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1.- Antecedentes

1.1.- Arteriosclerosis vy el riesgo cardiovascular

La enfermedad cardiovascular (ECV) es muy frecuente en la poblacién general, es
responsable de la primera causa de mortalidad en el mundo desarrollado, afectando a la

mayoria de los adultos de méas de 60 afios de edad. (1)

La arteriosclerosis (AEC) es responsable de los casos de ECV. La ECV es causada por
una variedad de factores, que a menudo actuan de manera conjunta. Estos factores
conducen a un mayor riesgo de placas de ateroma en las arterias coronarias y otros

lechos arteriales (2) (3) generando asi la progresion de la AEC.

Estos factores causantes de ECV se conocen de diferentes estudios experimentales y
epidemioldgicos. Entre estos estudios se incluyen los siguientes trabajos poblacionales:
el Framingham Heart Study (4), Multiple Risk Factor Intervention Trial (MRFIT)(5), y
el Chicago Heart Association Project(6) and Industry). En estas publicaciones se
incluyen a mas de 380.000 sujetos, 21.000 de los cuales murieron de enfermedad
coronaria. Estos trabajos muestran una clara relacion entre valores de colesterol total y
cLDL elevados con la incidencia de ECV. Estos grandes estudios concluyen que los
principales factores de riesgo cardiovascular son el colesterol total > 240 mg / dl (> 6,22
mmol / L), presion arterial sistolica > 140 mmHg, presion arterial diastolica > 90

mmHg, el tabaquismo y la diabetes mellitus (DM).

Por tanto la DM, se relaciona como un factor claro de progresion de AEC y de este

modo de riesgo cardiovascular.



1.2.- Diabetes Mellitus

El termino Diabetes Mellitus (DM) describe varias enfermedades del metabolismo de
los carbohidratos, que se caracterizan por la hiperglucemia crénica. Esta enfermedad se
debe a un déficit relativo o absoluto en la secrecion de insulina, junto con diversos
grados de resistencia periférica a la accion de la insulina. Su diagnostico se basa en una
de las cuatro alteraciones siguientes: hemoglobina A1C (HbA1c), la glucemia en ayunas
la glucosa elevada al azar con sintomas, o valores anormales en la prueba de sobrecarga

oral de glucosa. (7)(8)

La DM es un problema creciente de salud publica en todo el mundo. En el afio 2003,
afectaba a 194 millones de personas en el mundo, y se espera que esta cifra se duplique
en una sola generacidn, hasta llegar a los mas de 330 millones en el afio 2025 (9). En los
EEUU entre 1976 y 1988, la prevalencia entre personas de 40-74 afios, ascendio del
11,4% al 14,3%(10). En Espaiia disponemos actualmente de datos validados acerca de
la prevalencia de DM en varias comunidades auténomas(11). Las tasas se sitlan entre
el 6 y el 10% de la poblacion general (11). Segin datos del reciente estudio
“Valencia”(12), la prevalencia observada de DM en ciudadanos de la Comunidad
Valenciana mayores de 18 afios es del 13,9 %. De estos enfermos, el 45,8%

desconocen padecer la enfermedad.

1.3.- Diabetes Mellitus y el riesgo cardiovascular

A parte de la importancia en cuanto a frecuencia, debemos considerar la DM2 no sélo
como una enfermedad en la que esta alterada la glucemia, sino también como una
patologia en la que confluyen otros factores de riesgo cardiovascular como la obesidad,
la dislipemia, agregacion familiar, ausencia de ejercicio, tabaquismo y la hipertension
arterial (HTA).(13)(14)(15). Cabe destacar que la DM2 también es considerada un

factor de riesgo cardiovascular de forma independiente. (16)



Esta situacion hace de la DM2 una enfermedad con elevada prevalencia de
complicaciones vasculares (tanto micro como macroangiopéticas), Ilamadas
complicaciones crénicas. La DM2 es actualmente la primera causa de ceguera, de
insuficiencia renal terminal y de amputacién no traumatica de extremidades. Por otra
parte y, tal como apuntamos en péarrafos anteriores, la DM2 es uno de los factores méas
importantes de ECV(17) siendo la principal causa de mortalidad en el paciente con

diabetes mellitus.

La mortalidad cardiovascular en pacientes recién diagnosticados es tres veces mayor
que en poblacion sana(18). Este fendmeno es proporcional al nivel de Hbalc, siendo
mas elevado el riesgo en pacientes con niveles superiores a 7%. Como cabe esperar, los

afios de evolucion de la enfermedad también incrementan el riesgo (19).

La ECV representa mas del 70% de las muertes en individuos con DM2(20)(21). Siendo
los episodios cardiovasculares cuatro veces mas frecuentes que en poblacion sana (22),
afectando a pacientes méas jovenes y teniendo estos episodios una mayor tasa de
mortalidad que en sujetos sanos(23). Ademas, el riesgo de episodios cerebrovasculares
se multiplica por 10 en paciente diabéticos de menos de 55 afios. (24)

1.4.- Dislipemia diabética y el riesgo cardiovascular

Como hemos citado anteriormente, la prevalencia de factores de riesgo cardiovascular
en pacientes diabéticos es muy alta. Entre otros, se sabe que un 70% de las personas
con diabetes tienen dislipidemia (25)(17).Esta alteracién en el metabolismo lipidico de
los pacientes con DM2 es lo que conocemos como dislipémia diabética. La dislipemia
diabética es la responsable de un mayor riesgo de ECV en pacientes diabéticos tal y
como se apuntaba en el anterior apartado. (26)

La prevalencia de hipercolesterolemia en la DM2 es similar respecto a la de la
poblacion general. Sin embargo, la hipertrigliceridemia moderada y el cHDL

disminuido es de 2 a 4 veces mas frecuente en la poblacion diabética que en la no



diabética (27). Aunque el cLDL suele ser normal o estar levemente incrementado,
frecuentemente existe un predominio de particulas LDL pequefias y densas (fenotipo B
de las LDL) y también un aumento del nimero de particulas aterogénicas (de densidad
muy baja -VLDL-, intermedia -IDL y baja-LDL-), y del colesterol no-HDL (28)(29).Por
tanto, la dislipemia diabética se define por la presencia de la triada aterogénica :
hipertrigliceridemia moderada, cHDL bajo y predominio de LDL pequefias y densas e
hiperapoB.(30)

Se postula que esta alteracion lipidica esta influida por el hiperaflujo de &cidos grasos
libres producido por la resistencia a la insulina, propia de la DM2. (31). También
existen lineas de investigacion que apoyan que la produccién aumentada de cVLDL
hepética en la DM2 condiciona la dislipemia diabética.(32). Algunos autores consideran
que las alteraciones lipidicas y la alteracion en la glucemia estan intimamente
relacionadas, influyéndose de forma reciproca. La dislipoproteinemia produce toxicidad
sobre la célula beta, y la hiperglucemia es responsable de la oxidacion de las particulas
de cLDL(33).

Sabemos que la incidencia de la enfermedad cardiovascular en la DM es de 2 a 5 veces
mayor y el prondstico después del episodio es peor (34). El riesgo de que un DM tengo
un episodio cardiovascular es comparable al de los sujetos no diabéticos con
enfermedad cardiovascular previa (35). Asi mismo destacar que la mortalidad en
pacientes diabéticos es 4 veces mayor que en no-diabéticos con cifras similares de
colesterol.(36).

Esto nos hace pensar que deben existir otros mecanismos, a parte de los conocidos, que
modulen la marcada incidencia y gravedad de episodios cardiovasculares de la
poblacion con DM2. Nuestro grupo de investigacion piensa que una de estas
alteraciones es la lipemia postprandial y la modulacion de factores de riesgo no clasicos
en situacion postprandial como el estrés oxidativo. En este sentido, la diferente
expresion de genes en situacion postprandial puede abrir caminos en el estudio de la
heterogeneidad de riesgo de los pacientes con DM2 y explicar el riesgo residual de estos

sujetos.



1.5.- Lipemia postprandial

Historicamente, el riesgo cardiovascular ha sido estudiado y analizado en situacion de
ayuno. Sin embargo, en los ultimos afios se le reconoce mayor papel a la situacion
postprandial y su efecto metabolico en el riesgo cardiovascular. Esta importancia
metabdlica del periodo posterior a la ingesta es mayor en pacientes con DM2. Existen
numerosos estudios observacionales que evidencian un aumento de riesgo en relacion a
niveles elevados de triglicéridos postprandiales(37—-39). Diversos estudios concluyen
que el pico de triglicéridos a los 2-4 horas postingesta es el mayor predictor de
ECV(40)(41).

La lipemia postprandial es el conjunto de alteraciones metabdlicas que se producen
como resultado de la acumulacion de particulas lipoproteinas ricas en triglicéridos
(LRTs) (quilomicrones (QM), VLDL y sus remanentes) en plasma aproximadamente 6-
10 horas después de una comida grasa (42)(43). Tanto los quilomicrones como las
VLDL son aclaradas de la circulacion sistémica por las lipasas, dando lugar a particulas
mas pequefias. Estas particulas pueden atravesar la pared vascular favoreciendo asi la
disfuncion endotelial y el depdsito de colesterol en espacio subendotelial.(44). Este
fendmeno se ve favorecido en situacion postprandial ya que las lipasas tienen actividad
limitada, dificultando la eliminacion de dichas particulas proaterogénicas (45).



Figura 1. Lipemia postprandial.(46)
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El pico de triglicéridos postprandiales, suele alcanzarse en sujetos normolipémicos a las
3-4 horas de la ingesta de grasa. A las 8 h se vuelve a la situacion basal(47). En la
lipemia postprandial se altera el intercambio entre los diferentes ésteres de
colesterol(48). Esta alteracion del intercambio lipidico se concreta en el papel de la
“cholesteryl ester transfer protein” (CETP). Esta proteina de sintesis hepatica aumenta
su actividad segun los niveles de triglicéridos plasmaticos y dietéticos (49) (50). Sus
acciones son: la disminucion de cHDL y el aumento de LRT, ya que disminuye la
expresion de la LPL (51). Por tanto, CETP favorece la arteriosclerosis y es estimulada
por los niveles de lipidos circulantes.

En segundo lugar, incidir en el efecto de hipertrigliceridemia postprandial sobre las
particulas LDL y HDL. Las LDL no modifican sus niveles en periodo postprandial, sin
embargo, se convierten en menos hidrolizables por la lipasa hepatica, favoreciendo asi
la aparicion de particulas pequefias y densas (43). Las LDL también se oxidan en
periodo postprandial, produciendo una desnaturalizacion de APO B 100 (52). En tercer

lugar, las HDL ricas en triglicéridos son mas rapidamente aclaradas del plasma en



periodo postprandial, lo que disminuye su poder antiaterogénico (53). Esta disminucion
se ha evidenciado tanto en pacientes diabéticos como en sanos tras SOG, siendo el
aclaramiento mayor en pacientes DM2. Los niveles de HDL postprandial se
correlaciona inversamente con el IMC en los pacientes con DM2. El grado de la
insulina-resistencia como una anomalia subyacente - no DM per se - determina el grado
de lipemia postprandial (54)(55). En conclusidn, los pacientes con DM2 presentan un
aclaramiento mas lento de estas particulas proaterogénicas, lo que condiciona una
evolucion mas rapida hacia la disfuncion endotelial, ECV y episodios cardiovasculares.
La disminucion de las HDL en periodo postprandial en pacientes DM2 también
contribuye a la disfuncién endotelial ya que supone un descenso de particulas

antiaterogenicas.

En resumen, en situacion postprandial existe una seria de modificaciones del perfil
lipidico que favorecen la AEC. Estas alteraciones se concretan en aumento de LRTs
incremento de particulas LDL pequefias y densas y aumento de LDL oxidado En
contrapartida, aparece un aclaramiento aumentado de particulas HDL lo que disminuye
la proteccion frente a la AEC. Todos estos procesos son mas acusados en la poblacion

diabética.



1.6.-Disfuncion endotelial transitoria.

Existen evidencias que demuestran que tras sobrecarga oral lipidica se produce una
disfuncion endotelial transitoria (56) (57) iniciada por las alteraciones lipidicas arriba
descritas. Esta disfuncion es de mayor grado en pacientes con DM2 (58). Esta
afectacion endotelial se concreta en una serie de alteraciones tanto celulares como

biogquimicas.

Existe un aumento de leucocitos tras sobrecarga oral grasa tanto en DM2 como en
sanos(43,59). Este incremento es proporcional a la elevacion de los triglicéridos
postprandiales. Los leucocitos aumentan cuando has transcurrido 60 minutos de la
ingesta grasa. Dentro de la poblacién de leucocitos se ha objetivado como los linfocitos
no aumentan, viéndose incrementadas las poblaciones de monocitos y de
neutrofilos.(60) Los niveles de neutrofilos permaneces elevados durante horas llegando

a niveles normales a las 8 horas de la SOG.

Se ha observado que tras SOG, la expresion de CD11lb aumenta en neutrofilos y
monocitos. Entre las funciones de CD11 se encuentra la inmunofenotipificacion de
linfocitos T CD11a. Estos, al unirse con CD18 forman integrinas (moléculas de
adhesion leucocitaria) que interaccionan con ICAM-1, presentes en el endotelio. Por
tanto, estas moléculas de CD11a/CD18 son esenciales para el proceso de migracion y
activacion de los leucocitos (61). Por otra parte, la sintesis de CD66b también se ve
incrementada en situacion postprandial en los neutréfilos (62).Del mismo modo la
expresion de CD66b también se relacionada con aumento de adhesion a paredes

vasculares por parte de estas particulas modulando la funcion de CD11/CD18(63).

Los leucocitos no solo aumentan en situacion postprandial, ademas estos interactian
con las particulas grasas. Existen evidencias experimentales que demuestran que la
presencia de VLDL y QM favorece la conversién de monocitos en macrofagos(64).
Esto puede estar mediada, entre otros, por la proteina quimio tactica de monocitos

(MCP-1), vya que se ha comprobado que los LRTs aumentan la produccion de esta
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proteina.(65). Esta activacion celular también parece estar mediada por la NFkB
Asimismo, los macréfagos son capaces de captar las particulas remanentes de colesterol
y convertirse en células espumosas (66). Estas son las responsables y principales

protagonistas de la progresion de las placas de ateroma.

Por tanto, en situacion postprandial existe un incremento de células inflamatorias que se
ven activadas por citoquinas, incrementandose su adhesion endotelial, produciendo asi

dafio vascular.

Aparte de la afectacion celular se ha visto que los LRTs promueven un estado pro
coagulante en situacion postprandial. Esta predisposicion a la coagulacién esta motivada
por la hiperactivacion del factor VII a traves del factor XII activado (67)(68). Otra via
que se encuentra favorecida en presencia de LRTs es el factor IX y la via intrinseca.
También esta descrito que las elevadas concentraciones de VLDL aumentan los niveles
de PAI-1 (69). Todas estas alteraciones condicionan un estado procoagulante

favoreciéndose la evolucién de la placa hacia la trombosis.

1.7.- Estrés oxidativo

La instauracion del proceso de estrés oxidativo ocurre por la existencia de un
desequilibrio entre los sistemas oxidativos y los mecanismos antioxidantes. Este
disbalance se puede dar tanto por produccién aumentada de radicales libres, como por
un descenso de la eliminacién de los mismos. En condiciones normales, existe un
equilibrio entre la produccién y degradacion de radicales libres, principalmente
derivados de oxigeno, funcionando incluso como sefiales celulares imprescindibles para
la actividad celular(70). Cuando existe un exceso moderado de productos de estas
moléculas se produce el EO, que origina una serie de dafios celulares a varios niveles :
lipidos de membranas, acido desoxirribonucleico (ADN) y proteinas(71). Este aumento
de elementos oxidantes desencadena una serie de reacciones de oxidacion en diferentes

componentes sanguineos. Entre otras cabe destacar la oxidacion de lipoproteinas, y la



eliminacién del 6xido nitrico (NO) circulante. Esta oxidacion de biomoléculas conduce
a una pérdida de sus funciones fisiologicas, al descontrol homeostético y al potencial
dafo oxidativo de las células y tejidos(72). La importancia del EO y los productos a los
que da lugar, radica en su implicacion en el desarrollo de las enfermedades crénicas
adquiridas, tales como la obesidad, la arteriosclerosis y la ECV, la diabetes, los
trastornos neurodegenerativos y el cancer (73). Por tanto, el EO juega un papel

importante en patologias de elevada frecuencia y morbi-mortalidad.

1.8.- Estrés Oxidativo, sobrecarga oral grasa y Diabetes Mellitus tipo 2

Como hemos visto, durante la fase postprandial existen diferentes vias inflamatorias que
se ven activadas favoreciéndose la aterosclerosis. Esto apoya el articulo de Zilverstmidt
et el que en 1979 ya consideraban la aterosclerosis como un fenémeno de origen
postprandial (44). Otro aspecto también estudiado es la alteracion del EO en el periodo
postprandial, este se ve incrementado en la fase postprandial favoreciéndose también la
disfuncion endotelial. Este aumento de EO esta relacionado con la hiperglucemia y la
hipertrigliceridemia postprandial (74). Una comida rica en grasa es una fuente directa de
EO (75). Por lo tanto, el EO postprandial que se produce de forma recurrente después de

cada ingesta, inicia un ciclo casi continuo de disfuncion endotelial (76)

En esta disfuncion existen varios mediadores implicados. El éxido nitrico (NO) es uno
de los mediadores mas importantes en la proteccion endotelial, ya que tiene poder
antiadhesion, antifibrinolitico, y anticoagulante. Este es sintetizado a partir de la
arginina y el oxigeno molecular. Su produccion viene catalizada por la eNOS
(endotelial nitric oxide sinthase) y es dependiente de cofactores como la BH4. Figura
2.(77) EIl dafio vascular esta producido, entre otros, por el radical superéxido (SO), el
cual se acumula como resultado de la oxidacion de los lipidos a nivel mitocondrial. Este
es reducido por el NO. Esta reaccion, tiene como resultado la disminucion de
biodisponibilidad de NO y la formacion de peroxinitrito (ONOO). Estos dos

mecanismos conducen a la aterogénesis. Figura. 3 (78).
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Figura.2 Sintesis de Oxido Nitrico. (77)
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Otro fendbmeno importante es la formacién de SO en situacion postprandial. Como
hemos citado anteriormente existe un aumento del flujo de acidos grasos libres (AGL)
tras ingesta. Estos se depositan en tejido hepatico, muscular y también en el endotelio
(79). Este aumento de flujo produce oxidacion mitocondrial de AGL mediante el ciclo
de &cido tricarboxilico, creando asi una sobreproduccion de donantes de electrones
(NADH y FADH). Estos donan sus electrones al oxigeno molecular aumentando los

niveles de radical SO. Figura 4

Por tanto, el aumento de triglicéridos circulantes en el periodo postprandial conduce a
un aumento del EO, ya que incrementa las concentraciones de ONOO Yy radical SO Este
aumento de sustancia oxidantes se ve acompafiado por una disminucion de la
biodisponibilidad de NO.

Figura.4. Oxidacion de acidos grasos libres. (77)
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Por otra parte, los pacientes con DM2 presentan un aumento de EO. Este juega un papel
importante en la patogénesis de la enfermedad y en sus complicaciones. La influencia
en la patogénesis se concreta en su accion sobre la secrecion de insulina y sobre la

resistencia a la misma (80).

La alteracion de la secrecion se produce por disfuncion de la célula beta (81). La
glucolipotoxicidad estd mediada por el EO (82) produciéndose dafio sobre la funcién
endocrina del pancreas, generandose asi un déficit en la liberacion insulina. Las sefiales
de transduccion ligadas a la secrecion de la insulina se ven afectadas por el incremento
de EO en paciente con DM2. Se ha visto que el EO afecta a sefiales como el
phosphatidil inositol disminuyendo la captacion de glucosa por parte del musculo(83) .
La kinasa 1, también se ve alterada con el aumento de EO alterandose la sefializacion de
la insulina. (84). Finalmente, en este contexto, la actividad de la tirosina kinasa se ve
modificada, interaccionando la respuesta sobre el receptor de insulina (85).

El EO también favorece la alteracion del metabolismo glucosado influyendo sobre la
resistencia a la insulina (86). La sobreproduccion de ROS es un potente trigger en la
resistencia a la insulina y en el desarrollo de DM2(87). En estudios en ratones
diabéticos se ha objetivado aumento de produccion de H202 y NAPDH en tejido
adiposo(88).

El EO también juega un papel importante en el desarrollo de las diferentes
complicaciones de la diabetes influyendo de este modo en la neuropatia(89),
oftalmopatia (90) y en nefropatia (91). Las alteraciones en el EO que se han objetivado
en la DM y que son las responsable de las complicaciones son la activacion de la via de
los polioles (92), él aumento de la concentracion intracelular de productos avanzados de
la glicacion (AGESs)(93),el aumento de receptor de AGEs (94), la activacion de protein

quinasa ¢ (PKC) (95), y la activacion de la via de la hexosamina.
En estudios de sobrecarga oral grasa se han objetivado diferentes alteraciones del EO.

Tras SOG se produce un descenso de la GSH reductasa y disminucion de la expresion

de la PPARg (96). Esto produce disminucion de actividad de la superoxido dismutasa
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(SOD), lo que disminuye el aclaramiento de SO. La disminucién PPARg en periodo
postprandial estd relacionado con niveles de insulinresistencia (97). Por tanto, todas
estas alteraciones conllevan un aumento de EO en periodo postprandial que se debe

agravar en pacientes con DM.

Es importante destacar que el tipo de grasa ingerida producira diferentes respuestas
metabolicas, bioquimicas y celulares. Existen estudios que evidencian diferencias en
LPP cuando la grasa es insaturada, mejorando parametros inflamatorios y de EO en
comparacién con estudios que utilizan grasa saturada. (98,99). Ursini et al (52) vieron
como la inclusién de antioxidantes como el vino tinto disminuia la oxidacion del LDL
en situacién postprandial, lo que minimizaba su efecto perjudicial. En otro trabajo, se
demostro que una dieta con grasas saturadas tiene un efecto contrario, disminuyendo los
niveles de HDL postprandial, e incrementando los pardmetros de EO postprandial. (53)

Eso ha motivado la realizacién de diversos estudios de intervencion en los que se
objetivo que las dietas ricas en grasa insaturada mejoran la disfuncion endotelial

disminuyendo asi los eventos coronarios y la mortalidad cardiovascular. (100)

1.9.- Otros parametros

Existen otras variables que han sido también analizados en diferentes trabajos. La
adiponectina es una hormona sintetizada exclusivamente por el tejido adiposo que
participa en el metabolismo de la glucosa y los &cidos grasos. Diversos estudios han
comprobado que la adiponectina aumenta la sensibilidad a la insulina en diversos tejidos
como higado, musculo esquelético y tejido adiposo (101). La hipoadiponectinemia es un
parametro presente en pacientes DM2, obesos, en pacientes con ECV establecida y con
esteatosis hepatica no alcoholica. Tras SOG se produce un descenso de la adiponectina.
Esta disminucion es mayor en pacientes diabéticos. Tanto los niveles previos como su
descenso tras sobrecarga se relaciona con los niveles de insulinemia, presion arterial,
HDL e IMC (102). La hipoadiponectinemia se ha relacionado en multiples trabajos con

un aumento de riesgo cardiovascular. (103-105)
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La quimiocina y molécula de adhesion fractalquina y sus receptores CX3 y CR1 (106)
han surgido como reguladores de interés en la inflamacién y la AEC (102). No se
encontrdé ninguna diferencia significativa en los valores de fractalquina en pacientes con
enfermedad coronaria y en pacientes diabéticos. Considerando que los niveles de

fractalquina en los controles eran inferiores.

Otra molécula estudiada es la proteina estimulante de la acilacion (ASP). La ASP es un
producto de la escision de la proteina del complemento C3. La ASP es un potente
esterificador de &cidos grasos, aumenta su captacion e inhibe la lipasa sensible a
hormona(107,108). Ademés produce un aumento en la liberacion de insulina en las
células beta(109). Es una molécula que se ha relacionada con la patogénesis de la
obesidad(110). La concentracién plasmatica de ASP y la expresion de C3mRNA en
tejido adiposo fueron mayores en los grupos de los obesos, que en los sujetos no
obesos (49). Sus niveles son también mayores en pacientes DM2 y con ECV/(111,112).
Tras SOG no se modifico la concentracién de plasmaética de ASP. La concentracion
plasmatica basal de ASP y la expresion de C3mRNA se correlacionaron negativamente
con la sensibilidad a la insulina y de forma positiva con la magnitud de la lipemia
postprandial en obesos, pero no en pacientes con diabetes tipo 2. La expresion de
ARNmM de C3 no esta regulada por la insulina(111) (113) .

En resumen, la DM2 supone un elevado riesgo cardiovascular, que se relaciona con IR.
Este aumento de riesgo cardiovascular viene determinado no solo por la presencia de
alteraciones bioquimicas basales. En este desarrollo del proceso arteriosclerético
interviene muchos factores celulares, inflamatorios y de EO. Estos se encuentran

activados en fase postprandial.
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1.10.- Expresion de genes en situacion postprandial

Se ha descrito en los anteriores parrafos el estudio bioquimico, molecular, celular, y de
EO en SOG. Siguiendo con las pruebas de provocacion metabdlica, se ha propuesto el
andlisis de la expresion genética y la transcriptomica como diana de estudio en situacion
postprandial. Las células mononucleares en sangre periférica (PBMCs.) son una
poblacién celular cuyo andlisis de expresion genética es sencillo. Se ha propuesto el
estudio en otros tejidos como higado o tejido adiposo, pero metodoldgicamente es mas
complejo.(114) Ademés, O Grada et al han demostrado que existe una correlacion entre
la expresion genética de tejido adiposo y de PBMCs, lo que permite transpolar los
resultados de expresion en PBMCs con lo que probablemente esté ocurriendo en tejido
adiposo. Otros grupos de trabajo han mostrado que la grasa postprandial interactia con
los PBMCs activando o inhibiendo diferentes genes. A pesar de esto, los resultados
obtenidos en estudios en los que se evaluaba la expresion génica postprandial son

limitados y contradictorios.

La expresion génica en situacion postprandial esta regulada por multiples factores. Entre
ellos se incluyen factores dietéticos, condiciones fisioldgicas, patoldgicos y de estilo de
vida. La interaccion de tantos factores hace imposible extraer conclusiones sobre el

efecto de los diferentes tipos de nutrientes sobre el riesgo cardiovascular. (115)

Sin embargo, cuando realizamos la sobrecarga con grasa insaturada los resultados son
mas concluyentes. En esta situacion experimental se puede analizar mejor la expresion
en PBMCs. Los trabajos en los que se utiliza grasa insaturada han evidenciado una
mejora en los factores implicados en el desarrollo de la arterosclerosis. Nuestro grupo
de trabajo ya tiene publicados resultados en los que se vio mejoria del EO tras SOG en
pacientes con hipercolesterolemia familiar.(99)

Existen pocos trabajos que estudien la expresion de genes en situacion postprandial
(116). Esta expresion en sujetos sanos normolipidémicos depende del contenido en
grasa, tipo de grasa y contenido de hidratos de carbono de la dieta de prueba o

sobrecarga empleada. Pensamos que en pacientes con diabetes tipo 2 la expresion de
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genes de linfomonocitos, células clave en el proceso arteriosclerdtico, durante la SOG
puede ayudar a conocer mejor que ocurre en situacion postprandial, en un modelo con

insulinresistencia donde existen muy pocos datos al respecto.
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2.- Hipotesis de trabajo

La diabetes tipo 2 es un modelo humano de resistencia a la insulina y alteracion de la
lipemia postprandial. Esta LPP alterada facilita el inicio de la arteriosclerosis y genera
disfuncion endotelial mediada por la expresion de genes. En situacion postprandial en
pacientes diabéticos debe existir una modificacion de marcadores de estrés oxidativo y
del perfil de expresion de ARN en linfomonocitos, células clave del inicio de la
arteriosclerosis. No se conoce el efecto de la SOG con grasa insaturada en marcadores

de EO y perfil de expresion de ARN de linfomonocitos en sujetos con DM.
Nuestra hipdtesis de trabajo es que la grasa insaturada debe disminuir el EO

postprandial y que la expresion de ARN de linfomonocitos debe ser diferente en

sujetos con DM2 frente a la de sujetos control.
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3.-Objetivos

3.1.-General

Conocer y comparar los marcadores de EO y el perfil de expresion de ARN en
linfomonocitos en ayunas y su modificacion durante la SOG con grasa insaturada en

sujetos control y pacientes con diabetes tipo 2.

3.2.-Especificos

a) Analizar y comparar las modificaciones del sistema glutation (GSSG, GSH) durante

la SOG en sujetos sanos y con DM2.

b) Estudiar y comparar el perfil de expresién de ARN en linfomonocitos en situacion de

ayuno (basal) en controles sanos y con DM2.

c) Analizar y comparar el efecto de la SOG en el perfil de expresion de ARN en
linfomonocitos de sujetos control y sujetos con DM2.

d) Identificar genes y vias metabdlicas regulados por la grasa insaturada en situacion

postprandial.
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4.- Sujetos y metodologia

4.1.- Sujetos

Se estudiaron dos grupos de sujetos:
Grupo 1: sujetos con diabetes tipo 2
Grupo 2: sujetos sanos (grupo control)

El grupo 1 procede de la Unidad de Diabetes y de la de Lipidos y Arteriosclerosis del
Servicio de Endocrinologia y Nutricion de nuestro hospital. EI grupo 2 (controles)
procede de investigadores, personal y sujetos donantes de sangre y plasma de nuestro
centro y de sujetos sanos que por diversos motivos acuden a las consultas. La seleccién

de la muestra se hizo de forma aleatoria.

4.1.1- Definicién de los grupos a estudiar:

Grupo 1
Criterios diagndsticos de diabetes

Glucemia en ayunas < 200 mg/dl.

TG en ayunas < 400 mg/dl

Tratados con dieta y metformina (850 mg x 2)

Grupo 2

Perimetro de cintura inferior a 102 cm en el vardn y 88 cm en la mujer

CT <200 mg/dL, TG < 150 mg/dL y apoB < 120 mg/dL.

Glucemia basal < 100 mg/dl.

Ausencia de antecedentes personales o familiares de dislipemia, cardiopatia isquémica

precoz, hipertension arterial o diabetes.
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Criterios de inclusién en el estudio

Edad: 18-65 afios.

Ambos sexos.

Criterios de control sano.
Criterios diabetes tipo 2.
Genotipo E3/E3 de apo E.

Criterios de exclusion

Variaciones ponderales >10 % del peso corporal total en los Gltimos tres meses.
Medicacion que interfiera con los perfiles de expresion de ARN (farmacos
hipolipemiantes, antihipertensivos, antidiabéticos orales (excepto metformina), AINES
y suplementos nutricionales) y que no puedan ser retirada 4 semanas antes del estudio.
Cualquier proceso de tipo infeccioso, inflamatorio o alérgico que acontezca en el
momento del estudio o durante las 6 semanas previas.

Obesidad grave (IMC > 35 kg/m2)

Ingesta de alcohol > 30 g/dia.

Fumador activo, independientemente del nimero de cigarrillos/dia, o ex fumador desde
hace menos de 6 meses.

Embarazo-lactancia (hasta los tres meses posteriores)

Enfermedad neoplésica.

Antecedentes personales de cardiopatia isquémica (angor pectoris, infarto agudo de
miocardio, angioplastia transluminal, by-pass aorto-coronario) 0 accidente
cerebrovascular.

GOT y/o GPT y/o GGT x 2 veces la normalidad.

Insuficiencia hepatica o cirrosis hepética.

TSH > 10 mU/mL

Creatinina > 1,5 mg/dL o macroalbuminuria.

Retinopatia avanzada o laserterapia

Criterios de PNP grave (NSS o NDS > 6)
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4.2 .- Métodos

4.2.1.-Pardmetros o variables

En los sujetos que cumplieron todos los criterios de inclusion y ninguno de exclusion y
firmaron el consentimiento informado se determinaron los siguientes parametros en
situacion basal. Se entiende por situacion basal un periodo de lavado de 6 semanas en
aquellos pacientes que tomen los farmacos motivo de exclusién del estudio (comentados

previamente), excepto la toma de metformina.

4.2.2.- Clinicos

Registro del habito tabaquico. En los exfumadores se recogera el nimero de cigarrillos /
dia fumados durante cuantos afios y en qué afio lo dejo.

Consumo de alcohol con registro de gramos / dia.

Ejercicio fisico reflejando los minutos / semana realizados.

Farmacos de uso habitual u ocasional que coincidan con la fecha del estudio.

Procesos de tipo inflamatorio, infeccioso o alérgico padecidos.

Problemas cardiovasculares presentados hasta la fecha de inclusion.

Determinacion de la presion arterial con esfigmomanometro de mercurio.

4.2.3.- Antropométricos

Peso en Kg.

Tallaen m.

IMC en kg/m2.

Perimetro de la cintura determinada en el punto medio entre el borde costal inferior y la

cresta iliaca, expresada en cm.
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4.2.4.- Bioquimicos y genéticos

Hemograma y bioquimica estandar.

Colesterol total y trigliceridos por método colorimétrico en situacion de 12 horas de
ayuno.

cHDL tras precipitacién con polianiones.

cLDL por diferencia CT — (cHDL+cVLDL).

Apoproteinas B y Al por inmunoturbimetria.

Insulinemia por ELISA.

Célculo del indice HOMA (glucosa* insulina/ 22,5).

Determinacion del genotipo de la apo E (PCR digestion enzimatica).

4.2.5.- Metodologia EO

Se midieron GSSG, GSH y MDA por métodos estandarizados.

Para el estudio de los pardmetros del EO, la sangre se recogio en tubos heparinizados y
se conservaron en frio (4°C) para su inmediato procesamiento que varia segun el analisis
a realizar.

La medicion de los parametros se determind mediante cromatografia de alta presion
(HPLC) y deteccion UV, haciendo uso de patrones apropiados y siguiendo la
metodologia descrita previamente.(117,118)

4.2.6.- Metodologia de estudio de los niveles de ARN

Se extrajo ARN total de los linfomonocitos separados anteriormente mediante sistemas

comerciales.
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Los estudios de expresion se realizaron en 3 puntos de la curva de sobrecarga oral grasa:
0, 4 y 8 horas. De esta forma se consideran los puntos méas representativos de la lipemia

postprandial: basal, maximo y final.

Estos estudios se realizaron con microchips de expresion de la casa Illumina (sistema
iScan): HumanHT-12 v3 Expression BeadChip, segin las indicaciones del fabricante.
Estos microchips permiten el analisis simultaneo de 12 muestras en cada plataforma.
Concretamente, estos microchips permiten el estudio de mas de 25.000 transcritos por
medio de 48.000 sondas, y presentan la ventaja que estas sondas corresponden a
transcritos que han sido anotados en bases de datos de reconocido prestigio como NCBI
(National Center for Biotechnology Information) RefSeq (Build 36.2, Rel 22) y
UniGene (Build 99). Nuestro laboratorio dispone de los aparatos necesarios
(termocicladores, escaner) para llevarlos a cabo. Se analizdé a qué rutas metabolicas
pertenecen los genes diferencialmente expresados.
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5.- Analisis estadistico

La poblacion a estudio proviene de pacientes asistidos en el Servicio de Endocrinologia

y Nutricion de nuestro Centro.

El tamafio muestral para el estudio se calculé teniendo en cuenta un error alfa estandar
del 5 %, un error beta del 20 %, y para detectar diferencias clinicamente relevantes entre
proporciones superiores al 25% y modificaciones de las variables criticas superiores al
30% entre controles y sujetos con diabetes. La muestra comprenderd un minimo de 10
sujetos por grupo, apareados por edad y sexo. Esto es debido a que las diferencias
esperadas son muy importantes y se magnifican tras SOG como hemos encontrado en

estudios previos con poblacion hipercolesterolémica (99) y obesa.

El estudio estadistico se realizé con el programa informatizado Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) software (version 15, SPSS, Chicago, IL, USA).

Debido al tamafio de la muestra, utilizamos test no paramétricos: U de Mann-Whitney
para comparar variables cuantitativas entre grupos y el test de Wilcoxon para comparar
variables cuantitativas intragrupo. Para determinar el grado de relacion entre dos
variables cuantitativas, utilizamos el coeficiente de correlacion de Spearman. Ademas,
se calcularon incrementos; también areas bajo la curva (area bajo la curva, e incremento

del area bajo la curva) mediante el programa StatsGraphic.

El andlisis de los datos obtenidos con los microchips de expresion se realiz6 usando
programas bioinformaticos especialmente disefiados para ello. Se utilizé el programa
estadistico R y el médulo Bioconductor, y los paquetes BASH, Beadarray, y limma.
BASH permite la correccion de artefactos espaciales. Beadarray es un paquete
especialmente disefiado para el estudio de expresion diferencial con chips de lllumina, y
permite realizar todo el pre procesamiento necesario: correccion del ruido de fondo, y
normalizacion, asi como el estudio de calidad de las iméagenes obtenidas. Por ultimo,
limma permite realizar el tratamiento estadistico. El estudio de las rutas metabolicas se

realizard mediante el paquete GOStats.
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5.1.- Disefo

Se trata de un estudio de intervencién nutricional con modulo de grasa insaturada

(Supracal) y comparativo entre grupo de pacientes con DM2 y sujetos sanos.

5.2.- Procedimiento de intervencion

En la Unidad Metabdlica de nuestro centro se determinaron los parametros clinicos y
bioldgicos mencionados. El estudio de intervencion se explicd en la unidad de dietética
(semana —6). Si los pacientes aceptaban continuar se les retiraba la medicacion (periodo
de lavado de 6 semanas, en el caso de que los lleven) y volvian a la Unidad para
recogida de datos clinicos y bioldgicos basales (0).

5.2.1.- Periodo de lavado S (-6) a S (-1)

A los pacientes que cumplan los criterios de inclusion y ninguno de exclusion, tras
aceptar participar en el estudio y firmar el consentimiento informado se les realizd una
anamnesis y exploracion fisica completas. Se interrumpia durante seis semanas el
tratamiento médico seguido hasta entonces, en caso de que lo llevaran. Durante esas 6
semanas consumiran una dieta hipocolesterolemiante estandarizada tipo NCEP- II. El
consumo de calorias totales sera similar al que realizaban antes de entrar en el estudio
(dieta isocalorica). Los sujetos seran instruidos para realizar ejercicio fisico y mantener

un estilo de vida similar durante el estudio.
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5.2.2.- Intervencion S (0)

En S (0) tras 12 horas de ayuno se determinaron los parametros clinicos y bioldgicos
basales. A continuacion, se sometia al paciente a una sobrecarga oral estandarizada de
grasa con acidos grasos insaturados (80%), especialmente mono insaturados (60% del
total), y se determinaron las variables bioldgicas de interés (lipidos, pardmetros de Rl y
expresion de genes en linfomonocitos) a las 0, 2, 4, 6 y 8 horas después de la sobrecarga
oral de grasa.

La SOG se realiz6 en la Unidad de Pruebas Funcionales de nuestro Servicio. Los
pacientes mantuvieron un ayuno de 12 horas antes de la prueba y realizaron una cena
pobre en grasas el dia previo (<10 g grasa). Se evito la toma de alcohol y la préactica de

ejercicio fisico el dia previo a la prueba.

A las 8:15 horas se midieron los pardmetros antropométricos, se realiz6 la toma de
tension arterial y se canalizo una via venosa periférica, permaneciendo posteriormente

en reposo durante un minimo de 30 minutos.

A las 9:00h se realiz6 una extraccidon sanguinea basal y se administré una sobrecarga
oral estandarizada de grasa (SOG) mediante la ingesta de 50 g/m? de Supracal ®
durante 5°. La composicion del preparado se muestra en la tabla 1. Tras la ingesta y
durante todo el estudio se mantuvo un reposo relativo. S6lo se permitié la ingesta de

agua mineral.

Se realizaron extracciones sanguineas a las 2, 4, 6 y 8 horas tras la SOG para la

determinacion de los parametros bioquimicos sefialados anteriormente.
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Tabla 1: Composicion Supracal ® sabor neutro.

Supracal®: SHS internacional Ltd.

Modulo nutricional lipidico de triglicéridos de cadena larga (LCT) en forma de
emulsion 50%.

Composicion: por 100 ml (fuente: aceites vegetales)
-Kcal: 450
-Lipidos g: 50
-saturados g: 9,6
-mono insaturados g: 28,2
-poli insaturados: 10
-% LCT: 100%
-relacion w6: w3 > 20:1
-Na g: <10.

Perfil de acidos grasos: g por 100g de acidos grasos

Aurico (C12) <1
Miristica (C14) <1
Palmitico (Cis) 10
Estearico (Cis) 3

Oleico (Cis:1) 58

Rinolégico (Cis2) 20
a-rinolégico (Ciez) <1
Araquidénico (C) 1
Eicosaenoico (C2:1) 1
Behénico (C2) 3
1

Lignocérico (Cz4)
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6.- Resultados

6.1.- Comparacion de los parametros analizados en ayunas en el grupo

completo: controles frente a DM2.

En las tablas y figuras que se exponen a continuacion comparamos las caracteristicas

generales, antropométricas y bioquimicas, asi como parametros de oxidacion del grupo

de controles frente al de pacientes DM2 en ayunas.

6.1.1.- Caracteristicas generales

En la tabla 2 se observan las caracteristicas generales del grupo completo, como edad,

sexo, peso, IMC vy cintura. Son grupos comparables en edad. Se observan diferencias

estadisticamente significativas en cintura en IMC y en tension arterial, como cabria

esperar.

Tabla 2. Caracteristicas generales del grupo completo.

N Media Desv. tipica p

CONTROL 18 48,78 11,650
EDAD (afios)

DIABETES 16 53,75 9,140

CONTROL 18 26,2133 3,22205
IMC(kg/m2)

DIABETES 16 30,1019 2,69164 0,01

CONTROL 18 91,42 9,456
ICINTURA(cm)

DIABETES 16 102,63 8,397 0,01

CONTROL 18 116,56 12,200
TAS(mmHQ)

DIABETES 16 129,38 8,024 0,01

CONTROL 18 74,17 10,326
TAD(mmHQ)

DIABETES 16 79,06 4,419 <0,01

IMC: Indice de masa corporal
TAS: Tension arterial sistolica
TAD: Tension arterial diastdlica

Desviacion tip: Desviacion tipica

29




Figura 5. Caracteristicas generales del grupo completo
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6.1.2.- Datos bioquimicos en ayunas.

En la tabla 3 resumimos los principales resultados bioquimicos en ayunas de los sujetos
estudiados. Encontramos diferencias significativas entre ambos grupos en los valores de
CT, TG, cHDL y cLDL.

Tabla 3. Datos bioquimicos en ayunas

N Media Desv. tipica p
ol \(mg/d) CONTROL 18 191,83 29,908
|Col total(m
| DIABETES 16 223,75 52,621 <0,05
CONTROL 18 116,39 23,858
fcLDL(mg/dl) <0,01
DIABETES 16 146,44 41,932
CONTROL 18 61,33 11,298
IcHDL (mg/dl) <0,01
DIABETES 16 51,06 11,630
S CONTROL 18 79,94 22,758
Triglicéridos (mg/dl) <0,001
DIABETES 16 173,81 76,337
CONTROL 18 88,17 17,978
APOB(mg/dl)
DIABETES 16 102,75 24,455
CONTROL 17 93,59 6,305
IGLUCOSA(mg/dl) <0,01
DIABETES 16 136,56 40,296
Col total: Colesterol total cLDL: Colesterol LDL cHDL: Colesterol HDL
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Figura 6. Datos bioquimicos en ayunas
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6.1.3.- Datos de oxidacion en ayunas.
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En la tabla 4 quedan reflejados los valores de los parametros bioldgicos de oxidacion
del grupo completo. Se objetivan diferencias estadisticamente significativas en todos los

parametros de estrés oxidativo estudiados.

Tabla 4. Datos de oxidacion en ayunas

N Media | Desv. tipica p
GSSG (mcg/M) CONTROL 14 2,64197 ,528646
DIABETES 16 2,24269 248727 <005
GSH (mcg/M) CONTROL 14 12,9721 3,740994
DIABETES 16 | 9,74952 | 3,249955 <005
MDA (mcg/M) CONTROL 14 1,40531 | ,281195
DIABETES 16 1,19292 ,132302 <005
GSSG/GSH CONTROL 14 ,2191 ,07389
DIABETES 16 ,2587 ,10320

GSSG: Glutation oxidado (mcgM)  GSH: Glutation reducido (mcgM) MDA: Malondialdehido (mcgM)

Figura 7. Datos de oxidacion en ayunas
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Datos de oxidacion en ayunas
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6.2.- Comparacién de los parametros analizados en el grupo completo

a nivel postprandial: controles frente a DM2.

En las tablas y figuras que se exponen a continuacion comparamos las caracteristicas
bioquimicas y los pardmetros de oxidacion a nivel basal y a las 2, 4, 6 y 8 horas tras la

SOG del grupo de controles frente al de los pacientes DM2.

6.2.1.- Comparacion entre grupos en los valores de triglicéridos durante la SOG:
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En la tabla 5 quedan reflejados los valores de triglicéridos de ambos grupos antes y

después de la SOG. Los niveles de triglicéridos aumentaron mas en pacientes con DM2

respecto a pacientes sanos. Las diferencias son estadisticamente significativas en todos

los puntos de la SOG.

Tabla 5. Comparacion de valores de triglicéridos obtenidos durante la SOG

N Media [Desv. tioica p

CONTROL 18 79,94 22,758

TG basal <0,001
DIABETES 16 173,81 76,337
CONTROL 18 126,06 46,296

TG tras 2 horas <0,001
DIABETES 16 218,88 111,332
CONTROL 18 147,89 62,846

TG tras 4 horas <0,001
DIABETES 16 229,56 96,808
CONTROL 18 105,61 46,810

TG tras 6 horas <0,001
DIABETES 16 206,50 94,312
CONTROL 18 73,61 22,070

TG tras 8 horas <0,001
DIABETES 16 171,94 79,780

TG: Triglicéridos (mg/dl)

Figura 8. Comparacion de los TG durante la SOG
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Comparacion de los TG durante la SOG
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6.2.2.- Comparacion entre grupos de los parametros del metabolismo glucémico
durante la SOG:

En la tabla 6, 7 y 8 se exponen los datos de glucosa, insulina y HOMA. Las
concentraciones de los tres parametros descienden progresivamente a lo largo de la
SOG, alcanzando los valores minimos a las 8 horas. En los valores de glucemia e
insulinemia hay diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en todos

los puntos de la SOG.
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Tabla 6. Comparacion de nivel de glucosa durante SOG

N Media |Desv. tipica p

GLUCOSA CONTROL 17 93,59 6,305
basal (mg/dl) DIABETES 16 136,56 40,296 <001
|GLUCOSA CONTROL 18 90,44 5,711 w001
2 hrs(mg/dl) DIABETES 16 117,06 28,466
[GLUCOSA CONTROL 18 89,39 5,720
4 hrs (mg/dl) DIABETES 16 106,31 23,680 <00
GLUCOSA CONTROL 18 86,56 5,159 <001
6 hrs (mg/dl) DIABETES 16 101,19 20,252
|IGLUCOSA CONTROL 18 86,72 5,613 <001
8 hrs (mg/dl) DIABETES 16 103,69 19,506
Glucosa en mg/dl
Figura 9. Comparacion de la glucemia durante la SOG
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Tabla 7. Comparacién de niveles de insulina durante la SOG.

N Media |Desv. tipica p

INSUL CONTROL 18 7,361 3,5130

basal(mU/ml) DIABETES 16 14,913 10,5751 <001
INSUL CONTROL 16 5,444 3,0811

2 hrs(mU/ml) DIABETES 12 11,325 7,3126 <001
INSUL CONTROL 16 4,631 1,8643

4 hrs(mU/ml) DIABETES 12 11,333 6,3204 <00
INSUL CONTROL 16 3,838 2,1159

6 hrs(mU/ml) DIABETES 12 10,358 5,1634 <00t
INSUL CONTROL 15 3,373 1,8379

8 hrs(mU/ml) DIABETES 12 7,825 3,6189 <00

insula: Insulina (mU/ml)

Figura 10. Comparacion de insulinemia durante la SOG
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Tabla 8. Niveles de HOMA durante la realizacion de la prueba.

N Media SD
HOMA basal CONTROL 17 1,70102714 0,05469004
DIABETES 16 5,02844267 1,05218328
HOMA tras | CONTROL 18 1,21569225 0,04344731
2 horas DIABETES 16 3,27334444 0,51397647
HOMA tras | CONTROL 18 1,02213602 0,02633036
4 horas DIABETES 16 2,97484254 0,36954833
HOMA tras | CONTROL 18 0,82028958 0,02695291
6 horas DIABETES 16 2,58796548 0,2581955
HOMA tras | CONTROL 18 0,72223842 0,02547193
8 horas DIABETES 16 2,00339321 0,17429695
Figura 11. Evolucion de Homa Durante la prueba.
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6.2.3.- Comparacion entre grupos de los parametros de oxidacion durante la SOG:

En la tablas de este apartado quedan reflejados los valores de los parametros de

oxidacion del grupo completo antes y tras la SOG. Los valores obtenidos en pacientes

diabéticos son superiores en todos los valores de la SOG. Estas diferencias tienen

significacion estadistica.

estadisticamente significativas es la GSSG/GSH.

Tabla 9. Comparacién de GSSG entre ambos grupos durante la SOG

El dnico valor en el que no se obtuvieron diferencias

N Media Desv. tipica p

GSSG CONTROL 14 2,64197 528646

basal(mcg/M) DIABETES 16 2,24269 248727 <005
GSSG CONTROL 17 2,77759 ;540471

2 hrs(mcg/M) DIABETES 16 2,22289 ,274320 <005
GSSG CONTROL 16 2,81271 ,441515

4 hrs(mcg/M) DIABETES 16 2,23666 ,261207 <005
GSSG CONTROL 17 2,67485 423664

6 hrs(mcg/M) DIABETES 16 2,31096 ,290230 <005
GSSG CONTROL 17 2,64753 ,468218

8 hrs(mcg/M) DIABETES 16 2,23570 ,258952 <005

GSSG: Glutation oxidado (mcgM)
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Figura 12. Comparacion de GSSG durante la SOG
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Tabla 10. Comparacién de GSH entre ambos grupos durante la SOG
N Media |Desv. tipica p
GSH CONTROL 14 12,97216 | 3,740994
basal(mcg/M) DIABETES 16 9,74952 | 3,249955 <0,05
GSH CONTROL 17 14,13565 | 4,000549
2 hrs(mcg/M) DIABETES 16 11,84487 | 3,626950 <0,05
GSH CONTROL 16 15,70085 | 3,321940
4 hrs(mcg/M) DIABETES 16 13,46064 | 4,066555 <0,05
GSH CONTROL 17 17,24647 | 3,928433 <0,05
6 hrs(mcg/M) DIABETES 16 14,07026 | 3,767896
GSH CONTROL 17 20,02292 | 3,834206
8 hrs(mcg/M) DIABETES 16 17,16253 | 3,740422 <0,05

GSH: Glutation reducido (mcgM)
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Figura 13. Comparacion de GSH durante la SOG
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Tabla 11. Comparacion de MDA entre ambos grupos durante la SOG
N Media | Desv. tipica p
MDA basal CONTROL 14 1,40531 ,281195
(mcg/M) DIABETES 16 1,19292 ,132302 <0,05
MDA 2 CONTROL 17 147744 ,287484
hrs(mcg/M) DIABETES 16 1,18239 ,145915 <0,05
MDA CONTROL 16 1,49612 ,234848
4 hrs(mcg/M) DIABETES 16 1,18971 ,138940 <0,05
MDA CONTROL 17 1,42279 ,225353
6 hrs(mcg/M) DIABETES 16 1,22923 ,154378 <0,05
MDA CONTROL 17 1,40826 ,249052
8 hrs(mcg/M) DIABETES 16 1,18920 ,137740 <0,05

MDA: Malondialdehido (mcgM
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Figura 14. Comparacion de MDA durante la SOG
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Tabla 12. Comparacion de GSSG/GSH entre ambos grupos durante la SOG
N Media Desv. tipica p
GSSG/GSH CONTROL 14 ,2191 ,07389 NS
basal DIABETES 16 ,2587 , 10320
GSSG/GSH CONTROL 17 2117 ,07228 NS
2hrs DIABETES 16 ,2088 ,08087
GSSG/GSH CONTROL 16 , 1874 ,05061 NS
4 hrs DIABETES 16 , 1824 ,06486
GSSG/GSH CONTROL 17 , 1635 ,04715 NS
6 hrs DIABETES 16 , 1782 ,06198
GSSG/GSH CONTROL 17 , 1390 ,04481 NS
8 hrs DIABETES 16 , 1375 ,03941

NS: no significativo
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Figura 15.

Comparacion de GSSG/GSH entre ambos grupos durante la SOG
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6.3.- Incrementos de los parametros analizados en el grupo completo a

nivel postprandial: controles frente a DM2.,

6.3.1.- Incremento de los niveles de triglicéridos en el grupo completo

Durante la SOG los triglicéridos aumentan en ambos grupos siendo mayor el

incremento en el grupo control a las dos horas. A partir de las 6 horas se objetiva en

ambos grupos descenso de cifras de triglicéridos. Este descenso es mas acusado en los

sujetos no diabéticos. Al finalizar se objetiva en ambos grupos un descenso respecto a

los niveles iniciales.

Figura 16. Incremento de triglicéridos
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6.3.2.- Incremento de los niveles de Glucosa, Insulinay HOMA.

La glucemia va descendiendo durante la SOG principalmente en grupo de DM2. El

descenso es progresivo objetivandose el maximo descenso a las 6 horas. Los controles

mantienen cifras similares de glucemia durante la realizacion de la prueba, aunque con

descensos estadisticamente significativos con respecto al ayuno.

Figura 17. Incremento de glucemia
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Figura 18. Incremento de Insulina
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6.3.3.- Incremento en los parametros estudiados de estrés oxidativo.

Figura 19.
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Figura 20. Incremento de GSH
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Figura. 21 Incremento de MDA
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6.4.- Estudio de expresion de genes en linfomonocitos en situacion

postprandial.

6.4.1.- Comparacion de la expresion de genes en situacion basal

El andlisis de la expresion génica en situacion basal (ayuno) y durante la sobrecarga nos
aportd muchos datos. Los examenes realizados analizan multitud de genes y arrojan
gran cantidad de datos estadisticos que hemos debido sintetizar para mostrar resultados
mas concretos. En la Tabla 13 se muestran los 5 genes en los que se han visto mayores
diferencias de expresion en situacion basal entre los casos (DMT2) y los controles. Se
obtuvieron diferencias significativas en otros 20 genes estudiados, pero hemos mostrado

solo aquellos con mayor significacion estadistica.

Tabla 13. Expresion genes en situacion basal (ayuno)

Controles DMT2
Gen ] ] Log FC p
(media+SD) (media+SD)
BOLA2 8.715+0.454 | 9.774 £ 0.492 1.07 0.00000004
ZNF480 9.101 £ 0.291 8.43+0.228 -0.67 0.00000016
YWHAG 9.903+0.345 | 10.67 £0.339 0.77 0.00000023
RPS6KA3 9.226 +0.741 | 7.979+0.412 -1.25 0.00000034
RPS6KA3 9.341 £ 0.824 8.027 +0.34 -1.31 0.0000004




Figura. 22 Expresion genes basal
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6.4.2.- Expresion de genes en linfomonocitos en el grupo control durante la SOG

En la siguiente tabla 14 se muestran los genes cuya expresion se ve modificada con

mayor significacion estadistica durante la sobrecarga en sujetos sanos. El gen FKBP5 ve

disminuida su expresion durante la SOG. El gen DHRS9 aumenta su expresion durante

la SOG.

Tablal4. Expresion de genes en el grupo control durante la SOG

Controles
OH vs 4H OH vs 8H

OH 4H 8H
(mediaSD) | (mediazSD) | (mediaSD) p value p value
FKBP5 | 12.34+0.28 | 11.74+0.27 | 11.79:+0.21 |  0.00000002 0.0000001
DHRSO | 9.25:0.79 | 9.92+0.67 | 9.99+0.84 | 0.00000001 0.0000001
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Figura. 23 Expresion de genes en controles durante la SOG
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6.4.3.- Expresion de genes en linfomonocitos durante la SOG en pacientes
diabéticos.

En la siguiente tabla se muestran los genes cuya expresion se ve modificada con mayor
significacion durante la sobrecarga en sujetos con DMT2. El gen FKBP5 ve disminuida
su expresion durante la SOG. ElI gen DHRS9 aumenta su expresion durante la SOG.
Cabe destacar que las diferencias de expresion en ambos genes son similares en ambos

grupos, encontrandose a las 4 horas las diferencias de expresion mayores.

Tabla 15 Expresion de genes en DMT2 durante la SOG en pacientes diabéticos

DMT?2
OH 4AH 8H OH vs 4H OH vs 8H
(mediaxSD) | (mediaxSD) | (mediaxSD) p value p value
FKBP5 | 12.11+0.41 | 11.77#0.44 | 11.55+0.25 | = ----- 0,0001519
DHRS9 | 8.86+0.45 9.34+0.30 9.26+0.36 0,0026697

Figura. 24 Expresion de genes en DM2 durante la SOG

Expresion de genes en DM2 durante la SOG

13 - *kk
12,5 T okl *kk
11,5 - .

- = FBP5

8 ekk *kKk
7,5 - e HRS9

Basal 4 hrs 8 hrs

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

52



6.4.4.- Comparacion de la expresién de genes durante SOG en pacientes sanos y
DM2.

En la siguiente tabla se muestran la expresion de los genes en los que existe mayores

diferencias entre grupos en situacion basal (ayuno) y como se ve modificada su
expresion durante la SOG.

Tabla 16. Expresion de genes con mayores diferencias entre grupos

CONTROL vs DM

Basal 4H 8H

Log FC p value Log FC p value Log FC p value

RPS6KA3 -1,31 0,00000041 -1,25 0,00000034 -1,27 0,00000182

BOLA2 0,92 0,00000565 1,07 0,00000004 0,84 0,00003068

ZNF480 -0,67 0,00000016 -0,58 0,00008569
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7.- Discusion

7.1.- Evaluacion de la muestra

En los pacientes incluidos no se encontraron diferencias significativas en la edad entre
los grupos. Esto permite comparar mejor ambos grupos ya que la edad es “per se” un
factor que puede actuar como factor de confusion (119). La edad es un determinante de
EO, dislipemia, diabetes e hipertension arterial (120). Esto fue uno de las causas por las
que se retrasd la seleccion de pacientes ya que, por lo general, el grupo control esta
formado por individuos de menor edad y los pacientes con DM2 son de edad mas

avanzada.

Entre los grupos estudiados si se obtuvieron diferencias tanto en el IMC, como en el PC
y en las cifras de TA. Estas diferencias entre los grupos eran esperables, ya que existe
relaciéon directa entre obesidad y la resistencia a la insulina (121). También existen
numerosos estudios que indican que el perimetro cintura abdominal es un parametro
productor de resistencia insulinica y, por tanto, de intolerancia hidrocarbonada (122). En
cuanto a los datos obtenidos en las cifras tensionales, estos corroboran lo expuesto por
otros autores. La HTA es un factor de riesgo que aparece con mayor frecuencia en los
pacientes con diabetes Mellitus. La presencia de presion arterial incrementada en
nuestra muestra coincide con las series publicadas en cuanto a prevalencia de HTA en
poblacion diabética (123)(124).

7.2.- Seleccion de pacientes

La seleccion de los pacientes estudiados fue determinante para la realizacion del
proyecto. Nuestro objetivo era realizar la SOG en sujetos DM2 en los que no existieran
otros factores de confusion que pudieran alterar la prueba y, por tanto, restaran validez a

los resultados obtenidos.
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Se excluyeron individuos que realizaran actividad fisica regularmente. El ejercicio
fisico presenta efectos sobre el metabolismo en situacion de ayuno y el postprandial. Por
ejemplo, el ejercicio fisico disminuye la trigliceridemia y mejora el HDL colesterol.
Asimismo, disminuye la insulinemia basal y el indice HOMA (125). En cuanto a la
dislipemia postprandial esta se ve reducida en sujetos que realizan ejercicio en un 24-
35% (115). Estos efectos parecen estar mediados por un aumento de la actividad de la
LPL en sujetos que realizan actividad fisica regular. Por tanto, no solo se excluyeron
individuos que realizaran ejercicio, si no que durante la realizacion de la SOG se

mantuvo un reposo relativo.

Ninguno de los sujetos de ambos grupos era fumador. El tabaquismo es un potente
factor de riesgo de enfermedad cardiovascular. Este actla a diferentes niveles pudiendo
alterar la interpretacion de los resultados de nuestro estudio. El tabaco produce aumento
de EO disminuyendo la biodisponibilidad de NO y produciendo aumento de especies
reactivas. El paciente fumador también presenta cambios en la respuesta postprandial de
los triglicéridos, mostrando incrementos superiores al 50 % respecto a poblacion sana
(126)(127). Otro grupo de pacientes excluidos fueron aquello que consumian > 30 gr de
alcohol diarios. Este aumenta los niveles de TG circulantes, ya que activa la secrecion
de VLDL, aumenta la sintesis de acidos grasos y reduce su aclaramiento (128-130).

Se seleccionaron pacientes diabéticos de reciente diagnostico. El tiempo de evolucion
de la diabetes es un factor que agrava la disfunciéon endotelial que conduce a la
aparicion de complicaciones. Buscabamos la presencia de alteraciones en expresion en
pacientes con poco tiempo de evolucion, sin presencia de complicaciones y sin otros
farmacos que alteraran los resultados. En cuanto a los farmacos, se retiraron aquellos
que afectaban a la lipemia, estrés oxidativo y la disfuncion endotelial. Se retiraron por
tanto los hipolipemiantes, antiagregantes y antihipertensivos. En cuanto a la
metformina, se mantuvo ya que actualmente, dadas las guias actuales, en cuanto el
paciente es diagnosticado se le comienza a tratar con dicho farmaco. Podemos decir que
el paciente diabético por el simple hecho de serlo ya debe llevar este farmaco.
Actualmente es una condicién casi indispensable en un paciente diabético, por tanto,

creimos oportuno no retirarlo para conocer los resultados en una poblacién real. Si se
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hubiera retirado el farmaco los datos no hubieran sido extrapolables a los sujetos que

existen en la consulta clinica diaria.

7.3.- Evaluacion del test de sobrecarga grasa.

El preparado lipidico utilizado presenta contenidos similares de grasa a los que presenta
una comida habitual (30-60 g). Si utilizamos dosis menores a 30 g no se produce efecto
sobre los triglicéridos. Si empleamos dosis mayores de 80 gramos se produce un efecto
exagerado sin relacion dosis dependiente, saturandose la respuesta (115). Otra cuestion
a tener en cuenta es la composicion bioquimica del preparado. En nuestro caso, el 100%
de los lipidos son LCT (TG de cadena larga). Estos entran directamente en circulacion
general produciendo mayor efecto sobre la trigliceridemia postprandial (131). Existen
otros estudios en los que se ha utilizado comida de prueba, estas contienen cantidades
diferentes de acidos grasos de cadena media y corta. Estos pasan a circulacion portal
presentando un efecto limitado sobre la trigliceridemia plasmatica. Por un lado, nuestra
aproximacion evita los efectos de otros nutrientes en la respuesta postprandial, pero no
es un aporte fisiologico.

Nuestro preparado presenta una composicion basada en las recomendaciones de la
NCEP-1. Es rico en 4&cidos grasos monoinsaturados, siendo obtenido de aceites
vegetales. Nuestro preparado tampoco presenta hidratos de carbono, ni fibra. La fibra
puede alterar la respuesta postprandial, ya que disminuye la absorcion de los lipidos
(132). La fibra también puede alterar el metabolismo glucidico, disminuyendo la
excursion glucémica y los niveles de insulina (133). Los carbohidratos producen
incrementos en la respuesta obtenida ya que modifican el metabolismo de las
lipoproteinas. Un exceso de carbohidratos aumenta los niveles de triglicéridos
circulantes.(134). Tampoco contiene antioxidantes, lo que si ocurre usando comidas de
prueba ricas en alimentos con mono o poli insaturados, que llevan asociados

antioxidantes naturales como flavonoides o vitamina E.
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Tabla 17. Proporcion de &cidos grasos contenido en diferentes alimentos

AGS (%) AGMI (%) AGPI (%) né /n3
Supracal® 19,2 56,6 20,2 >20
Aceite oliva 14,4 73 8,6 11,1
Nueces 11 15,7 68,3 5,25
Mantequilla 71,6 25,4 3 2,05

AGS: &cidos grasos saturados; AGMI: &cidos grasos monoinsaturados; AGPI: &cidos
grasos poli insaturados; n-3: acidos grasos de la serie omega 3; n-6: acidos grasos de la
serie omega 6.

7.4.- Evaluacion de lipemia basal y postprandial

Los datos bioquimicos obtenidos en ayunas coinciden con lo descrito como dislipemia
diabética en diferentes publicaciones. Esta se caracteriza por la presencia de colesterol
discretamente aumentado, hipertrigliceridemia y HDL colesterol bajo (27). Por lo tanto,
nuestra muestra de pacientes diabéticos presenta las caracteristicas basales esperadas en
el patron lipidico (30).

Como se objetiva en la figura 7, los valores de triglicéridos no s6lo son mayores en los
pacientes diabéticos en situacion basal, si no que estos presentan mayor incremento en
situacion postprandial tras SOG. Los niveles mas altos se objetivan a las 4 horas en
ambos grupos (47,48). A partir de este punto se produce un descenso en la
trigliceridemia. Al final de la prueba ambos grupos presentan valores de triglicéridos

mas bajos que los basales

El resto de parametros lipidicos estudiados (CT, cLDL, cHDL) no presentaron cambios
significativos en sus concentraciones plasmaticas tras SOG. Estos resultados también
coinciden con lo encontrado en otros estudios (43)(135). La respuesta lipidica tras
sobrecarga oral grasa suele producir escasas alteraciones en los niveles de colesterol

(136). En contra, en situacion postprandial se produce un incremento de los triglicéridos
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circulantes. Esta hipertrigliceridemia en periodo postprandial es mayor en pacientes con
DM2.(137)

7.5.- Metabolismo glucidico

Al realizar la prueba también estudiamos los pardmetros del metabolismo glucidico.
Como es de esperar, los pacientes con DM2 presentan niveles de glucemias mayores
que los pacientes sanos, siendo los valores medios en ambos grupos de 136,56 mg/ y
93,59 mg/dl respectivamente. Estas diferencias son significativas. A lo largo de la
prueba se produce un descenso progresivo en ambos grupos. Este descenso se produce
en ambos siendo la caida total de la glucemia de 35,375 mg/dl en pacientes DM2 y de
6,647 mg/dl en controles. EI mayor descenso se objetiva a las 6 horas de la prueba,
presentando un minimo repunte a las 8 horas. Es importante destacar que la caida es
mayor en los pacientes diabéticos, presentando diferencias significativas en todos los
puntos de la prueba (Ver figura.10)

Los resultados obtenidos en los niveles de glucosa deben ser estudiados conjuntamente
con la evolucion de la insulinemia durante el test. Como es conocido, los niveles de
insulinemia basal son mayores en los DM2 frente a controles (14,913 vs 7,361). Estas
diferencias son significativas y mantienen la potencia estadistica durante las 8 h del
estudio. Al igual que ocurre con la glucemia, los niveles de insulina descienden
paulatinamente a medida que transcurre el ensayo en ambos grupos (6,833 vs 3,5467).
Esta disminucién es mucho mayor en pacientes con DM2 y esta se da a las 8 h del

examen.

Para analizar los datos conjuntamente, debemos calcular el HOMA a lo largo del test.
Como se objetiva en la tabla 7, y como era de esperar con los datos mostrados de
glucemia e insulina, los valores de HOMA son también mayores en los pacientes con
DM2. Asimismo, durante la realizacion del examen, se objetiva un descenso en ambos
grupos siendo este decremento superior en los pacientes con alteracion del metabolismo

glucosado.
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Por tanto, teniendo en cuenta los datos observados en nuestro proyecto, objetivamos que
la SOG produce una mejora de los niveles de glucemia e insulinemia. De esto se deduce
la mejora de la insulinresistencia en situacion postprandial. Nuestros resultados
coinciden con otros estudios ya realizados. Estos también prueban que los niveles de
resistencia a la insulina mejoran en situacion postprandial(138)(139). Existen estudios
poblacionales que muestran niveles de HOMA mas bajos en relacion con la presencia
de &cidos grasos monoinsaturados en el plasma de los pacientes estudiados. Existen
trabajos que apoyan la mejora de la Rl con &cidos grasos monoinsaturados tanto en
poblacion obesa (140)(141) como en adultos diabéticos (142). Por otra parte, existen
estudios, que muestran aumento de la resistencia a la insulina tras sobrecarga grasa tanto
oral como intravenosa (143). Por tanto, debe existir un efecto mediado por la
composicion de la grasa que mejore la RI. Segin postula Wuesten et al (138,139), la
administracion de una sobrecarga oral grasa mejora también la funcién de la célula beta.
Otros apuntan a que esta mejora de la Rl se debe a un efecto mediado por la NAPH
oxidasa 4 (144). También se ha estudiado la via de las proteinas acopladas a proteina G
como responsable de este mecanismo, esto se ha comprobado en estudios
experimentales en ratas (145), concediendo especial importancia a las vias GPR120 y
GPRA40, las cuales se veian activadas en ratas alimentadas con dietas ricas en omega 3 'y
omega 9. Estas vias producian no solo descensos en la RI, sino mejoria en la

inflamacion, niveles de IL 10 y de infiltracion por macréfagos.

Otro mecanismo propuesto, es el efecto de los acidos grasos monoinsaturados sobre el
transportador GLUT 4. Este ve incrementados sus niveles en presencia de omega 3,
pero no en presencia de aceite de oliva (146) (147). Asimismo, a nivel muscular, los

omega 3 producen mejoria de la sefializacion de la insulina(148).
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7.6.- Estrés oxidativo

En el test realizado se han analizado también diferentes pardmetros de EO en ambos
grupos. Los niveles en ayunas muestran como en poblacién diabética los niveles de
GSH son inferiores que en poblacién sana. Las diferencias obtenidas en nuestro trabajo
son estadisticamente significativas. Estos resultados muestran que el paciente diabético
presenta, en condiciones basales, consumo de glutation y, por tanto, un nivel aumentado
de EO. Esto coincide con otros estudios publicados en los que se objetiva un descenso
de GSH en poblacion diabética (149-151). En estos estudios no solo se objetiva
descenso de GSH, sino la presencia de otros factores de EO en pacientes con diabetes.
Estas alteraciones se concretan en un aumento en los niveles de MDA, descenso de
actividad en las enzimas antioxidantes como la glutation sintetasa y la glutation
reductasa. Los pacientes con diabetes presentan mayor actividad en la SOD. EI descenso
del GSH y el aumento del GSSG en poblacion diabética y por tanto un aumento del
ratio GSSG/GSH (152,153). Existen factores por la propia enfermedad que modulan el
EO, en este sentido se objetiva, que el descenso de GSH es mayor en relacién a los
valores de Hemoglobina glicosilada.(149). En esta publicacion no se encontr6
correlacion entre EO y duracion de la DM. Hakki et al no solo evidencia que los valores
de GSH son menores en poblacion diabética, si no que estos son todavia mas bajos en
los pacientes con retinopatia. Los niveles son similares en pacientes con
microalbuminuria y con normoalbuminuria.(151). En nuestro grupo, las diferencias de

GSH posiblemente sean menores, ya que se trata de pacientes sin complicaciones.

Durante la SOG, existe un incremento de GSH en ambos grupos, aunque el mayor
ascenso se objetiva en poblacion diabética. (7,2 vs 7,4). Este incremento en los valores
de GSH es debido al efecto positivo de los acidos grasos insaturados sobre el EO. Este
efecto también ha sido descrito en otros estudios. Nosotros observamos este efecto
beneficioso en sujetos con hipercolesterolemia familiar(99). Este efecto también se ha
encontrado en estudios de intervencién dietética (154-156). En estos estudios se

objetiva mejoria no solo de la GSH, si no del resto de pardmetros de EO estudiados en
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nuestra prueba. Sin embargo, en trabajos donde se ha utilizado grasa saturada se han
objetivado aumentos en los parametros de EO (157-159).

Otro parametro estudiado es el GSSG. Este parametro es mayor en los controles lo que
indica mayor consumo de glutation. Lo observado habitualmente en poblacion diabética
es un aumento de los niveles de GSSG que conduce a un ratio GSSG/GSH mayor
(152,153). En nuestro estudio los niveles de GSSG no son mayores en los casos, aunque
si valoramos la ratio GSSG/GSH, ésta es mayor en poblacion con DM (0,21vs 0,29).
Este resultado pensamos que se debe a que los pacientes incluidos en nuestro estudio
mantuvieron el tratamiento con metformina. Existen multitud de estudios, que muestran
un papel beneficioso de este farmaco sobre el EO. Se ha visto como en ratas tratadas
con metformina aumenta la actividad de la glutation peroxidasa, de la SOD y de la
catalasa (160). En este mismo trabajo, se objetivaron descensos de la MDA en ratas
tratadas con metformina. Existen otros autores que demuestran incrementos de GSSG y
mejoras de la ratio con metformina a nivel de hipocampo previniendo empeoramiento
de la memoria (161). Otros trabajos también apuntan hacia el efecto sobre las sustancias
reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS), disminuyendo sus valores. La metformina
reduce sus niveles en el sistema nervioso central (162), a nivel hepatico mejorando los
valores de catalasa (163) y en tejido renal (164,165). Existen también trabajos en
pacientes con sindrome de ovarios poliquisticos (SOP) en los que la metformina tuvo un
papel beneficioso sobre el EO. En este estudio, se demuestra que la metformina
disminuye el MDA y aumenta el 6xido nitrico en pacientes con SOP (166). También
existen estudios en pacientes diabéticos, que observan descenso de MDA con
metformina (167,168). Por tanto, existe multitud de estudios que demuestran el efecto
beneficioso de la metformina sobre el EO, ya que esta mejora la ratio GSSG/GSH,
activa la catalasa, la glutation reductasa, disminuye los niveles de MDA y aumenta el

Oxido nitrico.

Otro parametro estudiado en nuestro trabajo fue el MDA. En condiciones basales y
segun lo descrito en la bibliografia, los niveles de MDA en el paciente diabético estan
aumentados (149,150,169,170). Los pacientes con nefropatia diabética presentan niveles

mayores de MDA (150). En contra, los valores no aumentan en pacientes con
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retinopatia diabética frente a pacientes diabéticos sin alteraciones oculares (171).
Parece, por tanto, que los niveles de MDA se relacionan mas con dafio renal, y el

decremento de GSH con la retinopatia.

En nuestro test, los niveles de MDA encontrados son mayores en el grupo control (1,4vs
1,1). Esta diferencia no esperable pensamos, que se debe al efecto beneficioso que tiene

la metformina sobre los niveles de MDA descrita en parrafos anteriores.

La evolucion de los niveles de GSSG y de MDA durante la prueba, pueden haber estado
influenciados por la metformina. Cabe destacar que en el grupo control existe un
aumento a las 4 horas de los niveles de GSSG que se normaliza a las 8 horas del
examen. Esta misma evolucion la presentan los niveles de MDA durante la prueba.
Presenta un incremento hasta las 4 horas, volviendo a niveles similares a los basales al

finalizar el test.

En cuanto a la ratio GSSG/GSH presenta claramente una mejoria en ambos grupos
durante la SOG. Este descenso se produce en ambos grupos Yy esta relacionado con la
mejora de los niveles de GSH descrita anteriormente y por el probable efecto de la

metformina sobre los valores de GSSG.

En conclusion, nuestros datos coinciden con lo publicado respecto a GSH vy
GSSG/GSH, ya que nuestros datos muestran niveles inferiores de GSH en poblacion
con DM. Tras la SOG con monoinsaturados se produce una mejora en ambos grupos lo

gue conduce al descenso de la ratio GSSG/GSH.

Los datos obtenidos de GSSG y MDA probablemente estan influidos por la toma de
metformina en los pacientes incluidos en el estudio. De este modo, nuestros resultados
apoyarian el papel antioxidante que parece presenta la metformina independiente de su
papel hipoglucemiante. Papel que como hemos demostrado ha sido mostrado en otros

estudios previos.
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Cabe destacar, que otro factor de confusion que pudiera haber afectado nuestros
resultados, es el tratamiento con estatinas. Como se ha remarcado en el apartado de
métodos, los pacientes que tomaban dicho farmaco fueron sometidos a un periodo de
lavado previo al estudio. Este periodo de lavado lo consideramos suficiente y no
creemos que las estatinas pudieran haber influido. No obstante, destacar que las
estatinas presentan un efecto beneficioso sobre el EO como se muestra en multitud de
trabajos (172-179).

7.7.- Expresion genes implicados

En el estudio de expresion génica se han analizado numerosos genes, ya que fue un
despistaje utilizando chips que permiten el estudio de hasta 30.000 genes. En la tabla 13
se muestran sélo aquellos genes cuya expresion presenta las mayores diferencias
estadisticas entre ambos grupos estudiados. Esta diferencia de expresion puede tener un
valor tanto positivo como negativo. Los genes BOLA2 y YWHAG presentan mayor
expresion en pacientes diabéticos. Por otra parte, en los genes ZNF480 y RPS6KA3 se

objetiva mayor expresion en sujetos sanos.

El gen BOLAZ2 se encuentra dentro de una region de una duplicacion segmental en el
cromosoma 16p (16pl11.2). Este gen codifica la proteina BolA-like 2. Las proteinas
bola-like parecen estar involucradas en la proliferacion celular o la regulacion del ciclo
celular. La secuenciacion de este gen se realiz6 en julio de 2008 (180) y existe poca

informacidn en cuanto a su papel.

Diferentes estudios sugieren un papel del gen en el estrés oxidativo (181,182), actuando
a través de la glutaredoxina. También se ha visto que ejerce una funcion en el
metabolismo intracelular del hierro en humanos (183,184) siendo responsable de unir
centros de hierro-azufre. Las glutaredoxinas son pequefias enzimas redox que se
caracterizan por utilizar glutation como cofactor, actian como mecanismos de defensa

antioxidantes. Esta reducen deshidroascorbato, peroxiredoxinas, y a la metionina
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sulfoxido reductasa (185-187). Por tanto, el aumento de expresion el gen BOLA2 en
pacientes diabéticos puede interpretarse como una necesidad de antioxidantes para

equilibrar el EO producido y el consumo de glutation propio de la patologia.

El gen YWHAG se encuentra en el cromosoma 7 (7q11.23) y su expresion supone la
sintesis de la familia de las proteinas 14-3-3 (188). Esta es una proteina que media
sefiales de traduccion uniéndose a proteinas con fosfatidilserina (189). Se expresa en
cerebro, musculo esquelético y corazon. Se ha demostrado que interactian con RAF1 y
proteina quinasa C, proteinas implicadas en diversas vias de transduccion de sefial
(190).

Su deteccion tiene importancia clinica en cuadros neurolégicos como trastornos del
comportamiento, epilepsia (191) y sindrome de Williams-Beuren (192). También se ha
visto relacionado con procesos cardiacos como la cardiomegalia (193). También se
postula su implicacion con procesos de mantenimiento de los telémeros y de longevidad
(194).

La relacion con este gen con la fosfatidilserina podria tener relacion en DM2, ya que se
han visto alteraciones en la organizacion lipidica de lo eritrocitos como resultado de la
disfuncion endotelial propia de DM2. Esta alteracion de la estructura lipidica de los

eritrocitos los hace mas propensos a la adhesion endotelial (195-197).

En contrapartida se encuentran los genes ZNF480 y RPS6KA3. Ambos presentan mayor

expresion en poblacion no diabética.

El gen ZNF480 sintetiza la zinc-finger-protein 480. Este gen se sitla en el cromosoma
19 (19913.41) (198). Esta proteina se encuentra en muchos factores de transcripcion. Se
postula que tiene un papel en el desarrollo del corazdn, asi como en la aparicion de
patologias cardiacas. En los tejidos adultos, la expresion de ZNF480 se encuentra en el
corazén, musculo esquelético, pancreas y placenta. La sobreexpresion de ZNF480,
activa la actividad transcripcional de AP-1 y la SRE. Por tanto, ZNF480 puede actuar
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como un regulador positivo en las vias de sefializacion de MAPK a través de la
activacion de AP-1y SRE (199).

También ha sido un gen que se ha implicado con el desarrollo de la esquizofrenia (200),

aungue actualmente no existen datos que apoyen esta relacion.

El gen RPS6KA3 se localiza en el cromosoma X (Xp22.12) (201) y codifica un
miembro de las RSK (quinasas R6 ribosomicas). Estas pertenecen a la familia de serina
/ treonina quinasas. Esta quinasa contiene 2 dominios cataliticos no idénticos y fosforila
varios sustratos, incluyendo la MAPK. La actividad de esta proteina ha sido implicada
en el control del crecimiento y la diferenciacion celular. Las mutaciones en este gen se
han asociado con el sindrome de Coffin-Lowry (CLS) (202-205). Su secuenciacién se
realiza en julio de 2008.(206)

Como se ha descrito, ambos genes presentan un papel en la activacién de la via MAPK.
En el caso del gen ZNF480 su activacion se realiza a través de AP-1 y SER mientras
que en RPS6KA-se activa a mediante la quinasa R6 ribosomica. Esta via de

sefializacion implica también a la insulina y ha sido relacionada con insulinresistencia.

Tras la sobrecarga se objetivaron cambios en la expresion de diferentes genes
estudiados. Los genes cuya expresion se vio modificada en mayor medida fueron los
genes FKBP5 y DHRS9

El gen FKBP5 se sitda en el cromosoma 6 (6p21.31) (207,208). Este gen codifica la
proteina FKBP5. Esta pertenece a la familia de las inmunofilinas. Tienen un papel en la
inmunorregulacion y en el plegamiento de proteinas. Esta proteina es diana en el
tratamiento con inmunosupresores como la FK506, la rapamicina o los corticoides. Esta

funcién se ejerce a través de la inhibicion de la calcineurina (209).
Los estudios genéticos han identificado que FKBP5 tiene importancia clinica en

procesos psiquiatricos tales como el trastorno por estrés postraumatico, la ansiedad, la

depresion y el trastorno bipolar. (209-213). También se le ha relacionado con el cancer
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,ya que se encuentra en vias oncogenéticas y de quimioresistencia (214). También es
hipotética su relacion como vinculo comun en patologias como la diabetes tipo 2, el
sindrome metabdlico y la depresion. Se postula que estas patologias, que en muchos
casos coexisten, tienen un nexo comun. Esta via comun se relaciona con este gen y su
relacion con la via neuroendocrina del cortisol (215). Se postula su relacion en la
génesis de obesidad en pacientes con estrés psicolégico. En esta linea se ha visto que su
sobreexpresion aumenta en tejido adiposo tras la exposicion a dexametasona. Esto
podria explicar su relacién con la insulina-resistencia mediada por corticoides (216).

Se postula su relacion con obesidad, ya que su sobreexpresion a nivel hipotalamico se
vincula con ganancia de peso en situaciones de estrés. Por tanto, parece tener una
funcién en la regulacion metabolica. La expresion del gen también es modificable con la
dieta (213,217,218). De este modo su expresion aumenta en ayunas y se suprime con la

alimentacion.

En ambos grupos estudiados, el gen disminuyo su actividad. Esta regulacion negativa
con la dieta rica en grasa coincide con lo descrito en la bibliografia aportada. Este
descenso en la expresividad de un gen relacionado con la obesidad puede ser un efecto
beneficioso de la grasa dietética. Este efecto podria tener aplicacién clinica como
posible diana terapéutica y asi personalizar el tratamiento dietético de la obesidad y la

diabetes.

El gen DHRS9 se encuentra en el cromosoma 2 (2g31.1). Este gen codifica una
deshidrogenasa de cadena corta que presenta actividad oxidorreductasa hacia
hidroxiesteroides (219).

Se le relacionado clinicamente en el cancer de colon, teniendo su regulacion un valor
prondstico (220,221). También se ha le relacion en la infeccion por virus de Epstein-
Barr (222).

Otra relacién importante es que su expresion es regulada segun la cantidad de grasa de

la dieta. Estudios en ratas muestran que una dieta rica en grasas influye en la actividad

de las deshidrogenasas aumentando su expresion en rifion y tejido adiposos y
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disminuyendo su actividad a nivel hepéatico. Esta modificacion dio como resultado que
aumentaran los niveles de retinol a nivel renal y tejido adiposo (223). Vemos por tanto
que el gen DHRS9 se ve implicado principalmente en procesos de EO. Al igual que con
FKBP5 su expresion se ve modificada segun la dieta. En nuestro estudio se aprecia un
aumento de la expresion durante la SOG. Esto puede ser uno de los mecanismos que
modulo el EO durante la SOG.
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8- Conclusiones

1.

3.

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 presentan un mayor descenso
postprandial de los valores de estrés oxidativo que los sujetos control. Lo
que indica el efecto beneficioso de la grasa insaturada en los marcadores de
estrés oxidativo postprandiales.

La expresion de genes en situacion basal es diferente en sujetos con diabetes
mellitus tipo 2 que en los controles. Los genes BOLA2 y YWHAG presentan
mayor expresion en pacientes diabéticos. Por otra parte, los genes ZNF480
y RPS6KA3 presentan mayor expresién en sujetos sanos. La implicacién
fisiopatoldgica de estos resultados no es bien conocida.

Tras la sobrecarga, se objetivaron cambios en la expresién de los genes
FKBP5 y DHRS9 tanto en sujetos sanos como en los pacientes diabéticos.
La expresion de ambos genes esta relacionada con la ingesta y por tanto el

plausible la interaccion postprandial de estos con la grasa insaturada.

Nuestra hipdtesis de trabajo es que la grasa insaturada debe disminuir el EO

postprandial y que la expresion de ARN de linfomonocitos debe ser diferente en

sujetos con DM2 frente a la de sujetos control.

Por tanto, confirmamos la respuesta postprandial del EO y la diferente expresion

de genes en ayuno. No encontramos diferencias en la expresion de genes en fase

postprandial en ambos grupos estudiados.
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