS a
pesar de una mayor actividad del SDA en comparacion
con el grupo de referencia. Ello sugiere que, a diferen-
cia de los DM2 no obesos, el SDA en DM2 obesos no
es suficiente para evitar el dafio oxidativo, y que quiza
los niveles de TBARS en este grupo se pueden conside-
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rar patoldgicos. Un factor determinante y primordial en
el manejo integral de los individuos con DM2 obesos
es el control de peso (IMC). Asi, es posible retardar la
aparicion de los comoérbidos mas comunes y devasta-
dores de esta entidad nosolégica.
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