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maticas séricas de la ceruloplasminay
sa en diabéticos tipo 2

-

El siguiente articulo investiga la actividad enzimatica de ceruloplasmina y

mieloperoxidasa en pacientes con diabetes tipo 2, resaltando su relacién y variaciones
enzimaticas.
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>>> RESUMEN

Introduccidn: La diabetes mellitus tipo 2 se carac-

teriza por la hiperglucemia debido a la insuficiente
produccién de insulina de las células . La mielo-
peroxidasa promueve el estrés oxidativo durante
la inflamacidén y la ceruloplasmina se con-sidera su
inhibidorenddgeno.

Objetivo: Evaluar la relacidon entre la ceruloplas-
mina y la mieloperoxidasa, determinadas simulta-
neamente en el suero de pacientes diabéticos tipo
2.

Métodos: Se estudiaron 362 pacientes diabéticos
tipo 2 y 110 sujetos sanos. La actividad sérica de la
ceruloplasmina se determind por el método de
Siotto; y el delamieloperoxidasa, por el de Kraeisz.

Resultados: El 72 % de los pacientes diabéticos
tenifan hiperglucemiay el 77 % presentaba obesidad
abdominal. Las actividades de ambas enzimas se
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incrementaron significativamente en relaciéon con
el grupo control. El coeficiente de correlacidon de la
actividad enzimatica resultd bajo. El cociente RM-
PO/CP de los pacientes diabéticos superé el de los
controles. La ceruloplasmina no inhibié la mielo-
peroxidasa.

Conclusiones: Predomind la mieloperoxidasa, por
tanto, no se manifestd el efecto inhibitorio de la
ceruloplasmina. La elevada actividad de la mielo-
peroxidasa se asocia con un agravamiento del cua-
dro clinico del paciente diabético.

Palabras clave: actividad enzimdtica sérica; cerulo-
plasmina; mieloperoxidasa; diabetes tipo 2.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 constituye una
enfermedad cardiovascular de origen metabdlico,
caracterizada por la hiperglucemia que, como
factor bioquimico predominante, debido al déficit
de insulina, provoca la resistencia a esta hormona
en los tejidos periféricos. El exceso de nutrientes
induce la hiperestimulacién y causa la disfuncidn
delas células B pancreaticas.”

La diabetes mellitus se relaciona con un
estado de hipercoagulabilidad y la formacién de
trampas extracelulares de neutrdéfilos enla sangre;
estos se relacionan con un estado inflamatorio y
protrombético, especialmente hipofibrindlisis.”
La hiperglucemia crénica aumenta la produccidn
deradicaleslibres del oxigenoy el nitrégeno. Estos
dislocan la proliferacién de neutrdfilos y linfocitos,
aumentan la actividad de la mieloperoxidasa (M-
PO)y el proceso de apoptosis celular.”

La ceruloplasmina (CP) EC 1.16.3.1 es una
glicoproteina, perteneciente a la familia de las
oxidasas multicobre (oxidan sus sustratos al acep-
tar electrones en los centros de cobre con la redu-
ccién concomitante del oxigenoyla produccionde
dos moléculas de agua). Tiene alta especificidad
por el hierro, con una elevada actividad ferro-
xidasa, que disminuye la toxicidad del ion ferroso
en los tejidos y se expresa, fundamentalmente, en
los hepatocitos y macrdfagos, con un peso mole-
cular de 132 KDa.”’ Constituye una proteina de fase
aguda, que actia como agente antiinflamatorio, al

reducir la cantidad de polimorfonucleares adhe-
ridos al endotelio, y se considera un eliminador
extracelular de superéxido.”’ El incremento de la
tirosina nitraday la cisteina oxidada mitigan la acti-
vidad ferroxidasa de la CP, la cual disminuye la
sobrevida de los pacientes con insuficiencia car-
diaca.”

La MPO EC 1.11.1.7 pertenece a la familia
de las peroxidasas y contiene el grupo prostético
hemo. Se produce principalmente en los neutrd-
filos polimorfonucleares, con un peso molecular
de 150 KDa; se libera al liquido extracelular des-
pués del estrés oxidativo y en respuesta a la infla-
macidn. Constituye el inico tipo de peroxidasa que
usa H202 para oxidar haluros y pseudohaluros, y
formar diferentes acidos hipohalosos. La libera-
cién controlada de MPO en el sitio de infeccidn
destruye los microorganismos; en cambio, si se
descuida ocasiona inflamacidn y dafio tisular. La
artritisreumatoide, la diabetes, el cancer, las enfer-
medades cardiovasculares y hepaticas se vinculan
con los oxidantes derivados de la actividad de Ia
MPO,” cuyo incremento conecta la respuesta
inflamatoria con el estrés oxidativo en el sindrome
metabdlico.”

Las lipoproteinas de baja densidad se
modifican por el acido hipocloroso y el acido hipo-
tiocianoso, producidos por la MPO, y favorecen la
inflamacién y la disfuncién endotelial; ademas, dis-
minuyen la produccidn de 6xido nitrico e inducen
la pérdida de la actividad de la 6xido nitrico sintasa
endotelial.”’

Los oxidantes de la MPO desarrollan cam-
bios endoteliales y complicaciones cardio-vas-
culares en la insuficiencia renal;"*"” ademas, con-
tribuyen a la formacién de células espumosas, la
apoptosis y la activacion de metaloproteinasas en
la matriz, que pueden desestabilizar las placas
aterosclerdticas."

La CP constituye el inhibidor fisioldgico
enddgeno de la MPO y protege a la célula de los
oxidantes de esta enzima durante lainflamacién."
La concentracién de la MPO y la actividad de la CP
séricas se incrementaron en pacientes con enfer-
medad coronaria crénica™ y con insuficiencia car-
diaca," cuando se compararon con los sujetos
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sanos.

Apesardelainteraccionenel plasmadela
CP y de la MPO en pacientes diabéticos tipo 2
nunca se ha realizado una evaluacidn paralela de
estas enzimas; por ello, el objetivo del presente
trabajo fue evaluarlarelaciénentrela CPyla MPO,
determinadas simultaneamente en el suero de
pacientes diabéticos tipo 2.

METODOS

Se realizé una investigacion descriptiva
transversal. Se estudiaron los diabéticos tipo 2 que
asistieron a la Casa de Atencién al Diabético de
Santa Clara, Villa Clara, durante marzo de 2019 y
marzo de 2020. Mediante muestreo intencional se
incluyeron 362 pacientes y conformaron el grupo
control 110 sujetos sanos, donantes del Banco de
sangre de SantaClara.

Este trabajo se disefid teniendo en cuenta
las normas éticas paralainvestigacion cientifica en
muestras de origen humano. El proyecto y el
consentimiento informado para el estudio se apro-
baron por el Comité de Etica de la Unidad de Inves-
tigaciones Biomédicas de la Universidad de Cien-
cias Médicas deVillaClara.

La caracterizacidon de los casos incluidos
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en el estudio se obtuvo de las historias clinicas del
centro asistencial.

Lasvariables derespuestas fueronlas siguientes:

-Actividad de las enzimas MPO y CP en el suero de
los pacientes diabéticos.

-Cociente de la actividad de la MPO y la CP (R
MPO/CP).

-Concentracién de proteinas totales, glucosa,
colesterol, triglicéridos y creatininaen suero.

-indice de masa corporal (IMC)y circunferencia de
lacintura.

Las variables de respuesta se declararon
baja, normal o alta, a partir de la comparacién con
los valores establecidos; a excepcion de las acti-
vidades enzimaticas cotejadas con los totales del
grupo control. Los complementarios se hicieron
segun el protocolo establecido en la institucion.
Las muestras se extrajeron por venopuncion, a los
pacientes en ayunas, el primer dia del ingreso, y se
procesaron en el laboratorio de bioquimica de la
Unidad de Investigaciones Biomédicas. Se man-
tuvieron a temperatura ambiente hasta la libera-
cién del suero, se centrifugaron a 2,500 rpm duran-
te 10 minutos en una centrifuga refrigerada Minor

BUHLMANN



'S"’a4°Cyserecolectd 1mlde suero en microtubos
de 1,5 ml. Este sealmacend a-70 °C hasta su andlisis,
queno excedid las 48 horas.

Para determinar la actividad de la CP, se
empled el método de Siotto y otros"” con
pequefias modificaciones. Se prepard el reactivo
(R1) buffer acetato de sodio 0,1 M pH 5.0 y el
reactivo (R2) dihidrocloruro de o-dianisidina 7,8
mmol/L. La solucion se confecciondé inmedia-
tamente antes de su uso con una proporcion de 1
ml de R2y 4 ml de R1; se obtuvo una concentracion
final de o-dianisidina de 5 mg/ml. La reaccién inicié
al anadir 150 pL del suero a 2850 pL de la solucidn
de trabajo, se midid la absorcién de laluza 460 nm
frente blanco agua a los 2 y 7 minutos, en un
espectrofotémetro UV-Visible T60, PG Instrumen-
ts, acoplado a una computadora con el programa
UV-Wins5. Para expresar los datos en unidades
internacionales se determind el coeficiente de
absorcién molar del producto de oxidacién de la o-
dianisidina a 460 nmy a 25 °C, y se us6 el sistema
perdxido de hidrégeno/peroxidasa de rabano con
las condiciones dereaccidn previamente descritas.

Para establecer la actividad enzimatica de
la MPO se empled el método descrito por Krawisz
y otros'” con pequefias modificaciones. Se utilizé
una solucién de H202 (30 mmol/L), o-dianisidina
(0,65 mmol/L) y buffer fosfato 0,05 M pH 6,0. La
mezcla de reaccion contenia 100 pL de suero y
2850 pL de la solucién de o- dianisidina en buffer
fosfato pH 6.0; la reaccidn inicid con la adicién de
50 uL de H202 (30 mmol/L), y se midid la absorcién
delaluza 460 nmfrente ablancoaguaa2,3y5mi-
nutos en el espectrofotédmetro. Los datos de acti-
vidad se expresaron mediante el sistema peréxido
de hidrégeno/peroxidasa de rdbano, las con-
diciones de reaccién previamente descritas y la
variacionde la concentracidn de la peroxidasa.

La cuantificacion del colesterol, los trigli-
céridos y la glucosa se hizo por métodos enzima-
ticos; mientras que la creatinina y las proteinas
totales por colorimétricos. Para ello se utilizaron
los kits diagndsticos Helfa de la Empresa de Pro-
ductos Basicos “Carlos J. Finlay” de La Habana.

Con los datos clinicos y los resultados de
los examenes de laboratorio, se elabord una base
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de datos en Microsoft Excel 2010 y se analizé
mediante el programa SPSS para Windows Ver-
sion 21. Se utilizaron los estadisticos de tendencia
central media y el error estdndar de la media. Se
calcularon frecuencias absolutas y relativas. Los
hallazgos se presentaron en textos y tablas. Se
aplicé el test de bondad de ajuste Shapiro Wills
para comprobar si los datos de la actividad enzi-
matica cumplian la distribucién normal (p < 0,05).
Los rangos medios se compararon a partir de la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney, y conla
de Spearman se evalud la correlacidn de la activi-
dad delasenzimasensuero.

>>> RESULTADOS

En los 362 diabéticos predominaron el
sexo femenino con 209 (57,7%)y, segun el color de
la piel, los blancos con 280 (77,3 %). Laedad mediay
el error estandar fueron de 60 + 0,6, un 49 % de los
casos superabalos 60 afios. Resultaron obesos 174
pacientesy 278 tenian obesidad abdominal. El 72 %
presentd hiperglucemia. Los triglicéridos y el
colesterol se mostraron elevados en 157 y 102 ca-
sos, respectivamente. Solo en el 5 % de la muestra
la creatinina estuvo alterada.

Las actividades de la CP y la MPO, expre-
sadas en U/L, se incrementaron significativamente
en los pacientes diabéticos, en relacion con el gru-
po control; de forma similar ocurrid con las activi-
dades especificas de ambas enzimas, expresadas
en mU/mg proteinas. La actividad de la MPO fue
mayor queladela CP (tabla1).

> > Tabla 1. Resultados de las actividades séri-
casdelaCPyMPO enlos dos grupos estudiados

Grupaos

Actividad, it
ividades enzimiticas diabéticos control P

n =362 n=110

Ceruplasmina UL media + ES 32,29+0,77 26,36+1,18 0,000

Especifica de la Ceruplasmina  mll/mg de

proteinas media + ES 0,450,011

0,360,017 0,000
Actividad de la mieloperoxidasa U/L

miedia + ES 1 838,93 255,52

394,27 +19.36 0,000

Actividad especifica de la mieloperoxidasa
mllimg de proteinas
media + ES

25,57+ 0,80 542+0,27 0,000

El cociente RMPO/CP de los pacientes
diabéticos superd cuatro veces al del grupo con-
trol, o sea, se determind un contraste relevante
entreambos grupos (tabla2).
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~~ Tabla 2. Resultados del cociente RM-
PO/CP enlos dos grupos estudiados

Grupos n R mposcp media £ ES p
Diabéticos 362 71,79 +3,57

0,000
Control 110 17,17 £0,97

Las actividades de la MPO y la CP en los
pacientes diabéticos no se interrelacionaron de
manera importante, seguin la prueba no paramé-
trica de Spearman, el coeficiente de correlacidon
entre ambas y el nivel de significacion de Mann
Whitney (R =0,183p=0,000)(figura)

>> Figura. Correlacion entre las actividades
delaMPOylaCPenlospacientesdiabéticos.
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~>> DISCUSION

La hiperglucemia provoca un estado de
toxicidad que puede afectar el funcionamiento de
las células B, disminuir la sintesis de insulina, e
incrementar los neutrdfilos en sangre, asociados a
un estado inflamatorio y protrombético.”’ En los
pacientes diabéticos no controlados aumentan los
radicales libres del oxigeno y el nitrégeno, lo cual
amplia el riesgo de enfermedades cardiovas-
culares® y la enfermedad renal diabética."” Ade-
mas, la hiperglucemia crdnica altera el compor-
tamiento de las proteinas plasmaticas mediante la
glicacién no enzimatica."

La inflamacién constituye un mediador
importante enlaresistenciaalainsulinadebidoala
obesidad.®*” Lainflamacién crénica de bajo gradoy
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la resistencia a la insulina, asociada a anomalias
metabdlicas, se han propuesto como el "suelo
comun' para la diabetes mellitus tipo 2 y las enfer-
medades cardiovasculares;*” esto explica porque
los diabéticos con elevado IMC de esta investi-

gacion presentaron mayorriesgo cardiovascular.

Las actividades de la CP y la MPO en el
suero resultaron altamente significativas, tenien-
do en cuenta la funcién bioquimica de estas enzi-
mas y la influencia sobre ellas del complejo entor-
noredox donde se ubican. La CP en condiciones de
estrés oxidativo severo puede cambiar su estatus
de antioxidante a oxidante (oxidar los lipidos),
reducir la biodisponibilidad del éxido nitrico y la
apoptosis celular en el endotelio.”” En los pacie-
ntes con diabetes mellitus tipo 2 suben los niveles
séricos de la CP,*’lo cual coincide con los resul-
tados de este estudio.

Asimismo, el desarrollo de la MPO y sus
oxidantes derivados dafian los tejidos, y provocan
enfermedades relacionadas con la disfuncidn
endotelial.” La MPO acttia sobre las proteinas de
la matriz extracelular, mitiga la disponibilidad del
oxido nitrico y media en la activacion de los neu-
tréfilos.®” Los niveles elevados de esta enzima se
asocian a un mayor riesgo cardiovascular en las
personas con enfermedad renal crénica"” y enfer-
medades autoinmunes.” Las lipoproteinas de
baja densidad modificadas por el 4cido hipo-
cloroso, producido por la MPO, se hallan presen-
tes en las lesiones aterosclerdticas y propagan la
inflamacién.” El incremento de la actividad de la
MPO, encontrado en este trabajo, concuerda con
lo reportado en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2.7

Cuando la MPO superaala CP, estimula el
dafio tisular y conlleva a serias complicaciones.
Aunque se considera a la CP el inhibidor endégeno
de la MPO,™ no se aprecié este efecto en la inves-
tigacion; por ello seria conveniente evaluar el
comportamiento de estas enzimas en pacientes
prediabéticos para profundizar en la relacién de
ambas en una situacion metabdlica menos com-
prometida.

La baja correspondencia entre la actividad
de la MPO y la CP indica que su relacidon depende




del comportamiento diferencial en pacientes des-
controlados metabdlicamente y obesos. El in-
cremento de la MPO pudiera relacionarse con un
agravamiento del cuadro clinico del paciente dia-
bético.
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