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RESUMEN

Introduccion: en la evolucién de la enfermedad cardiovascular aterosclerética se
propone al estrés oxidativo como potencial inductor de inflamacién. Una de las
enzimas del estrés oxidativo que vincula las enfermedades producidas por isquemia
reperfusion y las enfermedades inflamatorias es la mieloperoxidasa. Objetivo:
determinar la relacién entre la actividad de la enzima mieloperoxidasa y diferentes
variables como el sexo, la edad y los niveles sanguineos de glucosa, colesterol y
triacilgliceridos en trabajadores de la Facultad de Medicina. Métodos: se realizé un
estudio descriptivo transversal en la Facultad de Medicina de la Universidad de
Ciencias Médicas de Villa Clara desde enero de 2015 a diciembre de 2016. La
poblacién estuvo constituida por 416 trabajadores y se seleccioné una muestra de 90
personas por muestreo probabilistico a los que se les determind la actividad de la
enzima mieloperoxidasa en suero, asi como niveles sanguineos de colesterol,
triglicéridos y glucosa. Resultados: el valor promedio de esta actividad en los
hombres es 0,233 -superior al valor 0,212 correspondiente a las mujeres-, en relacién
al color de la piel los valores medios de la actividad de la enzima fueron de 0,227 para
los no blancos y 0,220 para los blancos y los valores medios de la actividad
enzimatica tienden a incrementarse a medida que se aproxima a los valores de 25 a
29,9kg/m? y >30,00kg/m? del indice de masa corporal. Conclusiones: la actividad de
la enzima mieloperoxidasa se encuentra relacionada con el aumento de la glicemia, el
sobrepeso y el sexo masculino.
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ABSTRACT

Introduction: In the evolution of atherosclerotic cardiovascular disease, oxidative
stress is proposed as a potential inducer of inflammation. One of the enzymes of
oxidative stress, that links ischemia reperfusion diseases and inflammatory diseases,
is myeloperoxidase. Objective: to determine the relationship between the activity of
the enzyme myeloperoxidase and different variables such as sex, age and blood levels
of glucose, cholesterol and triacylglycerides in workers at the Faculty of Medicine.
Methods: A cross-sectional descriptive study was conducted at the Faculty of
Medicine of the University of Medical Sciences in Villa Clara from January 2015 to
December 2016. The population consisted of 416 workers and a sample of 90 people
was selected by probabilistic sampling. The activity of the enzyme myeloperoxidase in
serum was determinedin them, as well as blood levels of cholesterol, triglycerides and
glucose. Results: The average value of the activity of this enzyme in men is 0.233 -
higher than the value of 0.212 corresponding to women-, in relation to skin color the
average values of enzyme activity were 0.227 for non-whites and 0.220 for whites
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and the average values of enzyme activity tend to increase as it approaches the
values of 25 to 29.9kg/m? and >30.00kg/m? of body mass index. Conclusions:
Myeloperoxidase activity is related to increased glycemia, overweight and male sex.
Key words: mieloperoxidase; risk factor; cardiovascular diseases

INTRODUCCION

La enfermedad cardiovascular aterosclerdtica es un trastorno crénico que se
desarrolla de manera insidiosa a lo largo de la vida y suele estar avanzada
cuando aparecen los sintomas. Se trata de una enfermedad generalmente
predecible y con factores de riesgo bien identificados; su prevencion permite
un amplio marco de actuacion médica. Es la causa de un elevado numero de
casos de discapacidad: se estima que en las proximas décadas la pérdida total
de afos de vida ajustados por esa razén aumentarda a un aproximado de 150
millones en 2020, por lo que sera la causa somatica mas importante de
pérdida de productividad.(*) En el desarrollo de este tipo de desorden crénico a
nivel sistémico se propone al estrés oxidativo (EO) como potencial inductor de
inflamaciéon, lo que se evidencia en las enfermedades cardiovasculares. La
presencia de EO implica un desequilibrio en el metabolismo éxido-reduccién
generado por la produccidn no controlada de especies reactivas del oxigeno
(ERO) y del nitrégeno (ERN). Una de las enzimas del EO que vincula las
enfermedades producidas por isquemia reperfusion y las enfermedades
inflamatorias es la mieloperoxidasa (MPO, peréxido de hidrogeno
oxidorreductasa), la que se encuentra ampliamente distribuida en el
organismo, su fuente fundamental la constituye los polimorfonucleares
(PMNs).®* Se considera que la MPO es un constituyente clave del armamento
citotoxico de los PMNs, es la proteina mas abundante en estas células y se
encuentra localizada a nivel lisosomal, en sus granulos primarios o azurdfilos.
La actividad excesiva de la MPO puede inducir dafio a tejidos por la produccién
de oxidantes y, consecuentemente, formar especies reactivas de lipidos y
proteinas.(® En estudios recientes se ha demostrado que la exposicién de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) a leucocitos activados produce, a través
de la MPO, especies nitrogenadas y halogenadas que facilitan procesos de
peroxidacion lipidica, nitracidn proteica y conversién a formas proaterogénicas
de LDL en la pared vascular. Ademas, la MPO participa en la generacién de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) disfuncionales transformando sus
propiedades antiinflamatorias en proinflamatorias.® Varios autores analizan, a
través de estudios, la funcion de la LDL y la HDL en la enfermedad
cardiovascular, se refieren a la MPO y a 35 productos de oxidacién generados
por la misma enzima encontrados en lesiones, describen la apariciéon en la
circulacion de LDL oxidada y presentan el anticuerpo monoclonal contra una
forma oxidada de la molécula apoB100, sustituida con aldehido, y el uso de
este anticuerpo en ensayos para determinar los niveles de LDL oxidada de
circulacion.(”

En otro estudio relacionado con el tema los investigadores compararon a
pacientes con enfermedades cardiovasculares con los participantes del estudio
gue permanecieron sanos durante todo el periodo de seguimiento. Los valores
promedio de MPO fueron significativamente mayores en los que desarrollaron
enfermedad cardiaca que en los que permanecieron sanos. Los pacientes con
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niveles basales elevados de MPO presentaban un mayor riesgo de infarto del
miocardio no fatal y de rehospitalizacion por sindrome coronario agudo a los
treinta dias. Por tanto, la MPO podria considerarse un marcador de
inestabilidad de la placa de ateroma y un buen predictor temprano de riesgo,
asi como de la posterior incidencia de eventos cardiovasculares.®

Al asociar los factores de riesgo tradicionales, la presion arterial, el colesterol
LDL y los niveles de colesterol HDL, el indice de masa corporal, el tabaguismo
y la diabetes se tuvo en cuenta que un nivel de actividad superior a 350ug/|
de MPO incrementa el riesgo de enfermedad cardiaca en 1,36 veces.

Los estados proinflamatorio y prooxidativo se han relacionado con dafo en el
miocardio y deterioro endotelial, de lo que se desprende la importancia de la
implementacién de biomarcadores oxidativos como la MPO.® Por la creciente
importancia de la enzima mieloperoxidasa en la génesis de la inflamacién y el
estrés oxidativo que acompanan al fendmeno de la aterogénesis se decido
estudiar el comportamiento de la actividad de esa enzima en trabajadores de
la Facultad de Medicina de la Universidad.

METODOS

Se realizd un estudio descriptivo transversal en el Laboratorio del
Departamento de Investigaciones de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Ciencias Médicas de la Ciudad de Santa Clara, Provincia de Villa Clara, en el
periodo comprendido de enero de 2015 a diciembre de 2016, que incluyé a
416 trabajadores de la Facultad con edades comprendidas entre los 20 y los 64
anos. A todos se les determinaron los valores séricos de colesterol total,
glucosa triacilglicéridos y mieloperoxidasa y la cuantificacion de proteinas
totales. Sus datos personales y sus antecedentes patologicos fueron
registrados en las encuestas realizadas.

Se determinaron los siguientes parametros antropomeétricos:

Peso en kilogramos (kg), talla en metros (m) e indice de masa corporal (IMC)
en kg/m?. Se realiz6 con la menor cantidad de ropa posible, sin zapatos, en las
primeras horas de la mafana, en estado de ayuno y en una bascula con
tallimetro incluido disponible en el Ilaboratorio y certificado por el
Departamento de Metrologia para su uso.

La actividad de la MPO se determin6é mediante el método descrito por Krawisz
y colaboradores(!?) -se |e hicieron algunas modificaciones-. Los niveles de
actividad de MPO se determinaron en el sobrenadante obtenido tras la
centrifugacién, se usé el perdxido de hidréogeno (H202) como sustrato para la
reaccion enzimatica. La actividad de la MPO se ensayd en el plasma a 25°C y
se midié el aumento de la absorbancia a 460nm debido a la oxidacion de la
ortodianisidina. La absorbancia de la muestra fue monitoreada a 460nm
durante tres minutos a intervalos de un minuto. Se utilizd como blanco al
buffer fosfato de potasio. La actividad enzimatica se expresdé en pumoles de
peroxidoxmin'*xmg'de proteina.

A cada muestra se le realizé la cuantificacion de proteinas totales (mg/ml)
mediante el método de Lowry.!Y Se emplearon los siguientes equipos:
centrifuga Minor S’, pesa CRYSTAL 500cal, PH-Metro: modelo pH-meter E
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516, Titriskop (equipo suizo) y el espectrofotometro: T 60 UV.VIS
spectrophotometer Quick opérate Guide.

Las determinaciones de colesterol total*®, triglicéridos*® y glicemia® se
realizaron mediante técnicas colorimétricas enzimaticas en muestras de suero
obtenidas a partir de sangre venosa periférica que fueron fraccionadas y
conservadas a -20°C hasta su posterior uso. Las concentraciones de dichas
sustancias fueron determinadas en el espectrofotdbmetro: T 60 UV.VIS

spectrophotometer.

(13)

Variables analizadas en el estudio
Las variables analizadas en el estudio se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Variables

Escala o
Variable Clasificacion Definiciéon unidades de
medida
1. Edad Cuantitativa Tiempo de existencia de una Valor numérico
discreta persona desde su hacimiento hasta
la fecha actual
2. Sexo Cualitativa Condicion organica que distingue Femenino
nominal al hombre de una mujer Masculino
3. Estado Cualitativa Situacion en la que se encuentra Bajo peso:
nutricional ordinal una persona en relacion con la <18,5kg/m?
ingesta y adaptaciones Normopeso: 18,5
fisioldgicas que tienen lugar tras a 24,9kg/m?
el ingreso de nutrientes(* Sobrepeso: 25 a
determinada mediante indice de 29,9kg/m?
Quzetelet. IMC=peso(Kg)/talla Obesidad: 230,00
(m?)
4. Color de la piel Cualitativa Segun coloracién de la piel Blanca
nominal No blanca
5. Colesterol Cuantitativa Lipido que pertenece al grupo de Concentraciones
total*? continua los esteroides sanguineas
expresadas en
mmol/I
6. Cuantitativa Concentracion en el plasma de Concentraciones
Triacilglicéridos*® continua compuestos quimicos utilizados sanguineas
por el organismo para transportar  expresadas en
acidos grasos a través de la sangre mmol/I
7. Glicemia®® Cuantitativa Valor de glucosa libre en sangre, Concentraciones
continua suero y plasma sanguineo sanguineas
expresadas en
mmol/I

8. Actividad en
suero de la enzima
mieloperoxidasa

Cuantitativa
continua

Cada unidad de actividad de MPO
se define como la conversion de
1umol de H,0, a agua en un
minuto a 40°C y expresada como
mU/mg de proteina

Valor numeérico

Analisis estadistico: pruebas aplicadas
- Prueba de bondad de ajuste de Shapiro-Wilk: verifica si una variable
cuantitativa se distribuye normalmente
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- Prueba t de Student para dos muestras independientes: permite comparar
los valores promedios de una variable en dos grupos independientes
partiendo de que se distribuye normalmente en ellos

- Analisis de varianza (ANOVA) de una via de clasificacion: considera a una
variable dependiente cuantitativa en funcidon de una Unica variable de factor
(independiente) con mas de dos categorias

- Prueba de hipotesis para el coeficiente de correlacién lineal de Pearson:
permite comprobar si existe relacidon lineal significativa entre dos variables
cuantitativas a nivel poblacional a través del coeficiente de correlacion de
Pearson como medida de asociacidén.

RESULTADOS

Se analizé la actividad de la enzima segun el sexo y el color de la piel (tabla
2). Resulté que el valor promedio de esta actividad en los hombres es de
0,233, superior al valor de 0,212 correspondiente a las mujeres; sin embargo,
esta diferencia no fue significativa (z=-1,69; p=0,095).

En relacién al color de la piel los valores medios de la actividad de la enzima
fueron casi similares (z=-0,56; p=0,580): de 0,227 para los no blancos y de
0,220 para los blancos.

Tabla 2. Actividad enzimatica segun el sexo y el color de la piel

Actividad enzimatica
Media S° IC°(95%)
Femenino 45 50 0,212 0,056 0,195-0,229
Masculino 45 50 0,233 0,063 0,214-0,252
Color de Blanca 55 61,1 0,220 0,060 0,204-0,236
la piel No blanca 35 38,9 0,227 0,062 0,206-0,248

a- Valor del estadigrafo (t) de la prueba t de Student para dos muestras independientes
b- Desviacién estandar
c- Intervalo de confianza para la media (nivel de confiabilidad del 95%)

Variables No. % Estadigrafo p

Sexo -1,69° 0,095

-0,56° 0,580

Como se aprecia en la tabla 3 los valores medios de la actividad enzimatica
tienden a incrementarse en la medida que se pasa del estado nutricional*®
normal (0,213) a sobrepeso (0,232) y de este a obesidad (0,241); sin
embargo, las diferencias entre estos promedios no clasifican como
significativas (F=1,78; p=0,575).

Tabla 3. Actividad enzimatica segun el estado nutricional

Estado No % Actividad enzimatica Estadiarafo
nutricional : Media S° IC¢ (95%) 9 P
Normal 53 58,9 0,213 0,064 0,196- 0,231

Sobrepeso 18 20,0 0,232 0,057 0,203- 0,260 1,782 0,575

Obesidad 19 21,1 0,241 0,050 0,217-0,265

Fuente: formulario del estudio

a- Valor de estadigrafo (F) del ANOVA de una via de clasificacion

b- Desviacién estandar

c- Intervalo de confianza para la media (nivel de confiabilidad del 95%)
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Respecto a la asociacion de la actividad de la MPO con las variables
cuantitativas estudiadas solamente se encontré una correlacion cercana al
valor de significacion de la enzima con los valores de la glicemia (r=0,204,
p=0,054) en el sentido de que a medida que aumenta la glicemia aumentan
los valores de la enzima (tabla 4).

Tabla 4. Correlacion de la actividad enzimatica con otras variables cuantitativas estudiadas

Variables Coeficiente de correlacion Significacion (p)
Edad -0,025 0,814
Colesterol 0,017 0,876
Triacilglicéridos 0,160 0,132
Glicemia 0,204 0,054

Fuente: formulario del estudio
DISCUSION

En relacion a la actividad de la enzima segln el sexo (tabla 2) el valor
promedio encontrado para los hombres fue superior al correspondiente a las
mujeres; sin embargo, esta diferencia no fue significativa. Este dato se ha
atribuido al hecho de que las hormonas femeninas ejercen un efecto protector,
como queda demostrado por el incremento del indice de enfermedades de
corazon en la mujer a partir de la menopausia, cuando desaparece la defensa
que le proporcionaban los estrégenos.(!®

Cuevas planted que los hombres por debajo de los 50 afos tienen una
incidencia mas elevada de sufrir problemas cardiovasculares que las mujeres
de igual edad por el efecto protector de los estrégenos y por la menor
oxidacién de las LDL y de la actividad de la enzima MPO.(”

En su investigacién Yapur'® no observé diferencia estadisticamente
significativa entre la proporcién de hombres y mujeres con respecto a los
niveles de actividad de MPO.

Un estudio realizado en 73 pacientes del sexo masculino en Texas, Estados
Unidos, mostré que los hombres con riesgo vascular tenian un valor superior
de actividad de MPO con respecto a los que no tenian riesgo vascular.(!*)

Esta investigacion coincidid con lo planteado por los diferentes autores
referenciados anteriormente.

En cuanto a la actividad de la enzima segun el color de la piel (tabla 2) se
obtuvieron resultados similares para blancos y no blancos que, al ser
comparados con los resultados obtenidos por Yapur,*® Cuevas!” vy
Sanchez,®® fueron similares y coincidieron que el color de la piel no guarda
relacién con la actividad de la enzima MPO.

En la tabla 3, aunque no hubo diferencia significativa, se observa un
incremento gradual de la actividad MPO, resulta la mas alta la correspondiente
a los individuos obesos, lo que puede indicar un incremento de estrés oxidativo
en estas personas. Cuevas planted que la obesidad es uno de los principales
factores de riesgo cardiovascular y favorece, de forma directa, la aparicién de
hipertensidon arterial, diabetes e hipercolesterolemia, por lo que guarda un
vinculo estrecho con la generacion de especies reactivas del oxigeno y con la
actividad de la MPO.(*”
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La obesidad estad relacionada con el riesgo cardiovascular debido a que el
aumento de los triglicéridos en sangre modifica la estructura de lipoproteinas
al enriquecer en triglicéridos a las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
hacerlas mas susceptibles a su degradacion por la lipasa hepatica, lo que
disminuye el transporte inverso de colesterol, forma que tiene el organismo de
eliminar su exceso. Todo esto conlleva al depdsito de LDL activando procesos
inflamatorios en los que la MPO modifica la lipoproteina de baja densidad (LDL)
colesterol en una forma danina; esta oxidacién puede causar la aterosclerosis,
el “blanqueo” producido por los dafios de la MPO a las arterias directamente, la
muerte celular y la erosion de las paredes arteriales, un proceso que puede
crear placas inestables. La MPO también obstaculiza los efectos protectores de
lipoproteina de alta densidad (HDL) y reduce la disponibilidad de éxido nitrico,
un quimico natural que relaja los vasos sanguineos.(?%

Nakamura planteé que el tejido adiposo abundante, como en el caso de las
personas obesas, promueve un estado pro-inflamatorio generalizado, con un
incremento en el nimero y la migracién de los macrdofagos hacia el tejido
adiposo; este cambio estd asociado con la inflamacion sistémica y Ila
resistencia a la insulina. Ademas, el perfil de secrecidn de citosinas del
macrofago se encuentra alterado debido a que expresa proteinas asociadas con
el tipo M-1 o fenotipo activado; en contraste, el tejido adiposo de los
organismos delgados secretan proteinas del fenotipo alternativo o el tipo M-
2.0 La estimulacion de las células TCD 44+Th-1 promueve la polarizacidén de
los macréfagos hacia un fenotipo M-1, que producen citosinas pro-
inflamatorias como el TNFa y especies reactivas de oxigeno, la respuesta se
asocia tipicamente con la inflamacién y la destruccion de tejido. El TNFa actua
sobre monocitos, macréfagos, células vasculares endoteliales y células del
musculo liso para inducir la expresidon de citocinas pro-inflamatorias,
procoagulantes y genes con actividad anti-apoptoticas que contribuyen al
desarrollo de la aterosclerosis.(22729

Aunque estos resultados no muestran diferencia significativa entre los grupos
estudiados si se observd un incremento gradual de la MPO con el aumento del
indice de masa corporal. La ausencia de significacion puede estar dada por el
escaso numero de pacientes sobrepesos y obesos estudiados.

La actividad enzimatica se relaciona con otras variables cuantitativas como el
colesterol, la glucosa y los triglicéridos; el colesterol y los triglicéridos no
guardaron una relacion significativa (tabla 4).

Cuevas encontro relacion de la actividad enzimatica con los valores séricos de
los triglicéridos, plantea que la hipertrigliceridemia se ha establecido como un
factor predictor independiente de la cardiopatia isquémica. Se sostiene que los
triglicéridos estan asociados a anomalias en el sistema de la coagulacién a
través de un efecto protrombdtico de estas particulas y a la generacion de
acido hipocloroso a través de la enzima estudiada con la consecuente
produccion de EO, que desencadena una disminucion de la fibrinolisis,
observada en los individuos hipertrigliceridémicos, no asi en los
hipercolesterolémicos.!”

En el presente estudio se observd que la actividad de la enzima MPO guarda
relacion con los niveles de glicemia, similares resultados obtuvo Cuevas en su
investigacion.*”) Otro estudio con consecuencias parecidas fue el realizado en
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el San Antonio Heart Study de los Estados Unidos en el que se observd que
mientras mas altas eran las concentraciones de glucosa, mas alto era el riesgo
de muerte por enfermedades cardiovasculares. Victor VM®® y colaboradores
demostraron que la hiperglucemia a las dos horas de una carga de glucosa oral
era un mejor predictor de engrosamiento de la pared vascular que la
hiperglucemia de ayuno y que los niveles de glucosa postprandial que, mas
que los de la glucosa de ayuno, eran un factor de riesgo de infarto del
miocardio. Una de las causas del aumento de la actividad MPO en este grupo
de individuos se debe al papel que juega el incremento de la glicemia en la
produccion de la persistencia del estimulo pro-inflamatorio y pro-oxidativo en
este grupo de estudio. Se ha descrito la asociacion de estados de inflamacion
cronica y de insulino-resistencia con el aumento de la actividad MPO que
desarrollan el incremento del estrés oxidativo (EO), la disfuncién endotelial vy,
por tanto, del riesgo cardiovascular, lo que puede explicar, de forma analoga,
este resultado.®?

En este trabajo se demostrd que el valor promedio de la actividad de la enzima
resultd significativamente mayor en los que tienen riesgo de dano vascular.
Carratala demostrd que los niveles plasmaticos de este factor aterotrombdtico,
vinculado tanto a la inflamacibn como al estrés oxidativo, son
significativamente mas elevados en los casos con riesgo vascular. Guardan
relacion las evidencias encontradas sobre la estratificacidon del riesgo de sufrir
enfermedad cardiovascular mediante la medida plasmatica de la concentracién
de MPO y los estudios sobre su contribucién causal al inicio y el desarrollo de la
placa ateromatosa, de forma individual.®®

Hippisley-Cox y colaboradores compararon la utilizacion de la actividad de la
enzima MPO y el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular, destacan
mayor actividad de la enzima en los individuos con riesgo.(?”

CONCLUSIONES

La actividad elevada de la enzima mieloperoxidasa se encuentra relacionada
con variables como el aumento de la glicemia, el sobrepeso y el sexo
masculino porque, cuando estan presentes, aumenta la actividad de esta
enzima, con dafos potenciales en la salud de los individuos.
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