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ABSTRACT

Oxidative Stress is a process characterized by a biochemical imbalance between excessive production of reactive oxygen
species and deficiencies of the antioxidant mechanisms. In patients with type 2 diabetes mellitus, it has been associated with
constant hyperglycemia that characterizes this disease. Oxidative stress state through the determination of antioxidant enzymes:
Superoxide Dismutase, Glutathione Peroxidase and 8-Isoprostane and malonildialdehyde as a lipid peroxidation marker, In 70
patients with diabetes type 2 and 71 subjects without diabetes (control group), was evaluated in this investigation. There was
evidence that the Superoxide Dismutase and Glutathione Peroxidase enzymes were found to be significantly lower in patients with
diabetes type 2 compared to the control group (p <0.05). The levels of 8-lsoprostane and malonildialdehyde were found to be
significantly higher in patients with diabetes type 2 compared to the control group (p = 0.0038). A significant correlation between
the activity of Superoxide Dismutase, 8-lsoprostane and malonildialdehyde with the values of glycemia, glycosylated hemoglobin
and lipid profile were observed. These results suggest that the continued exposure of the cell to free radicals leads to the increase
of lipid peroxidation and a decrease in the antioxidant enzymes Superoxide Dismutase and Glutathione Peroxidase which rises the
oxidative stress status in these patients. In conclusion, the determination of the antioxidant enzymes, 8-lsoprostane and
malonildialdehyde allows the integral evaluation of the state of oxidative stress, the early diagnosis and prevention of the most
frequent complications, contributing to improve the well-being and quality of life in these patients.

Key Worbs: diabetes mellitus type 2, oxidative stress, superoxide dismutase, glutathione peroxidase.

REsSuUMEN

El Estrés Oxidativo es un proceso caracterizado por un desequilibrio bioquimico entre una excesiva produccion de
especies reactivas de oxigeno y deficiencias de los mecanismos antioxidantes. En los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2, se ha
asociado con la hiperglicemia constante que caracteriza esta enfermedad. En esta investigacidn se evalud el estado de estrés
oxidativo a través de la determinacion de las enzimas antioxidantes: Super6xido Dismutasa, Glutation Peroxidasa y como
marcador de peroxidacion lipidica el 8-Isoprostano y malonildialdehido, en 70 pacientes con diabetes tipo 2 y 71 sujetos sin
diabetes (grupo control). Se evidencid que las enzimas Superéxido Dismutasa y Glutation Peroxidasa resultaron ser significativamente
inferiores en los pacientes con diabetes tipo 2 comparados con el grupo control (p<0,05). Los niveles de 8-lsoprostano y de
malonildialdehido resultaron ser significativamente superiores en pacientes con diabetes tipo 2 comparados con el grupo control
(p=0,0038). Se observo una correlacion significativa entre la actividad de Superdxido Dismutasa, 8-Isoprostano y malonildialdehido
con los valores de glicemia, hemoglobina glicosilada y perfil lipidico. Estos resultados sugieren que la contina exposicion de la
célula a radicales libres conlleva al aumento de la peroxidacion lipidica y una disminucién de las enzimas antioxidantes
Superdxido Dismutasa y Glutation Peroxidasa que aumenta el estado de estrés oxidativo en estos pacientes. En conclusion la
determinacion de las enzimas antioxidantes, 8-lsoprostano y malonildialdehido permite la evaluacion integral del estado de
estrés oxidativo, el diagndstico precoz y prevencion de las complicaciones mas frecuentes, contribuyendo a mejorar el bienestar
y calidad de vida en estos pacientes.

PaLaBras CLave: diabetes mellitus tipo 2, estrés oxidativo, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa.
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El estrés oxidativo (EOx) es un proceso
caracterizado por un desequilibrio bioguimico entre una
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(ERO) y deficiencias de los mecanismos antioxidantes,
lo cual conlleva a la alteracion de la homeostasis oxido-
reduccidn intracelular, conduciendo asi al deterioro
celular.r? Para equilibrar la respuesta oxidante el
organismo dispone de una serie de sistemas
antioxidantes que contrarrestan la generacién de
radicales libres (RL).2 Estas defensas antioxidantes, en
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ocasiones, no son capaces de contrarrestar las
concentraciones de RL, ya sea por un aumento exagerado
en la produccion de estos tltimos o por una disminucion
de las primeras, lo cual generara el estado metabdlico de
estrés oxidativo (EOX), que en Gltima instancia puede llevar
a la muerte celular. Este estrés oxidativo puede ser
amplificado y propagado por un ciclo auto catalitico de
estrés metabolico, y producir dafio tisular y muerte celular,
lo que conduce a su vez a un aumento simultaneo en la
produccién de RL y compromete los mecanismos de
remocion de éstos, con la consiguiente exacerbacion de
los procesos patoldgicos.?

Los sistemas de defensa antioxidantes son, micro
y macromoléculas con capacidad antioxidante y también
enzimas antioxidantes enddgenas y exdgenas 0 enzimas
asociadas constituidas por una serie de moléculas, a través
de los cuales la célula anula la reactividad y/o inhibe la
generacion de RL.® Entre los enzimaticos tenemos
superoéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPXx),
glutation reductasa (GT) y catalasa (CAT)2® y otras
enzimas no vinculadas directamente como lo son: los
sistemas de transporte y de renovacién de lipidos y
proteinas: dentro los cuales se encuentran las proteasas
celulares, que son las encargadas de la eliminacion de las
proteinas alteradas oxidativamente, que son, a su vez,
fuente generadora de més RL; entre estas enzimas se
encuentran la proteasa multicatalitica y la ubiquitina. Los
sistemas de reparacion de ADN, incluidos entre los
llamados antioxidantes terciarios y los sistemas
regeneradores de NADPH, Glutation reductasa: gracias a
ella se regenera glutation reducido una vez que éste se ha
oxidado. Las transferasas, quinonas reductasas, metionina
sulfoéxido reductasa y hemoxigenasa, que pueden
prevenir la formacién de RL mediante el ciclado de
electrones. 3

La enzima SOD pertenece a las metaloenzimas
que cataliza la reaccién de destruccion de los radicales
superdxido mediante su transformacion en oxigeno
molecular y peréxido de hidrégeno, el cual puede ser
destruido a su vez, por las enzimas CAT o GPx.2 Asu vez,
la GPx, se encarga de eliminar el H202. La GPx y laglutation
reductasa (GRd) se encuentran formando parte de un
sistema antioxidante (GPx/GRd). La GPx comparte su
sustrato con la catalasa, pero ademas puede reaccionar
de manera efectiva con lipidos y otros hidroperdxidos
organicos, catalizando la reduccion de diferentes
hidroperéxidos (ROOH y H202) usando glutation
reducido (GSH), contribuyendo a la proteccién de las
células del dafio oxidativo.® Sin embargo, la evaluacion
de estos biomarcadores ha sido dispersa y estudiado de
manera estatica, interpretando al EOx como el incremento
de las biomoléculas oxidadas o la disminucion de los

componentes antioxidantes intracelulares y
extracelulares; sin tomar en cuenta que el EOx integra
el efecto a la exposicidn a oxidantes acoplado con los
mecanismos protectores de manera dinamica.

Las ERO son sustancias evanescentes por lo
que su estimacién dentro de los sistemas integrados
como modelos animales y humano es muy compleja,
por ende, para determinar el dafio causado por estas,
se han propuesto marcadores bioldgicos de EOx. Uno
de los marcadores utilizados se refiere a la determinacion
de la peroxidacion lipidica, a través de la cuantificacion
de productos intermedios y finales de peroxidos de
lipidos como el malonildialdehido (MDA) e
isoprostanos, donde se considera al 8-isoprostano
como el mejor indicador oxidante; ya que son productos
activos, derivados del metabolismo del &cido
araquidonico; siendo su formacioén un indicador de
peroxidacion lipidica in vivo.* Otro marcador para medir
EOXx, es la determinacion de la actividad de las enzimas
antioxidantes como: SOD, GPx, y CAT, ademas de
componentes no enzimaticos por medio de la capacidad
antioxidante total.** Recientemente se ha empleado para
determinar la capacidad total oxidante, la determinacion
en sangre de metabolitos de ERO, por sus siglas en
ingles (ROMs), que es capaz de detectar una
produccién moderada del anion hidroperoxido.®

El EOx se ha relacionado con numerosas
enfermedades cronicas y degenerativas, tales como:
ateroesclerosis, Alzhéimer, procesos inflamatorios,
diversos tipos de cancer, diabetes mellitus (DM),® entre
otros; ya que las ERO y los RL tienen la habilidad de
oxidar ydafiar directamente al DNA, proteinas y lipidos,
favoreciendo la presencia o las complicaciones de estas
enfermedades.2” La DM tipo 2, es una enfermedad
multifactorial producida por la deficiencia absoluta o
relativa de la secrecidn de insulina o por una
insensibilidad de los tejidos periféricos a la accion
insulinica, lo cual trae como consecuencia una
hiperglicemia constante.® Se ha demostrado que la
hiperglucemia inducida por la generacion del radical
superéxido (02-) a nivel mitocondrial es el
desencadenante inicial del circulo vicioso del EOx en
laDM.1?

La DM es una condicion sinequanon para que
exista EOx. Los radicales oxidantes, como el O2- o
hidroxilo (OH-) estdn aumentados de forma constante
en la diabetes, a través de varios mecanismos como el
aumento de prostanoides, el aumento de la NADH
sintetasa, por el mecanismo de la pseudohipoxia, la
autooxidacion de la glucosa y la falta de algunos de
los sustratos o cofactores normales de la sintetasa que
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ocasionan el funcionamiento anormal de ésta; trayendo
como consecuencia la produccion excesiva de O2-, que
hace que estos pacientes estén mas propensos a sufrir
de EOx y potencialmente éste sea, la causa de las
complicaciones macro y microvasculares, que
contribuyen a desarrollar enfermedades degenerativas.5®
Asi mismo se ha sefialado que el EOx estd implicado en
la patogénesis de la DM y las alteraciones metabdlicas
que caracterizan a la DM tipo 2, como hiperglicemia,
dislipidemia y resistencia a la insulina; estas
complicaciones producen aumento del EOx, activacion
de la protein Kinasa C (PKC) y activacion de los
receptores de los productos de glicosilacion avanzada,
lo que ocasiona excesiva produccién de RL y la
disminucidn de la actividad antioxidante de las enzimas
SOD, GPx, y CAT. o1

Estudios realizados por Ozdemir y cols.,!
reportan una disminucion significativa en la actividad
de laenzima CAT ( p<0,005) en los pacientes con diabetes
en comparacion con los del grupo control, y valores de
MDA aumentados en las muestras de los pacientes con
diabetes; no obstante la disminucién de la SOD no fue
significativa en los pacientes con diabetes; (p>0,05),
evidenciando estos resultados un estado de EOx en los
pacientes con DM que conlleva a la peroxidacion lipidica
y a la disminucidn de los niveles de antioxidantes, ya
que un mayor nivel de glucosa en plasma representa un
aumento de la peroxidacidn lipidica mediada por RL. Asi
mismo autores como Guerra y cols.,’? y Kasapoglu y
cols.,®® coinciden en que, los pacientes con DM exhiben
un aumento del EOx, posiblemente por una alteracion en
los sistemas antioxidantes, lo que sugiere un defecto en
la capacidad de eliminar las ERO. Sin embargo, otros
autores difieren que los niveles de antioxidantes estén
disminuidos.' %

Ciertamente no est4 totalmente claro como esta
el EOx en estos pacientes, y la DM en Venezuela es una
de las enfermedades crénicas mas frecuentes, de acuerdo
a datos suministrados por el Ministerio Popular para la
Salud (MPPS)* esta clasificada como la séptima causa
de muerte, con una prevelencia de 6,5-10%. Debido a
esta situacion y dado que en Venezuela y el estado
Aragua los estudios de EOx en pacientes DM tipo 2 son
pocos, se planteo como objetivos evaluar el
comportamiento de los sistemas oxidantes-antioxidantes
yel estado de EOx en pacientes con DM tipo 2, mediante
indicadores enzimaticos antioxidantes como GPx y SOD,
asi como, marcadores de peroxidacion lipidica, el 8-
isoprostanoy MDA, y correlacionar la actividad de las
enzimas SOD, GPx, los niveles de 8-isoprostano y MDA
con los parametros de control metabdlico: glicemia,
HbA1cy perfil lipidico en pacientes con DM tipo 2 yen

sujetos sin diabetes (grupo control). Valorar mediante
marcadores bioldgicos el EOx, aportando informacién
importante para la evaluacion integral del paciente con
diabetes.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion de tipo descriptiva,
correlacional y de corte transversal, fue llevada a cabo
en las instalaciones del Instituto de Investigaciones
Biomédicas "Francisco Javier Triana" (BIOMED-UC).
Se determindy analizé la actividad enzimética de la GPx,
SOD vy los niveles de 8-isoprostano y MDA a 70
pacientes diagnosticados clinicamente con DM tipo 2
(seguin los criterios de ADA y OMS)* de ambos géneros,
(femeninoy masculino) con edades comprendidas entre
5716 afios y un tiempo de evolucion de la DM de 3-14
afios (Grupo 2) y 71 sujetos sin diabetes (sin patologias
aparente) de ambos géneros (femenino y masculino),
con edades comprendida entre 42+8 afios (Grupo 1),que
asistieron a consulta de medicina interna en el
Ambulatorio de Santa Rita, Municipio Linares Alcantara
del Estado Aragua, en el periodo Enero-Agosto del afio
2014.

Para la seleccion de la muestra se tomaron en
cuenta los siguientes criterios de inclusion: los sujetos
sin diabetes seleccionados debieron presentar: glicemia
<120mg/dL y HbAlc <6,5%; sin infecciones agudas con
contaje leucocitario < 9000cel/mm? y PCR ultra-sensible
<10mg/dL; sin diagndstico de enfermedad
cardiovascular, enfermedades hepaticas y/o renales;
consumo de cigarrillo (< a 10 cigarrillos al dia); no
consumidor crdnico de alcohol; sin tratamiento con
antioxidantes y de &cido acetilsalicilico (Aspirina); sin
dislipidemia (Colesterol<200mg/dL, HDLc>40mg/dL y
Triglicéridos<150mg/dL).

Una vez seleccionada la muestra a todos los
sujetos seleccionados se les informo y explico acerca de
los objetivos del estudio, asi como los beneficios y
posibles riesgos a los cuales pudieran estar sometidos
y sobre la confidencialidad de todos los examenes que
serealizarian en este estudio, segun lo establecido en el
Cadigo de Etica para la Vida, del Ministerio de Cienciay
Tecnologia de la Republica Bolivariana de Venezuela.*®
y la Declaracion de Helsinki.’® Aquellos pacientes y
sujetos sin diabetes que aceptaron formar parte de la
investigacion se les entrego un formato de
consentimiento informado que fue previamente avalado
por el comité de bioética del BIOMED-UC. Se les solicitd
la firma, respetandose el principio de autonomia y
anonimato.’® Ademas, se les realizd una evaluacion
clinica por un médico internista, se efectud una entrevista
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estructurada conformada por una serie de preguntas
donde se registraron datos, tales como, antecedentes
familiares con diabetes, habitos, tipo de tratamiento y
tiempo de evolucién de la DM.

Posteriormente, se llevo a cabo la toma de
muestra sanguinea a los pacientes (12 horas de ayuno).
Se realizaron pruebas para determinar los niveles de:
glucosa, hemoglobina glicosilada, hematologia completa,
colesterol total y fraccionado, triglicéridos; creatinina,
acido Urico. El andlisis correspondiente se efectud en la
Unidad de Investigacion de Lipidos y Lipoproteinas
(INLIP) y posteriormente se procedid a la entrega de los
resultados de laboratorio.

La determinacién de glucosa, colesterol y
triglicéridos en sangre se realizd por métodos
enzimaticos colorimétricos, del estuche de la casa
comercial Biosciencie. Para la determinacion de
lipoproteina de alta densidad (HDLc), se utilizé la
precipitacion diferencial de las lipoproteinas con
soluciones de polianiones que a su vez, fueron
determinadas mediante el mismo método utilizado para
colesterol total. La concentracion de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) y las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) en sangre se obtuvieron por la aplicacién
del método indirecto de la férmula de Friedewald,? que
solo es utilizada para las muestras que no presenten
quilomicrones y con concentracién de triglicéridos
inferior a 400 mg/dL.

La determinacion de hemoglobina glicada
(HbAZXc) se realizo a través del método de cromatografia
de baja presién, utilizando un analizador DiaSTAT
hemoglobin.?

Para la determinacion de la actividad de SOD
en suero se utilizé un kit de ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) de la casa comercial Cayman Chemycal,? el cual
usa sal tetrasddica para la deteccién de radicales
superdxido generados por la xantina oxidasa e
hipoxantina en suero. El ensayo de SOD midid los tres
tipos de SOD (Cu/Zn, Mn y FeSOD) a 440-460nm.

La determinacion de la actividad de GPx en
suero, se midid indirectamente por una reaccion acoplada
con la glutation reductasa (GR). Glutation oxidado
(GSSG), producida en la reduccion de hidroperoxido de
GPx, donde se recicla a su estado reducido por los
recursos genéticos y NADPH. La oxidacion de NADPH
a NADP acompafiada por una disminucién en la
absorbancia que fue medida 340nm.=

La determinacién de 8-isoprostano, se realizo
mediante un método enzimatico competitivo, de la casa
comercial Cayman Chemycal %

La determinacién de malonildialdehido (MDA)
se realizo por el método para determinacion de
peroxidacion lipidicade Esterbauer y Cheeseman.

Analisis de datos

Para el analisis de los datos se emplearon
métodos estadisticos descriptivos, expresados en
valores promedios y desviacién estandar (X £DS). Al
aplicar pruebas de normalidad se comprob6 que no
existia una distribucién normal (p< 0,05) en los resultados
de SOD, GPx, 8-1soprostanoy MDA, por lo que se aplico
la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, para la
comparacion entre grupos y para las variables que
cumplieron con distribucion normal se empleo la prueba
de "t" student para dos muestras independientes. Para
correlacionar la actividad de las enzimas SOD, GPx, MDA
y 8-isoprostano con parametros de control metabdlico:
glicemia, HbA1cy perfil lipidico, se utilizo la prueba de
correlacion-de Pearson y para las variables cualitativas
se realiz6 una correlacion de Spearman. Los datos fueron
analizados a través de la aplicacion del programa
estadistico computarizado Statistix version 10.0, con un
nivel de significancia p<0,05 y grado de confianza de
95%.

REesuLTADOS

El analisis de las variables antropométricas de
los pacientes con DM tipo 2 y sujetos sin diabetes (Tabla
1), muestran que no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de pacientes con diabetes
y el grupo control, en cuanto a pesoy talla (p>0,05); con
respecto al indice de masa corporal e indice cintura-cadera
si hubo diferencias estadisticamente significativa para
ambos grupos (p<0,05), lo que refleja que los mismos
eran comparables en cuanto las variables peso y talla.

Con el fin de conocer las caracteristicas clinicas
de los pacientes con DM tipo 2 y sujetos sin diabetes
(Tabla 1), se les lleno una ficha, en donde se describen
las variables que tenian mayor relacion clinica en los
pacientes con DM tipo 2 en comparacion con los
individuos del grupo control; de acuerdo a este registro,
76,9% de los pacientes con DM tipo 2, tienen
antecedentes familiares de diabetes, mientras que en el
grupo control solo 33% presenta antecedentes familiares
de diabetes. En los pacientes con diabetes, 69% eran del
género femenino, menopausicas, con una evolucion de
la enfermedad de tres hasta catorce afios; 92% de los
pacientes con DM tipo 2 se encontraban en tratamiento
con hipoglicemiantes orales y 8% sin tratamiento.

Los pardmetros bioquimicos y metabolicos de
los pacientes con DM tipo 2 y los sujetos del grupo
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Tabla 1. Caracteristicas antropomeétricas y clinicas de los pacientes con DM tipo 2 y sujetos sin diabetes (grupo
control)

Variables Grupo 1 Grupo 2
(n=71) (n=70) p valor
(X+ DS) (X £ DS)
Peso (Kg.) 63+8,7 68+11,8 0,0967(NS)
Talla (m?) 1,63+0,08 1,61+0,07 0,3191(NS)
ICC 0,86+0,01 0,91+0,1 0,0115*
TEV(afios) - 9+6 0,0071*
Menopausia 1 18 -
Antecedentes 6 20 -
familiares
con diabetes
Edad 42+8 5746 0,001*
Género (F:M) 12:6 18:8 -
Tratamiento - 24 -
con hipoglicemiantes
CC - 8 -

Grupo 1: Grupo Control Grupo 2: Pacientes con DM tipo 2; ICC: indice cintura-cadera IMC: indice de masa corporal, TEV: tiempo
de evolucion de la Diabetes Mellitus tipo 2; Tto: Tratamiento; CC: Complicaciones crénicas. F: Femenino. M: Masculino.
NS: no significativo (p>0,05) *: significativo (p<0,05)

Tabla 2. Parametros bioguimicos y metabdlicos de los pacientes con DM tipo 2 y sujetos sin diabetes.

Variables Grupo 1 Grupo 2
(n=71) (n=70) p valor
(X£DS) (X£DS)
Glicemia( mg/dL) 74411 168489 0,0001 **=
Creatinina (mg/dL) 0,8+0,2 0,8+0,1 0,0642(NS)
Acido Urico(mg/dL) 3,1+0,9 3,314 0,0334 *
Colesterol (mg/dL) 154+23 214485 0,0004 ***
HDL (mg/dL) 42+10 31+10 0,0025 **
LDL (mg/dL) 95424 146486 0,0034 *=*=
Triglicéridos (mg/dL) 86+30 186+170 0,0002 ***
HbAc (%) 5,3+0,4 8,9+1,8 0,0003 ***

Grupo 1: Grupo Control; Grupo 2: Pacientes con DM tipo 2; NS: no significativo (p>0,05) *: significativo (p<0,05)
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control (Tabla 2), fueron significativamente diferentes
(p<0,05) al ser comparados ambos grupos para todas las
variables en estudio, excepto para la creatinina. Estos
resultados demuestran que los individuos que
conformaban el grupo control no presentaban ninguna
alteracion metabdlica, basandonos en los valores pre-
establecidos como referenciales para dichas
determinaciones; asi mismo demuestra que los pacientes
con DM tipo 2 presentan un mal control metabolico por
presentar valores elevados para las variables glicemia,
HbA1c, colesterol total y fraccionado y triglicéridos.
Todos los pacientes con diabetes, tenian
concentraciones significativamente mas altas (p<0,05)
de triglicéridos, colesterol total, LDL colesterol y una
menor concentracion de HDL colesterol que en los
individuos del grupo control.

La actividad de SOD, es un mecanismo de
defensa antioxidante primario, enzima que se encarga de
dismutar al RL superoxido; en el presente trabajo la
actividad de la enzima SOD (Figura 1), resultd ser
significativamente inferior en los pacientes con DM tipo
2 (0,0569+0,0548U/min/mL) comparados con el grupo
control (0,0570+0,035U/min/mL; p=0,007). Laactividad
de la enzima GPx (Figura 2), se encontrd disminuida en el
grupo de pacientes con DM tipo 2 en comparacién con
el grupo control (1,89+0,90; 2,22+143 nmol/min/mL,
p=0,018).

En esta investigacion se evallo indirectamente
la generacién de ERO en los pacientes con diabetes y
sujetos sin diabetes, con la determinacion de los niveles
de 8-isoprostano (Figura 3) y MDA (Figura 4) como
marcadores de peroxidacion lipidica. Los niveles de 8-
isoprostano resultaron ser significativamente superiores
(p<0,005) en los pacientes con DM tipo 2 (117457 vs
67+47pg/mL; p=0,0038) comparados con el grupo
control. De igual forma se encontré que los niveles de
MDA (Figura 4) fueron altamente significativos
(p<0,005), en los pacientes con diabetes
(5,4731+1,1522mg/L) en comparacion con el grupo
control (2,4278+0,6066mg/L; p=0,042).

Los niveles de 8-isoprostano al ser
relacionados con las variables estudiadas y las
determinaciones de laboratorio clinico que evaluan el
control metabdlico en los pacientes con diabetes (tabla
3), se observo que estan asociados positivamente con
la edad, tensidn arterial, glicemia, HbAlc,
complicaciones cronicas y menopausia., de igual manera
se encontrd una correlaciona positivamente de los
niveles de MDA con las diferentes variables estudiadas
(tabla 4), edad, valores de indice cintura cadera (ICC),
tension arterial diastolica (TAD), tension arterial sistolica

(TAS), glicemia, trigliceridos, colesterol, hemoglobina
glicosilada, complicaciones crénicas (CC), menopausia,
y tratamiento y una correlacion negativa significativa
con HDL (p<0,05). En el presente trabajo se evidencian
correlaciones positivas altamente significativas entre
niveles MDA y 8- Isoprostranos con las diferentes
determinaciones de laboratorio que evaltan el control
metabdlico en los pacientes con DM tipo 2.

Discusion

Al evaluar en esta investigacion el estado de
estrés oxidativo en los pacientes con diabetes tipo 2 a
través de la determinacion de las enzimas antioxidantes:
SOD, GPx (figura 1y 2) yde los niveles de 8-Isoprostano
y MDA (figura 3y 4) como marcador de peroxidacion
lipidica, se encontré que en los pacientes con DM tipo 2
existe un aumento del EOx. Las altas concentraciones
de 8-isoprostano y MDA estan relacionados con el
aumento de generaciéon de ERO, que disminuyen la
actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPx,
aumentando mas el estado de EOXx en estos pacientesy
este pudiera afectar la funcién endotelial y contribuir al
desarrollo y mantenimiento de las complicaciones en
los pacientes con DM tipo 2.

La actividad de las enzimas antioxidantes, SOD
(Figura 1) y GPx (Figura 2) resultaron ser
significativamente inferior en los pacientes con DM tipo
2, comparados con el grupo control (p<0,005). Estos
resultados se relacionan con los reportados por Bravoy
cols., ® y Vergaray y cols., # quienes sefialan que los
pacientes con diabetes presentaron una actividad de
SOD significativamente inferior al grupo control (p<0,05).
La SOD se inhibe cuando se expone a altas
concentraciones de H202. En tal sentido Guerra y cols.,?
describen que la actividad de las enzimas GPxy SOD en
los pacientes con diabetes estaban disminuidas
(SOD=140£7; GPx=3184+222) en comparacién con el
grupo de individuos sanos (SOD=198+ 24;
GPx=6595+1225, p<0,05). Otros investigadores han
reportado disminucion de la actividad GPx en eritrocitos,
tal es el caso de los trabajos realizados por Kikidillid y
cols.,* donde la actividad eritrocitaria de GPx disminuy6
en los pacientes con diabetes en comparacion con el
grupo control.

Elincremento de la actividad de SOD es reflejo
de una elevada generacién de anion superoxido en la
célula y de eliminacidn por esta enzima. Sin embargo,
una intensa produccidn de este radical por un tiempo
prolongado agota la estimulacion de la actividad de esta
enzima, puesto que el producto de la reaccion puede
inhibirla, por otro lado la glicacion no enzimética de la
SOD hace que la enzima se inactive; esto explicaria la
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Figura 1. Actividad de la enzima SOD en grupo control
(Grupo 1) y pacientes con DM tipo 2 (Grupo 2)
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Figura 2. Actividad de la enzima GPx en grupo control
(Grupo 1) y pacientes con DM tipo 2 (Grupo 2)
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Figura 3. Niveles de 8-isoprostano en grupo control
(Grupo 1) y pacientes con DM tipo 2 (Grupo 2)

relativa disminucién de la actividad de SOD en los
pacientes con diabetes en este estudio.

Los resultados en esta investigacion sobre la
disminucién de la actividad de las enzimas SOD y GPX
en pacientes con DM tipo 2, reflejan el incremento de
ERO en estos pacientes.Todo esto sugiere que una
exposicion a elevadas concentraciones de glucosa
sanguinea puede generar un incremento de ERO, que
reaccionan con los sistemas antioxidantes primarios del
organismo, provocando su disminucién en
concentracion. Ademas sugiere que las ERO generadas
ante tal estimulo son capaces de inducir la sintesis de

Figura 4. Niveles de MDA en grupo control (Grupo 1) y
paciente con DM tipo 2 (Grupo 2)

otras barreras defensivas como las enzimas antioxidantes
Cu/Zn-SOD, CAT y GPx. No obstante, cuando la
exposicién a altas concentraciones de glucosa es
mantenida durante mucho tiempo, la actividad de las
enzimas disminuye en los pacientes con diabetes. Esto
pudiera deberse a que la hiperglicemia crénica mantiene
un EOx cronico, capaz de dafiar multiples moléculas de
importancia bioldgica entre las que se pueden encontrar
el ADN celular y las enzimas anteriormente sefialadas.?

La determinacion de los lipoperdxidos vy el
estado de antioxidantes son importantes para elucidar
los efectos que ejercen los RL de oxigeno en los sistemas
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Tabla 3. Relacién del 8-isoprostano con las variables estudiadas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Variables Coeficientes de correlacion
r P
Edad (afios) 0,3689 0,0142*
TAS (mmHg) 0,3411 0,0239*
Glicemia (mg/dL) 0,3933 0,0087 *
HbAc (%) 0,4048 0,0068*
TEV (afios) 0,3940 0,0085 *
CcC 0,3356 0,0264 *
Menopausia 0,3850 0,0103 *

TAS: Tension arterial sistolica, TEV: Tiempo de evolucién de la DM tipo 2
CC: Complicaciones crénica. NS: no significativo (p>0,05) *: significativo (p<0,05).

Tabla 4. Relacién de los niveles de MDA con las variables estudiadas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2..

Coeficientes de correlacion

Variables r P
Edad (afios) 0,6628 0,0002*
ICC 0,4369 0,0023*
TAD (mmHg) 0,3573 0,0177*
TAS (mmHg) 0,3705 0,0137*
Glicemia( mg/dL) 0,0764 0,0001*
Trigliceridos (mg/dL) 0,5448 0,0002*
Colesterol (mg/dL) 0,3582 0,0174*
HbAc (%) 0,8810 0,0004*
HDL (mg/dL) -0,4264 0,0042*
LDL (mg/dL) 0,3357 0,0269*
CcC 0,3590 0,0172*
TEV(afios) 0,7776 0,0000*

ICC: indice cintura-cadera, TAD: Tension arterial diastolica; TAS: Tension arterial sistolica, CC: Complicaciones crénicas, TEV:
tiempo de evolucion de la DM tipo 2, Tto: Tratamiento. NS: no significativo (p>0,05) *: significativo (p<0,05)..
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bioldgicos.? Si bien el MDA es el producto final méas
abundante de los aldehidos resultantes de la
lipoperoxidacion, la reaccion del TBARS con otros
grupos aldehidos productos de reacciones redox es
evidente; razon por la cual actualmente la evaluacion de
la peroxidacidn lipidica se puede realizar a través de la
determinacion de 8-isoprostano; es por ello que esta
investigacion se evalud la produccidn de ERO a través
de la determinacion de la concentracion de 8 isoprostano
(figura 3); evidenciandose que los valores de 8-
Isoprostranos en los pacientes con diabetes son
significativamente mas elevados en comparacion con el
grupo control (p<0,05). Esos resultados son similares a
los reportados por Gopaul y cols.,?°quienes encontraron
que los valores de isoprostano en los pacientes con DM
tipo 2 estan incrementados (0,93+0,07nM) en
comparacion con el grupo de sujetos sanos
(0,28+0,04nM; p<0,05).

Resultados semejantes fueron observados en
esta investigacion en relacion con los valores de MDA
en los pacientes con DM tipo 2, el valor medio de &cido
tiobarbitdrico (TBARS) en el grupo de pacientes con
DM tipo 2 (figura 4), resultd significativamente mayor
que el grupo control (p<0,05), confirmando la
sobreproduccién de RL y la existencia de una elevada
tasa de EOX; que podria afectar al 50-70% de las proteinas
celulares. Estos resultados son similares a los reportados
en el trabajo realizados por Solliman y cols.,* donde el
aumento de los niveles de perdxidos lipidos (TBARS)
fue significativo en los pacientes con diabetes en
comparacién con los controles (p<0,05). Los resultados
del aumento de los valores de 8-1soprostanos y MAD
en los pacientes con diabetes tipo 2, apoyan las primeras
evidencias experimentales; de la asociacion entre el
EOx vy la hiperglucemia, los cuales muestran que los
sujetos con diabetes tienen mayores niveles de
sustancias reactivas al TBARS y los hidroperdxidos
lipidico como Isoprostranos. Esto indica que en los
pacientes con DM hay una mayor generacion de RL
mediada por la produccion de isoprostanos a partir del
cido araquidonico en los fosfolipidos de membrana y
de las lipoproteinas y un alto de nivel de estrés oxidativo.

Evidentemente los isoprostanos estan
surgiendo como una nueva clase de productos
bioldgicamente activos de gran interés para la evaluacion
tanto de la DM vy sus complicaciones como de las
enfermedades vasculares humana. Su formacion in vivo
refleja el proceso no enzimatico de la peroxidacion lipidica
y se correlaciona con el control de la glicemia alterada;
por lo que su determinacion seria importante como un
marcador bioquimico, abriendo la posibilidad de realizar
investigaciones futuras que estudien inhibidores
naturales y sintéticos de la peroxidacion lipidica.

Al relacionar los niveles del 8-isoprostano con
las determinaciones de laboratorio clinico que evaluan
el control metabdlico en los pacientes con diabetes (tabla
5). Se observo que estos ,estan asociados positivamente
con la edad, tension arterial, glicemia, HbAlc,
complicaciones crénicas y menopausia. Estos hallazgos
sustentan los resultados de Likidlilid y cols.,** que
encontraron una correlacion positiva estadisticamente
significativa entre la edad, los niveles de MDA vy la
glucosa plasmatica en ayunas; concluyendo que los
pacientes con diabetes son susceptibles al EOx y a mayor
nivel de glucosa mayor es la asociacion con la
peroxidacion lipidica mediada por RL.

Los hallazgos en esta investigacion sugieren
que la edad, lamenopausia, niveles elevados de glicemia,
HbAlc incrementan su vulnerabilidad hacia el EOx y
este contribuye posiblemente con las complicaciones
cronicas en los pacientes con DM tipo 2. La hiperglicemia
induce la produccion excesiva de RL de oxigenoy por lo
tanto aumenta la oxidacién de las proteinas y de lipidos;
condicionando a los pacientes de edad avanzada a sufrir
una variedad de anormalidades metabdlicas,2dentro de
las cuales destacan resistencia a la insulina, obesidad,
dislipidemia, hipertension, factores protromboticos
aumentando asi el riesgo de enfermedades vasculares
en estos pacientes. Indudablemente, la formacién de
isoprostanos en la bicapa lipidica por un mecanismo de
RL como consecuencia de la hiperglicemia, puede
contribuir de manera importante en las alteraciones e
integridad de las membranas celulares, especialmente
en las células del musculo liso, a través de la interaccion
con trombroxano A2, siendo éste un potente
vasoconstrictor que puede alterar la funcién plaquetaria,
también la unién del isoprostano con la LDL oxidada
puede dar lugar a su adopcion por macrofagos creando
asi placas aterosclerdticas.® Sin embargo todavia se
discute, si la hiperglicemia per-se tiene alguna relacion
causal con las enfermedades cardiovasculares en los
pacientes con DM. EI EOx como una consecuencia de la
hiperglucemia, ha sido considerado como un mecanismo
potencial para la enfermedad vascular, la cual se
encuentra aumentada en los pacientes con diabetes. La
asociacion establecida entre la aterosclerosis y la
peroxidacién de lipidos en el plasma dentro de la pared
vascular, ha llevado a una renovacion del interés en el
EOx y su relacion con la hiperglucemia, como un
mecanismo potencial para la enfermedad cardiovascular
ateroesclerdtica en pacientes con diabetes.®

La actividad antioxidante de las enzimas SOD y
GPx y los niveles de 8-isoprostano, MDA y estan
relacionadas con las variables de control metabélico
(Tabla 6). Encontrandose una correlacion positiva
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significativa entre: SOD y Trigliceridos (r=0,5829;
p=0,00002). Estos resultados coinciden con los
reportados por Vergara y cols.,?” quienes determinaron
los niveles HbAlc, SOD, GPx y MDA en pacientes con
DM tipo 2, comparado con un grupo control, a fin de
observar posibles diferencias entre ellos y correlaciones
respectivas. Evidenciando en su trabajo una correlacion
positiva entre los niveles de HblAc y SOD (r=0,164;
p<0,05) y HblAc y MDA (r=0,432; p<0,05). Se deduce
que el elevado nivel de MDA esta asociado con las
complicaciones de la DM tipo 2, debido a la alta
generacion de RL conduciendo a un desbalance del
sistema antioxidante, generando niveles bajos de GPx,
niveles normales o ligeramente elevados de SOD frente
al grupo control.

Una explicacion puede estar dada por el hecho
de que la insulina resistencia incrementa la actividad de
la enzima acil CoA grasa oxidasa, la cual inicia la beta
oxidacion de los &cidos grasos con mayor produccion
de H202. La disminucién en la actividad de la SOD
provoca que se acumulen sustancias como el radical
02-, y queda disponible para reaccionar con el Fe+3,y
lo reduce al ion ferroso. De esta manera se inicia la
reaccion de Fenton, al combinarse el Fe+2 con el H202 y
asi contribuir a incrementar el dafio al formar especies
mas dafiinas como el radical ion hidroxilo (OH-), con el
consiguiente dafio a proteinas, lipidos y ADN.2

El aumento de RL, produce modificaciones en
el factor de transcripcion nuclear (NFkB), que es
desfosforilado y se une a regiones promotoras del gen
de la SOD (sod2), aumentando la expresion de la enzima
SOD. 32 Sin embargo; cuando hay un exceso de RL, los
enzimas son insuficientes para frenar su proceso de
propagacion y estos son capaces de aumentar la
concentracién de marcadores proinflamatorios como la
interleuquina 6 y el factor de necrosis tumoral alfa, los
cuales son capaces de inhibir la expresion de laenzima
lipoprotein lipasa (LPL) y por consiguiente una
disminucion de la captacion de los &cidos grasos libres
por los tejidos.®® La asociacion significativa entre los
triglicéridos y SOD, indican que al incrementarse los
niveles de triglicéridos disminuye la actividad de SOD,
lo cual implica una menor capacidad antioxidante, y
resulta en un mayor desbalance redox que expone aun
mas a las lesiones relacionadas con el EOx. De acuerdoa
este hallazgo, puede considerarse que los triglicéridos
constituyeron unas de las variables mas fuertemente
correlacionada con el EOx.

La actividad de la enzima GPX, no se asoci6 con

ninguna de las variables de valoracién de control
metabolico de los pacientes con DM (p>0,05). No
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obstante se encontrd una relacion negativa significativa
de la GPx con la concentracién de creatinina sérica (r=-
0,4782; p=0,0012). Lo que refleja que tienen una
asociacion inversamente proporcional, evidenciando que
al aumentar EOx y disminuir las enzimas antioxidantes
existe mayor posibilidad de aumentar la concentracion
de creatinina y de esta manera contribuir con las
complicaciones a nivel renal en estos pacientes; en tal
sentido Bequer y cols.,* sefialan en su estudio realizados
en ratas Wistar diabéticas, que la alteracion de la
determinaciones bioquimicas de perfil renal y marcadores
de EOx, estén relacionados en el estadio de evolucion
de la enfermedad, aun en estados incipientes de la
diabetes las ratas diabéticas mostraban un dafio renal,
los valores séricos de creatinina y urea se encontraron
aumentados significativamente respecto a los controles.
Es ampliamente conocido que las complicaciones
metabdlicas y microvasculares de la DM se asocian con
multiples efectos sobre la funcién renal y, especialmente,
el metabolismo de la creatinina. La elevacion del
pardmetro se debe al complejo mecanismo de aumento
de la tasa de filtracion glomerular, para el cual se han
planteado diversas causas aln no bien dilucidadas.®
Dado que la creatinina es un marcador de evaluacién
renal, que aumenta sdlo cuando se ha perdido en mas de
un 50 % de la funcion renal; seria de relevante interés la
evaluacion de la actividad de las enzimas antioxidantes,
estado de EOx y su relacion con la funcion renal en
estos pacientes .

Finalmente, los resultados de este trabajo de
investigacioén sugieren que en los pacientes con DM
tipo 2 existe un aumento del EOx, dado que, las altas
concentraciones de 8-isoprostano y MDA estan
relacionados con el aumento de generacion de ERO, que
a su vez disminuyen la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD y GPx, aumentando mas el estado de
EOx en estos pacientes que ponen de manifiesto una
serie de cambios que permiten un incremento en la
formacion de RL, entre los que cabe destacar: a) una
disminucién de concentraciones plasmaticas e
intracelulares de antioxidantes, posiblemente como un
resultado de su mayor consumo, producto de una mayor
generacion de RL; b) aumento de la concentracion de
sustancias plasmaticas que reaccionan con el TBARS,
derivadas de la reaccion de RL con lipidos; ¢) una mayor
susceptibilidad de las lipoproteinas a oxidarse. Asi pues
se producen numerosos cambios que de forma indirecta
permiten indicar que en la diabetes existe un marcado
EOx.

Se concluye que la determinacion de las enzimas
antioxidantes SOD y GPx, y los marcadores de
peroxidacion lipidica 8-Isoprostanoy MDA permiten la
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evaluacion integral del estado de estrés oxidativo en los
pacientes con diabetes tipo 2. Favoreciendo el
diagnostico precoz y la prevencion de las complicaciones
més frecuentes como son las enfermedades
cardiovasculares, nefropatias, neuropatias, retinopatias,
entre otras; contribuyendo de esta manera a mejorar el
bienestar y calidad de vida en estos pacientes.

Se recomienda evaluar el estado de oxidacion
del paciente con DM tipo 2, ya que, este ofrece una serie
de interesantes oportunidades para explorar la
asociacion entre pro-oxidantes/antioxidantes, el
descontrol metabdlico y su participacién en las
complicaciones. De igual forma, es necesario realizar
estudios a futuro donde se considere el comportamiento
de los sistemas oxidante/antioxidante segin el tiempo
de retorno a su normalidad, para una mejor evaluacion
del control metabdlico de los pacientes con DM.

1
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