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RESUMEN

Introduccion: La diabetes mellitus (DM) se define como una alteracion metabdlica
qgue deriva en un estado de hiperglucemia cronica. Existen antecedentes solidos
gue describen la relacidén existente entre la hiperglucemia y el estrés oxidativo, el
cual se define como un desbalance generado a partir de un incremento en la
produccion de radicales libres y una disminucion en la defensa antioxidante en el
organismo. Objetivo: Comparar las concentraciones seéricas de marcadores de
estrés oxidativo en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) con y sin
complicaciones microvasculares. Metodologia: Ensayo clinico, transversal,
comparativo y correlacional. Se incluyeron 42 pacientes con DMT2 y 14 sujetos
aparentemente sanos (grupo control). Los sujetos diabéticos fueron agrupados
con base en el numero de complicaciones microvasculares que presentaron. A
todos se les realizaron determinaciones antropomeétricas y cuantificacion sérica de
pardmetros bioquimicos y de estrés oxidativo. Para la busqueda de diferencias
entre grupos se compararon los datos a través de una ANOVA de un factor y
prueba de Tukey para datos con distribucion normal; y se utiliz6 la prueba de U de
Mann-Whitney o Kruskal Wallis para datos con distribucion no normal. Se realiz6
un analisis de correlacion con el método de Pearson. Resultados: Los datos
antropomeétricos y los parametros bioquimicos de los pacientes diabéticos y
controles mostraron diferencia significativa en el indice de masa corporal (IMC),
glucosa, triglicéridos, LDL-Colesterol, VLDL-Colesterol y hemoglobina glucosilada;
mientras que en relacidbn con los parametros de estrés oxidativo se encontro
diferencia significativa en malondialdehido (MDA), productos avanzados de la
oxidacion de proteinas (PAOP), 6xido nitrico (NO), capacidad antioxidante total
(CAT) e indice de estrés oxidativo (IEO). La comparacién entre los pacientes
diabéticos agrupados por numero de complicaciones microvasculares mostro
diferencia significativa en el IMC, glucosa, triglicéridos, VLDL-Colesterol y
hemoglobina glucosilada. Al comparar los pacientes diabéticos sin complicaciones
contra los pacientes con una o dos complicaciones microvasculares se encontrd
diferencia significativa en la variable CAT. La prueba de correlacién de Pearson
arrojé una correlacion positiva entre MDA y PAOP, entre NO con las variables de
glucosa, triglicéridos y CAT; mientras que CAT mostré una correlacion negativa
con el HDL-Colesterol. Conclusiones: El MDA y PAOP pueden ser marcadores
Utiles para el seguimiento del estado oxidante de nuestros pacientes diabéticos.
Por otro lado, ninguno de los marcadores incluidos en el estudio resulta util para
monitorear la progresion en el nimero de complicaciones microvasculares en
estos pacientes.

15



1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico con una etiologia multiple
que deriva en una hiperglucemia cronica, generando problemas en el metabolismo
de los carbohidratos, proteinas y lipidos; afectando la secrecion de insulina y/o su
mecanismo de accion. Los efectos de dicha enfermedad pueden traer consigo a
largo plazo, complicaciones que derivan en disfunciones o fallas en diversos

organos [1].

La diabetes se clasifica con base en el mecanismo que provoca el estado de
hiperglicemia en el paciente. La diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), es ocasionada
por una destruccidn autoinmunitaria de las células B del pancreas, lo que
generalmente desencadena una pérdida absoluta de la capacidad de generar
insulina, su prevalencia es de 5-10% en la poblacién mundial de diabéticos. Por
otro lado, la diabetes mellitus tipo 2 (DMTZ2), con una prevalencia en el contexto
mundial del 90-95% en la poblacion diabética, estd asociada a una pérdida
progresiva en la capacidad para producir insulina o a un incremento en la
resistencia a ésta. La diabetes gestacional (DG) es aquella que es diagnosticada
en el segundo o tercer trimestre del embarazo, en pacientes que no eran
diabéticas antes de la gestacién. Por ultimo tenemos distintos tipos de diabetes
asociados a otras causas como sindromes de diabetes monogénica,
enfermedades del pancreas exocrino y diabetes inducida por medicamentos (por
ejemplo glucocorticoides, antiretrovirales) [2,3].

La fisiopatologia de la diabetes describe como intervienen diversos tejidos del
organismo, entre ellos el pancreas, higado, muasculo esquelético, tejido adiposo y
el sistema nervioso, en la generacion de alteraciones en el metabolismo de la
glucosa, lo que termina por desarrollar la DMT2. El sindrome metabdlico y la
obesidad son dos factores altamente vinculados al desarrollo de la DMT2, debido
a que el almacenamiento de grasa intra-abdominal se ha asociado con diversos
efectos toxicos en tejido pancreatico, hepatico y muscular; asimismo, la secrecion
de algunas adipocinas tiene relacién con la disminucién de la accion y secrecion

de la insulina [4].
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La insulina es una hormona que participa en la regulacion de los niveles de
glucosa en sangre, ademas de controlar el almacenamiento y liberacién de
energia en el organismo. Es secretada por las células B en los islotes de
Langerhans, y participa de manera importante en la regulacion del metabolismo de

los carbohidratos, lipidos y proteinas [5].

El estilo de vida es un factor importante en el desarrollo de la DMT2, estudios
como el reportado por Tuomilehto et al. muestran que con un control de la
alimentacion a través de la reduccion de la ingesta de lipidos, el incremento de la
ingesta de fibra, asi como el desarrollo de actividad fisica de manera moderada,

disminuye el riesgo de padecer DMT2 [6].

La Federacion Internacional de Diabetes (FID) en 2015 presenté una prevalencia
mundial de 415 millones de personas con este padecimiento, afirmando que 1 de
cada 11 adultos en el mundo poseen dicha enfermedad, pronosticando para el afio
2040 un incremento a 642 millones [7]. En nuestro pais en el afio 2015 se estimé
gue esta enfermedad presenta una de las mayores prevalencias con un 12.6% [8].

Una de las mayores probleméticas de esta enfermedad es que condiciona al
paciente a desarrollar complicaciones crénicas, las cuales se clasifican en
microvasculares (retinopatia, nefropatia y neuropatia) y macrovasculares
(cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca, enfermedad vascular cerebral,
insuficiencia arterial periférica, amputaciones de miembros inferiores, ceguera e
insuficiencia renal), las cuales representan serios problemas y afectan de manera

importante la calidad de vida del paciente diabético [9,10].

El estado hiperglucémico caracteristico del paciente diabético muestra una directa
relacion con el estrés oxidativo, lo cual ha sido evidenciado a través de diversos
estudios en los que se demuestra un incremento de especies reactivas de oxigeno
(EROS) en el paciente diabético, lo que propicia un fallo a nivel celular en diversos
tejidos [11].

El estrés oxidativo se define como un desbalance en el organismo generado a

partir de un incremento en la produccion de EROs y una disminucién en la defensa
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antioxidante, dando como resultado dafio a biomoléculas esenciales tales como
proteinas, lipidos y ADN. Las EROs incluyen moléculas que son generadas como
parte del mismo metabolismo celular, tal como la respiracion celular o el sistema
de defensa inmunitario. Algunos ejemplos de EROs son el anion superdxido (02,
el peroxido de hidrogeno (H202), el radical hidroxilo (*OH), el éxido nitrico (NO) y
el peroxinitrito (ONOO") [12]. Estas moléculas se caracterizan por poseer
electrones desapareados en su Ultimo nivel energético, lo que les confiere una alta
inestabilidad y reactividad frente a biomoléculas generando dafios que
condicionan el desarrollo de diversas patologias o la generacion de
complicaciones en éstas [13, 14]. Tal es el caso de la diabetes mellitus tipo 2 en
donde se ha demostrado una asociacion entre el estado hiperglicémico y el estrés

oxidativo.

Por otro lado, los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de
reaccionar con las EROs inactivdndolas y evitando asi que se genere un
desbalance oxidativo, protegiendo de una potencial oxidaciéon a biomoléculas
como las proteinas, lipidos de membrana y ADN. Los antioxidantes se clasifican
en enzimaticos y no enzimaticos. Ejemplos de antioxidantes enzimaticos son la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa y glutatién peroxidasa (GPx); por otro lado,
entre los antioxidantes no enzimaticos podemos mencionar el a-tocoferol (vitamina
E), acido ascorbico (vitamina C), p-caroteno, acido lipoico, glutation y bilirrubina
entre otros [15,16].

En el presente estudio se compararon las concentraciones séricas de marcadores
de estrés oxidativo en pacientes con DMT2 con y sin complicaciones
microvasculares, con la finalidad de identificar aquellos marcadores que permitan

un mejor seguimiento de los pacientes con esta patologia.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Diabetes mellitus tipo 2

2.1.1 Definicién

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico con una etiologia multiple

gue deriva en una hiperglucemia cronica, generando problemas en el metabolismo

de los carbohidratos, proteinas y lipidos [1].

Esta enfermedad es derivada de la combinacién de la resistencia a la acciéon de la

insulina como se observa en la Figura 1 y una respuesta inadecuada a la accion

secretora de la misma, este padecimiento genera un grado de hiperglucemia

suficiente para causar cambios patoldgicos y funcionales en varios tejidos diana

[17].

Glucosa

»

La glucosaes usaday

Sano :
‘ -
Insulina Nivel Normal
Glucosa
Glucosa
X | Organos no responden ala

p =

Glucosa en
sangre

Insulina

Figura 1. Aspectos fisiol6gicos de la secrecion de insulina entre un sujeto sano

y uno con resistencia a la insulina (RI) [18].

almacenada en érganos

/\ insulina, menos glucosa disponible

19



En virtud de que la diabetes mellitus tipo 2 es una patologia que inicia y se
desarrolla de manera gradual y sin sintomas importantes en etapas tempranas de
la enfermedad, ésta suele diagnosticarse en etapas avanzadas. El paciente con
DMT2 desarrolla una secrecién deficiente de insulina, que sumado a la resistencia

a la insulina representada en la Figural, genera un estado de hiperglucemia.

La resistencia a la insulina puede mejorar con la modificacion del estilo de vida del
individuo, incluyendo principalmente una modificacion en la dieta y actividad fisica,

asi como con un tratamiento farmacologico para la hiperglicemia [3].
2.1.2 Prevalencia

Segu la FID la diabetes tuvo una prevalencia de 415 millones en el afio 2015,
esperando que dicha cifra se incremente hasta los 642 millones a nivel mundial en
el 2040.

En el 2015 la distribucion de la enfermedad por género fue de 215.2 millones de
hombres y 199.5 millones de mujeres; estimandose que para el 2040 esta

distribucion sera de 328.4 millones de hombres y 313.3 millones de mujeres.

En la region de Norte América y el Caribe, de la poblacién total de adultos, se
tiene un 12.9% de sujetos con diabetes, lo que representa uno de los mayores
niveles de afectacién con respecto a las otras regiones en el mundo, con 44.3
millones de pacientes diabéticos entre la edad de 20-79 afios, estimandose para el
2040 un incremento a 14.7% en la prevalencia de esta enfermedad, pudiendo

llegar a 60.5 millones de personas con diabetes en dicha region [7].

Por otro lado, nuestro pais ocupa el sexto lugar a nivel mundial de adultos con
diabetes como se observa en la Tabla 1, estimandose un total de 11.5 millones de

personas con la enfermedad.
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Tabla 1. Los diez paises con mayor nimero de adultos diabéticos [7].

Posicion Pais Millones de habitantes
1 China 109.6
2 India 69.2
3 EUA 29.3
4 Brasil 14.3
5 Rusia 12.1
6 Meéxico 115
7 Indonesia 10
8 Egipto 7.8
9 Japoén 7.2

10 Bangladesh 7.1

En la Tabla 2 se muestra una estimacion de personas diabéticas para el afio 2040,
donde México se coloca en el quinto lugar de poblacion con diabetes en el mundo

con un total de 20.6 millones de habitantes aproximadamente con la enfermedad

[7].

Tabla 2. Paises con mayor proyeccion de personas diabéticas para el afio 2040 [7].

Posicion Pais Millones de habitantes
1 China 150.7
2 India 1235
3 EUA 35.1
4 Brasil 23.3
5 Meéxico 20.6
6 Indonesia 16.2
7 Egipto 15.1
8 Pakistan 14.4
9 Bangladesh 13.6

10 Rusia 12.4
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2.1.3 Diagnostico

Segun los criterios de la ADA 2018, el diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 se
establece con cualquiera de las siguientes condiciones:

e Glucemia plasmatica en ayunas = 126 mg/dL. Confirmado mediante una
segunda determinacion preferentemente con la misma prueba y en dias
diferentes.

e Glucemia plasmatica a las dos horas después de la prueba de tolerancia
oral a la glucosa (con 75 g de glucosa) = 200 mg/dL. Confirmado mediante
una segunda determinacion preferentemente con la misma prueba y en
dias diferentes.

e Glucemia plasmatica = 200 mg/dL en pacientes con sintomas clasicos de
hiperglucemia o crisis de hiperglucemia.

e Hemoglobina glucosilada = 6.5 %. La prueba debe realizarse en un
laboratorio que use un método certificado por el National Glicohemoglobin
Standarized Program (NGSP) y estandarizado segun el ensayo Diabetes
Control and Complication Trial (DCCT) [7].

2.1.4 Factores de riesgo para desarrollar DMT2

Algunos factores que son considerados como riesgo para el desarrollo de la DMT2
son la edad, dieta, obesidad y falta de actividad fisica [19]. La nutricion es un
aspecto esencial para prevenir el desarrollo de DMT2, es importante tener un
control adecuado sobre la ingesta calérica y optar por formas que permitan

mejorar el estado nutricional y el estilo de vida del individuo. [20].

La actividad fisica de intensidad moderada ha mostrado tener efectos beneficiosos
en pacientes prediabéticos, mejorando su sensibilidad a la insulina y favoreciendo
la disminucion de grasa abdominal, lo que implica una disminucion en el riesgo de
desarrollar DMT2. En este sentido, se recomienda un plan de actividad fisica

moderado (150 minutos semanales) para lograr efectos benéficos [7].
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En relacién con el uso de medicamentos se sabe que algunos farmacos como los
glucocorticoides, diuréticos tiazidicos y antipsicoticos atipicos, son considerados

como de riesgo para el desarrollo de la enfermedad [7].

Los factores genéticos también son un importante punto a considerar como factor
de riesgo. Se ha encontrado que el polimorfismo de nucleétido simple (SNP)
Thr130lle del gen HNF4A se asocia al desarrollo de la DMT2 y DG en la poblacion
Mexicana. Este gen codifica para un receptor de hormonas esteroideas expresado
en higado, pancreas, rifién, intestino y otros tejidos. La expresion del gen HNF4A
en las células hepaticas y B-pancreéticas es de particular interés debido a que en
el higado codifica para un receptor de glucocorticoides los cuales estimulan la
gluconeogénesis hepatica, mientras que en las células B-pancreaticas regula la
expresion de genes que codifican para proteinas implicadas en el transporte y
metabolismo de la glucosa [21].

2.2 Complicaciones microvasculares de la DMT2

2.2.1 Retinopatia diabética

La retinopatia diabética es una enfermedad crénica progresiva, que pone en
riesgo la microvasculatura retiniana siendo una de las mas comunes
complicaciones microvasculares de la diabetes mellitus 2. Esta se encuentra
relacionada con la duracién y severidad del estado de hiperglicemia, asi como con
la presencia de hipertension [10]. El dafio de los vasos sanguineos de la retina
puede tener como resultado que éstos sufran una fuga de fluido o sangre. Si la
enfermedad avanza se forman nuevos vasos sanguineos y prolifera el tejido

fibroso en la retina, lo que tiene como consecuencia que la vision se deteriore.
Existen dos tipos de retinopatia diabética:

De fondo o retinopatia diabética no proliferativa (RDNP). Este tipo de afectacion es
la etapa mas temprana de la retinopatia diabética. Cuando se presenta esta
condicion, los vasos sanguineos deteriorados permiten un escape de fluidos de

sangre dentro del ojo.
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Retinopatia diabética proliferativa (RDP). Este tipo de retinopatia sucede
principalmente cuando muchos de los vasos sanguineos de la retina se tapan,
impidiendo un flujo suficiente de la sangre. En un intento de suministrar sangre a
la zona donde los vasos originales se han tapado, la retina responde creando
nuevos vasos sanguineos. Este proceso se llama neovascularizacion. Sin
embargo, los nuevos vasos sanguineos también son anormales y no proporcionan

a la retina el flujo sanguineo adecuado [22].

El edema macular y la retinopatia diabética se detectan al hacerse un examen de
la vista. Los parametros que se buscan en la retina como sefales de la

enfermedad son [23]:

. Vasos sanguineos que gotean.
. Inflamacion de la retina (edema macular).
. Depésitos palidos y grasosos en la retina, que son sefiales de que los

vasos sanguineos estan goteando.
. Tejido del nervio dafiado.

La actividad de la enzima aldosa reductasa es uno de los factores que pueden
contribuir al desarrollo de la retinopatia diabética, debido a que al activar la via de
poliol se propicia la formacién de sorbitol debido a la gran cantidad de glucosa
presente, lo cual deriva en una acumulacién de sorbitol y con ello una contribucién
al estrés osmatico en la células que conllevan a un dafio a nivel microvascular
[24].

2.2.2 Neuropatia diabética

La neuropatia diabética se define como la presencia de sintomas y/o signos de
disfuncion del nervio periférico en personas diabéticas, una vez excluidos otros
casos asociados. El riesgo de desarrollo de neuropatia diabética es directamente
proporcional tanto a la duracion como a la magnitud de la hiperglucemia. Ademas,
algunas personas también pueden poseer factores genéticos que influyen en su

predisposiciéon a desarrollar tales complicaciones [25]. Los problemas de los
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nervios pueden presentarse en cualquier sistema de organos, incluidos el tracto

digestivo, el corazon y los 6rganos sexuales.

La neuropatia diabética se clasifica en periférica, autbnoma, proximal o focal.

Cada una afecta de varias maneras a diferentes partes del organismo.

= La neuropatia periférica, el tipo mas comun de neuropatia diabética, causa
dolor o pérdida de sensacion en los dedos del pie, en los pies, las piernas,

las manos y los brazos.

= La neuropatia autbnoma causa cambios en funciones digestivas,
intestinales y vesicales, en la respuesta sexual y en la transpiracion.
También puede afectar los nervios asociados con el corazén y aquellos que
controlan la presion arterial, asi como los nervios en los pulmones y los
0j0s.

= La neuropatia proximal causa dolor en los muslos, caderas o gluteos y
produce debilidad en las piernas.

= La neuropatia focal ocasiona el debilitamiento repentino de un nervio o un
grupo de nervios, causando debilidad muscular o dolor. Cualquier nervio en

el cuerpo puede verse afectado [26].

La neuropatia se diagnostica con base en los sintomas y el examen fisico.
Durante este examen, el médico puede medir la presién arterial, el ritmo cardiaco,
la fuerza muscular, los reflejos y la sensibilidad a los cambios de postura, la

vibracion, la temperatura o el tacto leve.

Existen herramientas como el Instrumento para la Deteccidon de Neuropatia de
Michigan (MNSI), el cual es utilizado para diagnosticar la neuropatia periférica
simétrica distal en pacientes con diabetes. El MNSI consiste en un cuestionario de
15 preguntas que se califica sumando respuestas anormales, y un examen de las
extremidades inferiores que incluye la inspeccion y evaluacién de la sensibilidad
vibratoria y los reflejos del tobillo, asignandose puntos por hallazgos anormales
[27].
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En el estudio llevado a cabo por Qian et al., cuyo su objetivo fue evaluar la eficacia
de distintas pruebas para el diagnéstico de la neuropatia diabética, encontré que
la prueba de MNSI obtuvo los valores mas elevados de sensibilidad (70.2%),
especificidad (98.7%) y precision (80.2%). Con base en esto, dicho instrumento se
considera una prueba simple, no invasiva y valida para el diagnéstico de la
neuropatia diabética periférica [28]. El estandar de oro para la determinacion de la
neuropatia diabética es el estudio de conduccién nerviosa o electromiografia, el
cual permite determinar el tipo y la gravedad del dafio nervioso. Los estudios de
conduccion nerviosa verifican la transmision de sefales eléctricas a través de un
nervio. La electromiografia determina qué tan bien responden los musculos a las

sefales eléctricas transmitidas por los nervios cercanos.

Los expertos recomiendan que las personas con diabetes se hagan un examen
cuidadoso de los pies todos los afios para descartar neuropatia periférica, y que
las personas con un diagndéstico positivo para este tipo de neuropatia deben
examinarse los pies con mas frecuencia para evaluar la evolucién de la
enfermedad [26].

2.2.3 Nefropatia diabética

La nefropatia diabética (ND) se caracteriza por un aumento en la excrecion
urinaria de albumina en ausencia de otras enfermedades renales. Es la principal
complicacion microvascular que puede conducir a una falla renal tanto en la
diabetes mellitus tipo 1como en la tipo 2 (DM 2), afectando a aproximadamente el

30 a 40% de los pacientes adultos portadores de esta enfermedad [10].

A pesar de que se reconoce que la hiperglucemia es una condicién necesaria para
el desarrollo de la ND, continuamos sin conocer completamente los mecanismos
por los cuales la hiperglucemia conduce a la lesion renal, sin embargo, se sabe
con certeza de la participacion de diversos procesos que influyen para iniciar los
cambios funcionales y estructurales a nivel renal que van a conducir a una
modificacion de la hemodindmica corpuscular y a la estimulacion de procesos de

proliferacion e hipertrofia celulares.
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Las manifestaciones clinicas de la ND que incluyen los niveles incrementados de
excrecion urinaria de albumina, aumento en los niveles de presion arterial y la
caida de la tasa de filtracién glomerular estdn estrechamente asociadas con las

anomalias estructurales de la ND [29].

En la clinica los parametros que nos permiten identificar la presencia de la ND son
principalmente la fuga de albumina medida como micro o macroalbuminuria, de
esta manera, el diagnéstico de nefropatia incipiente se realiza si hay 2 de 3
determinaciones positivas en el transcurso de 3 a 6 meses. Datos mas
importantes para confirmar esta complicacion microvascular es la persistencia de
la albuminuria. En los ultimos afios se ha dado mayor importancia a la relacién
albumina/creatinina, cuya medicidon puede realizarse en muestras de la primera
orina de la mafiana, o de 12 horas nocturnas o diurnas. Otros parametros que
permiten evaluar la intensidad del dafio es la estimacion de la tasa de filtracion
glomerular con alguna de las formulas ideadas para tal fin como el método de
Cockroft-Gault que toma en cuenta el peso, edad en afos, género y creatinina
sérica. Otra clasificacion de etapas de insuficiencia renal en base al deterioro de la
tasa de filtracion glomerular, la Tabla 3 proporciona la interpretacion de los
resultados. La férmula varia segun el género del paciente si se aplica en el género
masculino, seria desarrollada de la siguiente manera: Hombre (140 Edad) X peso
(Kg) / (72 X creatinina sérica). En el caso femenino la manera es la siguiente:

Multiplicar el resultado calculado usando la férmula para hombres X 0.85 [30].
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Tabla 3. Interpretacién de los resultados del método de velocidad de filtrado
glomerular. Para diagnéstico del paciente con nefropatia diabética.

Etapa Alteracion TFG mL/min por 1.73 m?
1 Daio renal (DR) con funcion normal > 95
2 DR con disminucidn leve de funcién 60-89
3 DR con disminucién moderada de 30-59
funcién
4 DR con disminucidn severa de funcion 15-20
5 Insuficiencia renal < 15 (o dialisis)

Como se ha mencionado anteriormente el dafio llevado a cabo en los diferentes
tejidos (retina, rinidbn y nervios) del individuo afectado por el estado de
hiperglicemia del paciente con DMT2 se explica por la activacién de diversas vias
metabodlicas que traen consigo el desarrollo de las complicaciones
microvasculares, como es el caso de la vial del poliol, la via de las
hexosaminasas, via de las proteinas kinasas C (PKC) y la formacion de los

productos de glicosilacién avanzada.

La via del poliol se activa cuando hay una concentracion elevada de glucosa. En
este caso la glucosa se transforma en sorbitol por la enzima aldosa reductasa, el
cual finalmente es oxidado a fructosa por la enzima sorbitol deshidrogenasa. Uno
de los puntos principales por los cuales este proceso genera dano es debido a que
la aldosa reductasa requiere el uso de NADPH, depletando los niveles de esta
coenzima, lo que implica que algunas enzimas antioxidantes que requieren de
NADPH también se vean disminuidas en su actividad, como la glutation reductasa,
con la consecuente falta de regeneracién del glutation reducido, originando como
consecuencia un desbalance antioxidante en el organismo, lo cual conduce a un

mayor estado de estrés oxidativo en el paciente [31].

Otro de los problemas asociados a la elevacion de la glucosa intracelular es la
activacion de la vias de las hexosaminasas, la cual inicia una vez que se genera
un exceso de fructosa 6 fosfato, esta molécula se convierte en sustrato de la

enzima GFTA (glutamina-fructosa-6-fosfato = amidotransferasa) formando
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glucosamina-6-fosfato y finalmente a UDP (uridin-difosfato) N-acetil-glucosamina.
La problematica se desencadena una vez que la N-acetil glucosamina toma los
residuos serina y treonina de algunas proteinas citoplasmaticas y nucleares
generando modificaciones postraduccionales lo cual deriva en cambios en ciertos
factores de transcripcion, resultando en cambios patoldgicos en la expresion

genética [32].

La activacion de la via de las proteinas kinasas C (PKC) se debe al aumento de
glucosa dentro de la célula, incrementando la sintesis de diacilglicerol (DAG), este
factor es un activador de las distintas isoformas de las PKCs, esto resulta en
diferentes expresiones génicas. Inhibiendo moléculas como la sintasa de éxido

nitrico endotelial (eNOS) y promoviendo el vasoconstrictor endotelina-1 (ET1) [33].

Otro punto de importancia entre los mecanismo de dafio por un estado
hiperglicémico son los productos de glicosilacién avanzada (PGA), los cuales son
identificados como un grupo de moléculas formadas por la union de azucares
reductores a ciertos residuos de proteinas, aminoacidos y algunas bases
nitrogenadas de acidos nucleicos. Los PGA son el resultado de la reaccion de
proteinas con glucosa cuando ésta se encuentra en concentraciones elevadas,
proceso que se denomina glicosilacion de proteinas. Tras la interaccion de la
glucosa con los grupos amino libres de las proteinas, se produce una base de
Schiff y posteriormente un rearreglo molecular que lleva a moléculas mas estables
denominadas productos de Amadori, que no son otra cosa mas que proteinas

glicosiladas [34].
2.3 Estrés oxidativo

Los procesos de oxidacion dentro del organismo ocurren de manera natural, la
produccion de radicales libres y antioxidantes ocurre en balance, sin embargo,
cuando se excede la produccion de radicales libres, y rebasa la capacidad
antioxidante del organismo, se genera un desbalance y con esto se implanta un
estado denominado estrés oxidativo, con capacidad de inducir dafios a nivel

celular.
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El estrés oxidativo se relaciona con la etiologia de diversas enfermedades
degenerativas, con problemas cardiovasculares, cancer y diabetes entre otros
padecimientos. Por otro lado, en muchos casos el estrés oxidativo es la
consecuencia de la enfermedad méas que su etiologia [35].

2.3.1 Defensa antioxidante

Los antioxidantes son moléculas encargadas de proteger al organismo de los
ataques de moléculas inestables como los radicales libres, son las moléculas

capaces de evitar el proceso de oxidacion de otras moléculas.

El fendbmeno de oxidacion se describe como una reaccion que genera el
desplazamiento de un electron de cierta sustancia a un agente oxidante creando
metabolitos que pueden ser toxicos junto con radicales libres que dafian los tejidos
o células por medio de reacciones en cadena. Los antioxidantes tienen capacidad
para poner fin a estas reacciones en cadena a través de la eliminaciéon de
radicales libres e impidiendo otras reacciones de oxidacion al oxidarse ellos

mismos.
Clasificacion de antioxidantes

» Vitaminas. Las vitaminas son sustancias esenciales para las actividades
metabdlicas, ejemplos de éstas con capacidad antioxidante son el &cido
ascorbico (vitamina C) y el alfa-tocoferol (vitamina E).

= Minerales. Algunos minerales actian como cofactores de enzimas
antioxidantes y juegan un rol dinAmico en el metabolismo de varias
macromoléculas, por ejemplo, carbohidratos, acidos nucleicos, etc. Algunos
ejemplos son el selenio, cobre, hierro y zinc.

» Fitoquimicos. Entre éstos se encuentran los flavonoides que son
compuestos de tipo fendlico que dan color a los vegetales, frutas, granos,
semillas, hojas, flores y corteza. Un ejemplo lo constituyen las catequinas,
unos de los principales antioxidantes bioactivos que se encuentran en el té

verde y negro, ademas de otros compuestos como los carotenoides [36].
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» Los antioxidantes de origen enzimaticos se encuentran presentes en el
organismo y protegen frente a las EROS producidos durante el
metabolismo. Dentro de éstas hay 3 importantes: la superéxido dismutosa
(SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX).

» La SOD cataliza la dismutacién del anién superoxido, originando peréxido
de hidrégeno. Existen distintas formas de la enzima, dependiendo del metal
del centro catalitico: Zn, Cu-SOD citosdlica y la Mn-SOD mitocondrial.

» La CAT es una enzima que cataliza la descomposicién del peréxido de
hidrogeno en agua. Esta presente en la mayoria de las células eucariotas,
localizandose a nivel de los peroxisomas.

» La GPX también contribuye a la eliminacion del peréxido de hidrégeno pero
trabaja utilizando glutation reducido, a diferencia de la CAT que utiliza

peréxido de hidrogeno como dador de electrones [37].

Pruebas en ratas diabéticas mostraron que el uso de vitamina E ayuda al

metabolismo lipidico, logrando con ello una reduccion de la peroxidacion lipidica.

La estimacion o cuantificacion de antioxidantes en el organismo es un factor que
podria ser importante para tener un control sobre el avance del estrés oxidativo en

el paciente [38].
2.3.2 Radicales libres

Los radicales libres son aquellas moléculas con uno o mas electores no
apareados, caracteristica que los hace moléculas completamente inestables y con
alto grado de reactividad.

Es importante tener en consideracion que los radicales libres se generan de
manera enddégena por reacciones bioquimicas en el organismo como parte del
metabolismo normal (por ejemplo, la cadena de transporte de electrones), ademas
de las fuentes exdgenas de radicales libres como la contaminacion y radiacion

entre otros factores [39].
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Ejemplos de radicales libres son el anion superoxido (O2), peroxido de hidrogeno
(H2032), y el radical hidroxilo (*OH).

Anion superoxido (O2). La adicion de un electron al oxigeno molecular origina la
formacién de esta molécula. Es una especie que no se considera muy reactiva, su

accion dependera del sitio de generacion en la célula

El Oz se da de manera natural en los procesos que se llevan a cabo en la cadena
de transporte de electrones mitocondrial y las enzimas nicotinamida adenina
dinucledtido/nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADH/NADPH) oxidasa,

xantina oxidasa y sintasa endotelial de NO (eNOS) [40].

Peroxido de hidrogeno (H202). Se genera cuando una molécula de oxigeno
molecular se ve reducida en dos electrones o cuando una molécula de anién
superoxido (O2) se reduce en un electron, el H202 puede ser derivado de la

dismutacion del Oz por la superoxido dismutasa (SOD) [41].

Radical hidroxilo (*OH). Se ve formado cuando ocurre una interaccion entre el Oz
y H202.

Ademas el H202 también reacciona en presencia de Fe*? libre (metales de
transicion Cu, Fe y Co) produciendo este radical OH.y Fe*® siendo esta
interacciobn conocida como reaccién de Fenton. Se considera como uno de los
radiales con mayor grado de reactividad, siendo asociado con dafio a lipidos y

proteinas, DNA y carbohidratos [42].
2.4 Marcadores de estrés oxidativo
2.4.1 Malondialdehido (MDA)

El malondialdehido (MDA) es una sustancia que resulta de la peroxidacion lipidica.
La medicion de este aldehido se propone como un método para identificar el dafio
a lipidos por estrés oxidativo. Existen diferentes métodos para la cuantificacion
sérica de esta molécula, siendo uno de los mas utilizados el desarrollado por

Gérard-Monnier et al., el cual se basa en la reaccion del MDA con dos moléculas
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de 1-metil-2-fenilindol en medio acido. El método detecta el producto que se
observa en la Figura 2, cuantificado por una técnica de espectrofotometria a una
longitud de onda de 586 nm, y utiliza como estandar al 1,1,3,3 tetrametoxipropano
[43].

Figura 2. Complejo formado por el MDA con dos moléculas de 1-metil-2-fenilindol.
Se detecta por espectrofotometria con una longitud de onda de 586 nm [43].

2.4.2 Productos avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP)

Las proteinas celulares estan sujetas a estrés oxidativo en presencia de una
variedad de especies reactivas de oxigeno (ROS). Dependiendo del ROS, el dafio
resultante a la proteina puede tomar la forma de nitracion o la oxidacion de

diversos residuos de aminoacidos.

El dafio a proteinas por estrés oxidativo, no ha sido estudiado con tanta
profundidad como en el caso de la peroxidaciéon lipidica, sin embargo, se han
realizado algunos hallazgos en relacién con la accion de los radicales libres y
como éstos reaccionan con aminoacidos, péptidos y proteinas. Especificamente
tenemos que la oxidacidbn de ciertos residuos de aminoacidos facilita el

entrecruzamiento y fragmentacion de proteinas [44].

En un estado de estrés oxidativo, las especies reactivas de oxigeno, ademas de
los oxidantes cloraminados, principalmente el acido hipocloroso (HOCI), ocasionan
dafio oxidativo en las proteinas plasmaticas, causando entrecruzamiento
ditirosinico y dando origen a los productos avanzados de oxidacion proteica

(PAOP). Dado que la formacion de PAOPs es optima con los oxidantes clorados,
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es interesante especular que su formacién in vivo podria ser el resultado de la

actividad enzimatica de la mieloperoxidasa (MPO) de fagocitos [45,46].

Cuando se habla de PAOP se hace referencia a la presencia de productos de
ditirosinas, la formacion de este compuesto conduce a la pérdida de solubilidad,
induce fluorescencia y ocasionalmente formacién de soluciones de gel de
proteinas. Esta reaccion se lleva acabo debido a un acoplamiento fendlico

oxidativo de dos residuos de tirosina, como se muestra en la Figura 3 [47].

La determinacion de PAOPs cobra relevancia ya que algunos estudios han
encontrado que la concentracion de estos productos son moderadamente
elevados en pacientes adultos con diabetes tipo 1 y mas marcadamente elevados
en aquellos con diabetes tipo 2, cuya concentracion se correlaciona con la
resistencia a la insulina o la presencia y/o gravedad de las complicaciones

microvasculares de la diabéticas, como la retinopatia o nefropatia.

Pernvidaca

Figura 3. Entrecruzamiento de ditirosinas en los productos avanzados
de la oxidacion de proteinas [48].

La cuantificacion de PAOPs consiste en analizar la capacidad de las muestras de
plasma para oxidar iones yodo (I ) a yodo diatdmico (I2) en medio acido, usando
técnicas espectrofotométricas a una longitud de onda de 340 nm, y empleando un

estandar de cloramina T [44].
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2.4.3 Oxido nitrico (NO)

El 6xido nitrico es un mediador endégeno en numerosos procesos fisioldgicos,
importante en la respuesta cardiovascular y procesos de neurotransmisién. Su
vida corta y poca concentracion in vivo dificulta su cuantificacion sérica, por lo que
resulta mas factible evaluar el anion nitrito, un producto estable de la oxidacién del

oxido nitrico [49].

Producto de diazonio

N-1-(naftil)-etilendiamina HNF“V NH;

N
il ~_NH; @G
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O 0O — |
H* N
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SO,NH,

Figura 4. Método de Greiss para la determinacion sérica de 6xido nitrico (NO). El nitrito
gue participa en la primera reaccion proviene del 6xido nitrico [49].

El NO se forma a partir de la L-arginina siendo catalizado por un familia de

isoenzimas de la 6xido nitrico sintasa (NOS).

En ciertos estados de enfermedad el sistema inmune induce la expresion de la
NOS (iNOS), lo que incrementa la produccion de NO, y se ha visto asociado como
un factor de gravedad en diversas enfermedades como cancer, diabetes y sepsis
[49].

Los principales productos finales de la oxidacién de NO in vivo son nitrito (NO27) y
nitrato (NOs"). La vida media del NO en plasma y otros fluidos corporales es muy
corta, por lo tanto, el mejor indice de produccion total de NO es la suma de nitritos

y nitratos [50].
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La reaccion de Griess es un método ampliamente utilizado para medir la
concentracion de nitritos como un indice de la cantidad de NO en un medio acido
[51].

El método de Greiss describe la formacion de un cromoforo estable, las
reacciones se esquematizan en la Figura 4. Inicialmente se desproteiniza el
plasma con ZnSOs4, y luego se convierte el nitrato en nitrito usando perlas de
cadmio, esto debido a que el nitrito especificamente reacciona en condiciones
acidas con la sulfanilamida por medio de un proceso de diazotizacion, para formar
un catién de diazonio, seguido de un acoplamiento con aminas biciclicas como la
N-1-(naftil)-etilendiamina, para ser detectado mediante espectrofotometria a una

longitud de onda de 560 nm y utilizando nitrito de sodio como estandar [49].
2.4.4 Capacidad antioxidante total (CAT)

La medicion de la capacidad antioxidante total es un parametro importante debido
a que determina el efecto antioxidante total, que puede encontrarse en una
muestra biolégica, midiendo el cumulo de sustancias antioxidantes, ya que de otra
manera resulta impractico el hecho de evaluar cada una de estas sustancias

(antioxidantes) en un paciente [52].

El método descrito por Erel et al. utiliza ABTS en estado reducido el cual es
oxidado mediante peréxido de hidrogeno en medio acido a una molécula de ABTS
oxidada, esta reaccion genera una coloracion verde oscura en el reactivo, que tras
interaccionar con la muestra a evaluar genera una aclaracion del reactivo
decolorandolo a un color blanquecino, esto debido a que las sustancias
antioxidantes devuelven el estado de reduccion al ABTS, todo esto era
determinado mediante técnicas espectrofotométricas a una longitud de onda de
660 nm usando como referencia el trolox, un andlogo de la vitamina E como
patréon para generar una curva estandar, en la Figura 5 se ejemplifica las

reacciones de oxidacion y reduccién de la molécula de ABTS [53].
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Figura 5. Reacciones de oxidacién y reduccion en la molécula de ABTS [54].

2.4.5 Capacidad oxidante total (COT)

La capacidad oxidante total se define como la determinacion de la cantidad total
de sustancias oxidantes presentes en una determinada muestra biolégica, estas
sustancias, por su enorme diversidad, no pueden cuantificarse de manera
independiente debido a que implicaria un elevado costo en tiempo y dinero. El
principio de la prueba con base en el acuerdo a Erel et al., describe la oxidacién
del ion ferroso a ion férrico mediante la cantidad de sustancias oxidantes
presentes en la muestra a evaluar, para que finalmente el ion férrico interaccione
con la molécula de xylenol naranja generando un compuesto purpura cuantificable

mediante métodos espectrofotométricos a una longitud de onda 560 nm [55].
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2.4.6 indice de estrés oxidativo (IEO)

El indice se estrés oxidativo se calcula mediante el cociente COT/CAT. Esto
permite tener un valor indicativo del nivel de estrés oxidativo. La unidad de CAT se

cambia a mmol/L, y el valor del IEO se calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula
[56]:

[COT (mmol Eq a H202/L) / CAT (mmol Eq a Trolox/L)]*100 = IEO
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3. ANTECEDENTES

Entre los trabajos previos en los que se asocian las complicaciones de la diabetes
con el estrés oxidativo podemos citar a Komosinska-Vassev et al. quienes
estudiaron la relacién de las complicaciones vasculares de la DMT2 y el control
glucémico con el estrés oxidativo. Sus grupos de estudio fueron divididos con base
en el control de la glucosa sanguinea y con base en la presencia de
complicaciones vasculares, demostrando cambios importantes en la actividad de
diversas enzimas involucradas en el sistema de defensa antioxidante del
organismo. El andlisis arroj6 una correlacidon positiva entre los valores
incrementados de la actividad de la superéxido dismutasa (SOD) y HbAlc, asi
como una correlacion negativa en los niveles de catalasa y glutation peroxidasa
(GPx) con la capacidad antioxidante total, lo que implica que la patologia vascular
y el pobre control de la glucosa pueden afectar la produccion de radicales libres,
asi como afectar la actividad de las enzimas antioxidantes. Se trat6 de un estudio
qgue incluyé 48 pacientes de origen polaco divididos en 4 grupos de 12 sujetos
cada uno, los grupos estaban formados en funcion de un buen o mal control
glucémico y la presencia de complicaciones vasculares, asi como un grupo control
de 25 personas. Ademas, fueron incluidos pacientes con diferentes esquemas de

tratamiento incluyendo el uso de insulina [57].

Por otro lado, Saxena et al. en 2005, reportaron que los niveles séricos de
triglicéridos  postprandiales se correlacionan con las complicaciones
macrovasculares de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Los valores
alcanzados por los pacientes diabéticos fueron mayores significativamente en
relacion con el grupo de pacientes diabéticos sin complicaciones y el grupo
control; ademas, los niveles séricos de MDA correlacionaron positivamente con la
trigliceridemia postprandial en el grupo de diabéticos con complicaciones. Sin
embargo, SOD y GPx fueron mas bajos en el grupo de diabéticos con y sin
complicaciones en relacion con los controles. El estudio se desarroll6 con 26
pacientes con DMT2 de la India: 13 con complicaciones macrovasculares y 13 sin
complicaciones; asi como 13 sujetos aparentemente sanos que conformaron el
grupo control. Resulta interesante que en este estudio fueron excluidos pacientes
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con hipercolesterolemia (> 250 mg/dL), asi como aquellos que se encontraban
bajo tratamiento hipolipemiante, con antioxidantes, insulina y suplementos
vitaminicos. En este trabajo los investigadores concluyen que la
hipertrigliceridemia postprandial parece ser el principal determinante del estrés
oxidativo en DMT2, lo cual en conjunto con un estado antioxidante comprometido
pudiera conducir a wuna disfuncion endotelial y a las complicaciones

macrovasculares [58].

En otro estudio, Tabak et al. estudiaron el efecto de las complicaciones vasculares
en DMT2 sobre la oxidacion de proteinas, lipidos y ADN. Incluyeron 69 pacientes
con DMT2 de Turquia de los cuales 20 no presentaron complicacion alguna, 37
tuvieron complicaciones microvasculares, 4 pacientes presentaron complicaciones
macrovasculares y 8 tuvieron una mezcla de macrovasculares y microvasculares.
El grupo control estuvo conformado por 20 individuos aparentemente sanos. Se
incluyeron pacientes bajo tratamiento con hipoglucemiantes orales o insulina, o
ambas. No se incluyeron pacientes que estuvieran bajo algun tipo de tratamiento
adicional incluyendo estatinas, minerales o suplementos vitaminicos. Encontraron
que los niveles séricos de los productos avanzados de oxidacion de proteinas y el
8-hidroxi-2"-desoxiguanosina (8-OHdG) fueron significativamente mas elevados en
el grupo de diabéticos con complicaciones en relacion con los pacientes sin
complicaciones y el grupo control. Concluyen que el incremento en la formacion de
radicales libres y la generacion de estrés oxidativo bajo condiciones de
hiperglicemia, es una de las probables causas de evolucion de las complicaciones
en la DMT2 [59].

El trabajo reportado por Bansal et al. en 2012 muestra la relaciéon de las
complicaciones macro y microvasculares (sélo nefropatia y retinopatia) de la
diabetes mellitus tipo 2 con el estrés oxidativo. Investigaron la formacion de
productos finales de glicosilacion avanzada (PGA) y algunos parametros de estrés
oxidativo como los productos avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP),
malondialdehido (MDA), tioles totales (T-SH), formacién de carbonilos en

proteinas (PCO) y la actividad de la enzima paraoxonasa 1 (PON1). Incluyeron
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157 pacientes con DMT2 de la India que fueron divididos en tres grupos: 53 con
complicaciones microvasculares, 47 con complicaciones macrovasculares y 57 sin
complicaciones. El grupo control fue conformado por 40 individuos con glucosa en
ayuno normal y con una distribucion de género y edad similar a la de los pacientes
diabéticos. De los 157 pacientes diabéticos incluidos 40% se encontraban
recibiendo terapia con insulina y mas del 75% tomaba algun tipo de
hipoglucemiante oral o una combinacién de ellos. Algunos pacientes tomaban
antihipertensivos y/o hipolipemiantes como atorvastatina y rosuvastatina; y la
mayoria se encontraba bajo tratamiento con vitaminas del complejo B con zinc.
Como parte de sus resultados, encontraron un incremento en la formacion de
PGAs en los pacientes diabéticos con complicaciones micro y macrovasculares,
en relacion con los sujetos del grupo control y los pacientes diabéticos sin
complicaciones. Por otro lado, los niveles séricos de PAOP y MDA fueron
significativamente mas elevados y la actividad de PONL1 significativamente
disminuida en los pacientes diabéticos con complicaciones. Los niveles de AGES
mostraron una correlacion positiva con HbAlc, MDA y PAOP, asi como una
correlacion negativa con PON1 y T-SH. Concluyen que altos niveles séricos de
PGA y baja actividad de PON1 puede considerarse como un factor de riesgo
adicional para el desarrollo de complicaciones vasculares en DMT2, y que los
PGA juegan un papel significativo en la induccidon de estrés oxidativo en la
diabetes [60].

En 2013, Jakus et al. reportaron los resultados de un estudio en el que evaluaron
si el monitoreo de los niveles plasmaticos de PGA, PAOP, lipoperéxidos e IL-6
podria contribuir a la prediccion del desarrollo de las complicaciones de la
diabetes. Incluyeron 81 pacientes con DMT2 de la Republica de Eslovaquia, de los
cuales 26 no presentaron complicaciones y 55 presentaron complicaciones
macrovasculares o microvasculares (nefropatia, retinoipatia y/o neruropatia). Los
pacientes incluidos en el estudio se encontraban bajo diversos esquemas de
tratamiento para su diabetes, que incluian dieta, farmacos antidiabéticos o
insulina, o una combinacion de estos; asi como medicamentos antihipertensivos.

El grupo control se constituyé con 20 voluntarios aparentemente sanos. Los
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resultados obtenidos muestran un aumento significativo de los PGA en ambos
grupos de pacientes diabéticos, particularmente en el grupo con complicaciones
vasculares, en relacion con los controles. En cuanto a los PAOP se encontraron
significativamente elevados en los pacientes diabéticos en relacion con los
controles, sin embargo, entre los grupos con y sin complicaciones no se encontro
diferencia significativa. Por otro lado, no se encontré correlacion entre los niveles
de IL-6 y los parametros clinicos y bioquimicos estudiados. Los investigadores
sugieren que la medicion no sélo de HbAlc, sino también de PGA, pudiera ser util

para predecir el riesgo de desarrollo de complicaciones de la diabetes [61].
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El principal factor que conduce a las alteraciones fisiopatolégicas en la vasculatura
diabética es la exposicion cronica a altos niveles sanguineos de glucosa. Bajo
condiciones de hiperglucemia, la glucosa y otros carbohidratos reductores
reaccionan de manera no enzimatica con grupos amino libres de las proteinas
conduciendo a la formacion acelerada de productos finales de glucosilacién
avanzada (PGA). El papel de los PGA en el desarrollo de las complicaciones en la
DMT2 permanece por ser elucidado, sin embargo, existe evidencia en el sentido
de que la interaccion de los PGA con sus receptores, resulta en la activacion de
diversas sefales de transduccion, incluyendo la generacién de especies reactivas
de oxigeno. La exposicion crénica de biomoléculas como lipidos, proteinas y ADN
a altos niveles de EROS puede conducir a reacciones de peroxidacion y
glucoxidacion que resultan en la formacion de carbonilos en proteinas, oxidacion
de grupos tiol, productos avanzados de oxidacion de proteinas y peroxidacion de
lipidos. Por lo anterior es claro que existe una interrelacion entre glucosilacion
avanzada, estrés oxidativo, inflamacion y la progresién de las complicaciones

vasculares en la diabetes, que no ha sido totalmente entendida.

En la DMT2 la formacion de productos avanzados de oxidacion de proteinas, un
marcador de estrés oxidativo y mediador inflamatorio, se favorece por los
procesos de glucoxidacion, el desbalance oxidantes-antioxidantes y la inflamacién
coexistente. Los datos sugieren que la acumulacion crénica de PAOP en plasma
puede promover la inflamacion renal en pacientes con DMT2, asi como un

incremento en la susceptibilidad al desarrollo de retinopatia.

Otro marcador de estrés oxidativo son los productos de la lipoperoxidacion, los
cuales se generan por la oxidacion de acidos graso poliinsaturados y representan
el producto final primario de la lipoperoxidacién. Este proceso es una cascada de
eventos que resulta de la accion de las EROS sobre los acidos grasos
poliinsaturados presentes en las membranas celulares. Se ha encontrado que los
niveles circulantes de lipoperéxidos se encuentran significativamente elevados en

asociaciéon con isquemia del miocardio y los factores de riesgo cardiovasculares.
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La lipoperoxidacion se encuentra incrementada en pacientes con DMT2 y pudiera

estar relacionada con la modulacién de la respuesta inflamatoria [62].

Dentro de los distintos productos generados por la peroxidacion lipidica tenemos
que los hidroperoxidos lipidicos son los productos principales, existen diferentes
aldehidos secundarios derivados de la peroxidacion lipidica, entre los cuales esta

el malondialdehido (MDA), propanal, hexanal y 4-hidroxinonenal [63].

Ciertos ensayos de diagnostico estan disponibles comercialmente para la
cuantificacion de productos finales de la peroxidacion lipidica, especificamente
para la cuantificacion sérica de MDA, un producto final de la peroxidacion de los

acidos grasos y un marcador de la actividad de los radicales libres.

Otro fendmeno relacionado con el desarrollo de las complicaciones en la diabetes,
es la disfuncién endotelial, debido a que los radicales libres activan diversas vias
qgue conllevan a esta disfuncion, vinculando asi a este fendmeno con el estrés
oxidativo. En este sentido, cuando ocurre un incremento en los niveles de glucosa
se promueve la formacién del anion superoxido (O2) a través del trabajo
mitocondrial, este incremento favorece la interacciéon con NO, desencadenando la
formacion de perxinitrito (ONOQO"), una importante molécula reactiva causante de
dafio celular, ademas de presentar un efecto inhibitorio sobre la 6xido nitrico

sintasa endotelial [64].

Por otro lado, la importancia de evaluar los PAOP radica en que se han descrito
como moléculas formadas durante la internacién de ciertas proteinas plasmaticas
(albumina) con algunos agentes clorados, estos derivados en respuesta a
situaciones de estrés o defensa del organismo, considerandolos como un

marcador importante de dafio a proteinas por estrés oxidativo [65].

No existen reportes en la literatura en los que se evalle si existen diferencias
significativas en los niveles séricos de marcadores de estrés oxidativo en
pacientes mexicanos diagnosticados con DMT2, con y sin complicaciones
microvasculares. Este tipo de estudios nos permitira caracterizar a nuestra

poblacién en cuanto al comportamiento de los marcadores de estrés oxidativo en
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esta enfermedad y establecer la posibilidad de utilizar uno o0 mas de dichos
marcadores para dar seguimiento al desarrollo de complicaciones
microvasculares; asi mismo, permitira sentar las bases para estudios futuros de
intervencion con antioxidantes con la finalidad de reducir los niveles de estrés
oxidativo con la expectativa de disminuir las complicaciones microvasculares y

proporcionar al paciente diabético una mejor calidad de vida.
4.1 Pregunta de Investigacion

¢ Existe diferencia significativa en la concentracion sérica de marcadores de estrés
oxidativo en un grupo de pacientes mexicanos con DMT2 con y sin complicaciones

microvasculares?
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5. JUSTIFICACION

Se define como diabetes a la enfermedad cronica que no permite al paciente
generar insulina o en su defecto no usarla de manera adecuada en su organismo.
La importancia de la insulina radica, entre otras cosas, por su capacidad para
favorecer el ingreso de la glucosa en diferentes tejidos, y ser utilizada como fuente
de energia. El paciente diabético al no poder incorporar la glucosa a los tejidos
insulino-dependientes, condiciona un estado de hiperglucemia debido a la
acumulacion de glucosa en el torrente sanguineo, predisponiendo al desarrollo de
estrés oxidativo y a la generacion de complicaciones a largo plazo, tanto

microvasculares como macrovasculares.

Segun datos de la Federacion Internacional de Diabetes (FID) se estima que en
2015 habia alrededor de 415 millones de personas padeciendo diabetes,
esperandose que para el 2040 dicha cifra se incremente a 642 millones de
enfermos. Por otro lado, y en este mismo afio, la DMT2 costé aproximadamente
$673,000 millones de délares en gastos de salud a nivel mundial, particularmente
por el tratamiento de las complicaciones de esta enfermedad. Tan solo en el 2015
la DMT2 fue responsable de la muerte de 5 millones de personas a nivel mundial,
lo que equivale a que cada seis segundos una persona muere por diabetes;
ademas de ser una de las principales causas de enfermedad cardiovascular,
ceguera, insuficiencia renal y amputacion de miembros inferiores. México no ha
estado excluido del impacto de esta enfermedad, ya que ocupé el sexto lugar a
nivel mundial de pacientes afectados con esta enfermedad con edades entro los
20y 79 afos. [7].

La diabetes mellitus tipo 2 esta asociada a una hiperglicemia cronica, asi como a
la resistencia a la insulina, esto a su vez condiciona la generacion de desordenes
en el metabolismo de la glucosa, como lo es la activacién de la via del poliol, la
generacion de productos de glicosilacion avanzados (PGA), la activacion de
diversas proteinas por accion de la proteincinasa C e incremento en la via de las

hexosaminas. Estos procesos tienden a generar un incremento en las especies
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reactivas de oxigeno (EROSs), y con ello conducir al paciente a un estado de estrés
oxidativo [32,66].

El presente trabajo permitira identificar marcadores de estrés oxidativo
potencialmente Utiles para el seguimiento de la eficacia del tratamiento en
pacientes diabéticos mexicanos, asi como plantear el uso de antioxidantes en
estos pacientes, enfocado a la disminucion del dafio por estrés oxidativo, lo que
podria contribuir a una disminucidbn en la aparicion o severidad de las
complicaciones caracteristicas de esta enfermedad. Por otro lado, los métodos
que se utilizaran en el presente trabajo, si bien en la actualidad no son de uso
rutinario, son relativamente de bajo costo, utilizan cantidades pequefias de suero
sanguineo, y presentan suficiente precision para su posible implementacién como
parte de los servicios de un laboratorio clinico. Asimismo, los resultados de este
trabajo podrian sentar las bases para realizar estudios de valores de referencia
para marcadores de estrés oxidativo.
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6. OBJETIVOS
6.1 General

Comparar las concentraciones séricas de marcadores de estrés oxidativo (MDA,
PAOP, COT, CAT, NO, IEO) en pacientes con DMT2 con y sin complicaciones

microvasculares.
6.1.1 Especificos

e Estandarizar los procedimientos de laboratorio (pruebas bioquimicas vy
cuantificacion de marcadores de estrés oxidativo).

e Seleccionar a los pacientes con base en los criterios de seleccion.

e Conformar los grupos de estudio acorde con el niumero de complicaciones
microvasculares que presente cada paciente, ademas de conformar un

grupo control de sujetos aparentemente sanos.

e Realizar las determinaciones bioquimicas y la cuantificacion de los

marcadores de estrés oxidativo en los pacientes incluidos en el estudio.

e Realizar el andlisis estadistico de los resultados de las pruebas bioquimicas
y de los marcadores de estrés oxidativo en busca de diferencias entre los

grupos de estudio.
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7. HIPOTESIS
7.1 Hipotesis de investigacion

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 con complicaciones microvasculares
mostraran una diferencia significativa en la concentracion sérica de al menos uno
de los marcadores de estrés oxidativo (MDA, PAOP, CAT, COT, NO e IEO), en
relacion con los pacientes diabéticos tipo 2 sin complicaciones microvasculares y

los sujetos aparentemente sanos.
7.1.1 Hipdtesis nula

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 con complicaciones microvasculares no
mostraran una diferencia significativa en la concentracion sérica de los
marcadores de estrés oxidativo (MDA, PAOP, CAT, COT, NO e IEO), en relacién
con los pacientes diabéticos tipo 2 sin complicaciones microvasculares y los

sujetos aparentemente sanos.
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8. METODOLOGIA
8.1 Tipo de estudio

Ensayo clinico, comparativo, correlacional, con una sola intervencion en los

diferentes grupos de estudio.
8.1.1 Universo de estudio

Pacientes con DMT2 diagnosticados bajo los criterios de la ADA (American
Diabetes Association), que acudan para su seguimiento y control a la consulta del
programa “MIDE” de la Clinica de Medicina Familiar ISSSTE de Otay, localizado
en la ciudad de Tijuana, Baja California, México. Se realiz6 una preseleccion de
pacientes diabéticos tipo 2 que contaran con un historial clinico en la base de
datos del hospital, con el fin de revisar si cumplian con los criterios de inclusién y
exclusion, para que en su proxima cita de seguimiento fuesen invitados a

participar en el estudio.
8.2 Criterios de seleccion
8.2.1 Criterios de inclusioén

e Pacientes de 18 a 75 afios.

e Género indistinto.

e Con diagndstico de diabetes mellitus tipo 2 independientemente del tiempo
transcurrido desde su diagndstico, con base en los criterios de la ADA.

e Pacientes con y sin complicaciones microvasculares propias de la DMT2
(retinopatia, nefropatia, y neuropatia).

e No ingesta de suplementos o tratamientos antioxidantes en los ultimos 3
meses.

e Sin comorbilidades asociadas. Podran incluirse hipertensos y/o
dislipidémicos controlados (TA <140/90 mmHg, colesterol total <200 mg/dL,
triglicéridos <150 mg/dL, colesterol-HDL >50 mg/dL para mujeres,
colesterol-HDL > 40 mg/dL para hombres, colesterol-LDL <100 mg/dL).
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e Sin tratamiento adicional al utilizado para el manejo de la diabetes. Podran

incluirse pacientes tratados con antihipertensivos y/o lipolipemiantes.

8.2.2 Criterios de exclusion
e Pacientes embarazadas.
e Pacientes lactando.
e Tabaquismo
e Diabetes secundaria.
e Uso de terapia de remplazo hormonal.
e Pacientes con DMT2 con complicaciones macrovasculares.

e Pacientes con IMC = 30.

8.2.3 Criterios de eliminacioén
e Retiro del consentimiento informado.

e Pacientes en quienes no se obtenga una muestra adecuada.

8.3 Calculo del tamafio de muestra

El célculo para el tamafio de muestra (n) se realiz6 mediante la ecuacién para
comparacién de medias, identificando el estudio como una prueba de hipétesis
bilateral [67].

Se tom6 como referencia los valores de medias (1) y desviaciones estandar (o) del
estudio realizado por Heredia et al., debido a la similitud de la técnica empleada

para la cuantificacion del marcador de estrés oxidativo MDA [68].

La férmula se expresa de la siguiente manera:

_ K(01% + 02?)
(1l — u2)?
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El valor de K viene dado por la siguiente formula K=(Za + ZB)?, donde el valor Za
se fijo con base en un nivel de confianza estadistico del 95% (0=0.05) denominado
como el error tipo 1, mientras que la potencia estadistica (ZB) se fijé en un valor de
95%, con lo que se establecio un valor del 5% para el error tipo 2.

_ 13(2.35% 4 0.44%)
~ (4.376 — 1.168)2

n

Se obtuvo un tamafio de muestra por grupo de 8 pacientes como minimo, pero
considerando un factor de pérdida, se consideré un tamafio muestral de al menos

12 pacientes por grupo, incluyendo el grupo control.

8.4 Formacién de los grupos de estudio
8.4.1 Grupo control

El grupo control fue conformado por sujetos aparentemente sanos, sin historia
familiar o personal de diabetes, que por invitacién acudan al Centro de Diagndstico
de la Facultad de Medicina Mexicali para su valoracién. La determinacion de su
inclusion en el grupo control fue con base en los resultados de la entrevista
médica, medidas antropométricas (peso, talla e IMC). Los pacientes seleccionados
se citaron para la coleccién de una muestra sanguinea para la cuantificacion de
los parametros bioquimicos y de estrés oxidativo. Se buscé una distribucién similar

en cuanto a edad y género en relacion con el grupo de pacientes diabéticos.
8.4.2 Grupos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2

Se conformaron 3 grupos de estudio con un minimo de 12 pacientes por grupo. En
uno de ellos se incluyé a los pacientes diagnosticados con diabetes mellitus tipo 2
sin complicaciones microvasculares. En el segundo grupo se incluyé pacientes
diabéticos con una sola complicacibn microvascular de cualquier tipo. El tercer
grupo fue conformado con pacientes que presentaron 2 complicaciones

microvasculares. Los pacientes que conformaron los grupos de estudio contaron
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con su expediente clinico de la Clinica de Medicina Familiar ISSSTE Otay, de

donde se obtuvieron los datos antropométricos y clinicos necesarios.

8.5 Variables
8.5.1 Variables Independientes

Variable: Nefropatia

Definicion Conceptual: Es una la alteracion en el rifidn por las lesiones de los
vasos sanguineos pequefios de este 6rgano, se produce en personas con
diabetes cuando su control glucémico y otros factores asociados no han sido
adecuados. Forma parte de las complicaciones cronicas de la diabetes
mellitus.

Definicion Operacional: Historia Clinica - Exdmenes Bioquimicos - Examen
especial clinico para complicacion microvascular (nefropatia).

Tipo de Variable: Cualitativa.

Escala de Medicidén: Prueba de estimacion de tasa de filtracion glomerular
(TFG).

Grado de Medicion: Continua.
Reactivos-Indicador: Estudio histologico (biopsia tejido renal).

Instrumentos: Historia clinica, pruebas bioquimicas (glucosa, colesterol total,
HDL-C, triglicéridos, hemoglobina glucosilada, creatinina sérica). EI examen
para diagnoéstico de nefropatia, prueba de estimacién de tasa de filtracion
glomerular (TFG).

Variable: Retinopatia

Definicion Conceptual: Es un dafio de los vasos sanguineos de la capa
posterior del 0jo, la retina, lo que ocasiona una pérdida progresiva de la vista,
siendo causa importante de ceguera, siendo esto provocado por la
enfermedad diabetes mellitus.

Definicion Operacional: Historia clinica - Examenes bioquimicas - Examen
especial clinico para complicacion microvascular (retinopatia).

Tipo de Variable: Cualitativa.
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Escala de Medicion: Examen diagnoéstico basado en la auscultacion por
meédico oftalmélogo.

Grado de Medicién: Continua.

Reactivos-Indicador: Fotografia estereoscoépica a 30 grados en siete campos
estandar en una pelicula a color (>80% Sensibilidad).

Instrumentos: Historia clinica, pruebas bioguimicas (glucosa, colesterol total,
HDL-C, triglicéridos, hemoglobina glucosilada). EI examen para diagnéstico
de retinopatia debe ser realizado con una lampara de hendidura, con lupa y
la pupila dilatada.

Variable: Neuropatia

Definicion Conceptual: Son lesiones de los nervios periféricos por distintos
mecanismos, como el dafio directo por la hiperglucemia y la disminucion del
flujo sanguineo que llega a células nerviosas como resultado del dafio de los
pequefios vasos.

Definicion Operacional: Historia clinica - Exdmenes bioquimicos - Examen
especial clinico para complicacion microvascular (neuropatia)

Tipo de Variable: Cualitativa.

Escala de Medicion: Michigan neuropathy screening instrument-MNSI
Grado de Medicién: Continua.

Reactivos-Indicador: Estudio de conduccién nerviosa.

Instrumentos: Historia clinica, pruebas bioquimicas (glucosa, colesterol total,
HDL-C, triglicéridos, hemoglobina glucosilada). El examen para diagnéstico
de neuropatia (Michigan neuropathy screening instrument-MNSI).

8.5.2 Variables Dependientes

Variable: Malondialdehido (MDA)

Definicion Conceptual: Es uno de los productos finales de la peroxidacion
lipidica por accion de especies reactivas de oxigeno.

Definicion Operacional: Cuantificacion de malondialdehido (MDA) a traves de
meétodos espectrofotométricos.
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Tipo de Variable: Cuantitativa.

Escala de Medicién: Colorimétrica.
Grado de Medicion: Continua.
Reactivos-Indicador: Malondialdehido.

Instrumentos: Protocolo de laboratorio.

Variable: Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas (PAOP)

Definicion Conceptual: Los productos avanzados de la oxidacion de
proteinas comprenden proteinas oxidadas, principalmente albumina y
fibrin6geno, que son comunmente utilizados como biomarcadores de dafio
por estrés oxidativo.

Definicion Operacional: Cuantificacion de productos avanzados de la
oxidacion de proteinas (PAOP) a través de métodos espectrofotométricos.

Tipo de Variable: Cuantitativa.

Escala de Medicion: Colorimétrica.

Grado de Medicién: Continua.

Reactivos-Indicador: Productos avanzados de la oxidacion de proteinas.

Instrumentos: Protocolo de laboratorio.

Variable: Oxido Nitrico (NO)

Definicibn Conceptual: El éxido nitrico (NO), producido enddégenamente a
partir de la L-Arginina por las Oxido-nitrico-sintasas, juega un papel
importante en varios procesos fisiologicos.

Definicion Operacional: ElI o0xido nitrico se une al oxigeno para dar lugar
principalmente a dos productos, nitritos (NO?) y nitratos (NO%), que son
determinados espectrofotométricamente.

Tipo de Variable: Cuantitativa.
Escala de Medicion: Colorimétrica.

Grado de Medicién: Continua.

55



Reactivos-Indicador: Oxido nitrico.

Instrumentos: Protocolo de laboratorio.

Variable: Capacidad Antioxidante Total (CAT)

Definicibn Conceptual: Capacidad acumulada de los suplementos alimenticio
y sustancias endogenas, tanto micro como macromoleculares, que
contribuyen a contrarrestar el efecto de las especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno.

Definicion Operacional: Determinacion de la capacidad antioxidante total
(CAT) a través de un método espectrofotométrico que involucra la
participacion del radical ABTS™.

Tipo de Variable: Cuantitativa.

Escala de Medicion: Colorimétrica.

Grado de Medicion: Continua.
Reactivos-Indicador: Capacidad antioxidante total.

Instrumentos: Protocolo de laboratorio.

Variable: Capacidad Oxidante Total (COT)

Definicion Conceptual: Capacidad acumulada de las especies reactivas de
oxigeno y nitrdgeno generadas en los procesos fisioldgicos y metabdlicos,
gue contribuyen a generar estrés oxidativo.

Definicion Operacional: Determinacién de la capacidad oxidante total (COT) a
través del método espectrofotométrico de la o-dianisidina.

Tipo de Variable: Cuantitativa.

Escala de Medicion: Colorimétrica.

Grado de Medicion: Continua.
Reactivos-Indicador: Capacidad oxidante total.

Instrumentos: Protocolo de laboratorio.
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Variable: indice de Estrés Oxidativo (IEO)

Definicion Conceptual: Indicador del nivel de estrés oxidativo en una muestra
bioldgica.

Definicion Operacional: El indice de estrés oxidativo se obtiene a través del
cociente COT/CAT multiplicado por 100.

Tipo de Variable: Cuantitativa.

Escala de Medicion: Colorimétrica.

Grado de Medicion: Continua.
Reactivos-Indicador: indice de estrés oxidativo.

Instrumentos: Protocolo de laboratorio.

8.6 ldentificacion de las complicaciones microvasculares

Las complicaciones microvasculares que se tomaron en cuenta para el estudio

fueron: retinopatia, neuropatia y nefropatia.

La retinopatia fue diagnosticada con base en la historia clinica y el examen de
fondo de ojo en busca de micro-aneurismas, puntos o0 manchas hemorragicas, o

cambios en la retina como edema y engrosamiento.

La nefropatia se diagnosticd con base en la historia clinica y la cuantificacién de la
tasa de filtrado glomerular [69].

La neuropatia se diagnostic6 con base en la historia clinica y evaluacién mediante
el uso del cuestionario Michigan Neuropathy Screening Instrument (MNSI), donde
el valor maximo a obtener es de 8 puntos y el criterio para el diagnéstico de

neuropatia es un valor >2 [28].
8.7 Medicion de parametros antropomeétricos

Los datos antropométricos que fueron evaluados son peso, talla e indice de masa
corporal (IMC), el valor del peso fue medido mediante una bascula BAME 140 K,

para una correcta medicion, el sujeto se coloc6 en posicidn erecta y relajada, de
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frente a la bascula, con la vista fija en un plano horizontal. Las palmas de las
manos extendidas y descansando lateralmente en los muslos; con los talones
ligeramente separados, los pies formando una uve (V) ligera y sin hacer
movimiento alguno. La talla se medi®é mediante un estadimetro integrado a la
bascula BAME 140 K, se coloco al sujeto de manera que su cabeza, hombros,
caderas y talones estuvieran juntos bajo la linea de la cinta del estadimétro, los
brazos colgando de manera libre y naturalmente a los costados del cuerpo, se
manteniendo la cabeza de la persona en linea horizontal imaginaria que sale del
orificio del oido a la érbita del ojo [70]. Por ultimo el indice de masa corporal (IMC)
se calculé dividiendo en base a los valores previamente obtenidos los kilogramos
de peso por el cuadrado de la estatura en metros (IMC = peso (kg)/ estatura? (m?))
[71].

8.8 Obtencidén de muestra de suero y plasma sanguineo

Se seleccionaron a aquellos pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusién y exclusion, informandoles del proceso de estudio y obteniendo su
consentimiento informado. La toma de muestra sanguinea para las pruebas
bioquimicas y de estrés oxidativo se realizé en la clinica de Medicina Familiar
ISSSTE Otay, donde se habilité un espacio fisico para realizar la toma de
muestras. Los pacientes que aceptaron ingresar al estudio se les cit6 con ayuno
de 12 horas para la extraccion sanguinea, ésta se realiz6 mediante puncién de la
vena antecubital. La muestra se depositd en un tubo sin anticoagulante (7 mL) y
en un tubo con EDTA como anticoagulante (para la determinacion de hemoglobina
glucosilada y creatinina). Para la obtencion de suero sanguineo se permitio la
coagulacion por 30 minutos, posteriormente se centrifugé a 4,500 rpm durante 10
minutos. El suero se distribuyé en tubos para microcentrifuga. Las pruebas
bioguimicas se realizaron el mismo dia en que fueron colectadas. Las
determinaciones de los marcadores de estrés oxidativo se realizaron en un
maximo de una semana manteniendo las muestras a -70 °C hasta su

procesamiento.
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8.9 Cuantificacion de parametros bioquimicos

Las pruebas bioquimicas que se realizaron tanto a los pacientes del grupo control
como a los de los grupos de estudio fueron las siguientes: glucosa, colesterol total,
HDL-colesterol, triglicéridos, hemoglobina glucosilada (HbAlc), creatinina sérica.
Con estos datos se calcularon LDL-C y VLDL-C.

La cuantificacion de las concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos,
colesterol total, HDL-colesterol y creatinina se realizaron mediante pruebas
comerciales de quimica liquida (SPINREACT, S.A., Espafa) a través de un
analizador de quimica clinica (Erbachem 7, Erba Diagnostics Mannheim GmbH,
Alemania) y de acuerdo con las indicaciones del fabricante. EI VLDL-C se calcul6
con la formula triglicéridos/5, mientras que el LDL-C se estim6 mediante la férmula
de Friedewald (LDL-C = CT - HDL-C - VLDL-C). La hemoglobina glucosilada se
determind mediante un método comercial basado en una resina de intercambio
i6nico (Stanbio Laboratory, TX, USA.)

8.10 Cuantificacion de marcadores de estrés oxidativo

Se realizaron las cuantificaciones séricas de los siguientes marcadores de estrés
oxidativo: MDA, PAOP, CAT, NO, COT e IEO; las cuales se procesaron en el
Laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad de Medicina Mexicali, UABC. La
cuantificacion de estos marcadores se realizO mediante técnicas manuales y

espectrofotométricas de acuerdo con los siguientes métodos:

e Determinacion de malondialdehido (MDA) por el método del N-metil-2-
fenil-indol [43].

e Determinacion de la capacidad oxidante total (COT) mediante el método
de la o-dianisidina (3,3 -dimetoxibenzidina) [55].

e Determinacion de productos avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP)
mediante el método de la cloramina-T [46].

e Determinacién de la capacidad antioxidante total (CAT) por el método del
radical cation ABTS™ [53].
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e Calculo del indice de estrés oxidativo (IEO). Se determinara a través del
cociente COT/CAT [56].

e Determinacion de oxido nitrico (NO) por el método de Greiss [49].
8.11 Andlisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media + la desviacién estandar cuando
presentaron distribucion normal, en caso de una distribucion no normal se utilizé
la mediana y los rangos intercuartilicos. Se aplico la prueba de Shapiro-Wilk para
determinar normalidad. Para la busqueda de diferencias entre grupos se utilizé un
valor de significancia (o) de P<0.05. Se compararon las medias a través de una
ANOVA de un factor y prueba de Tukey para datos con distribuciéon normal; para la
comparacion de datos con distribucién no normal se utilizé la prueba de U de
Mann-Whitney o Kruskal Wallis segun la cantidad de grupos comparados. El
analisis de correlacion se realizd6 mediante el método de Pearson. Se utilizo el
paquete estadistico IMB SPSS Statistics version 22 [67].
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9. ASPECTOS ETICOS, NORMATIVOS Y DE SEGURIDAD

El presente estudio se desarroll6 en apego a las disposiciones legales de la Ley
General de Salud de los Estados Unidos Mexicano, la Norma Oficial Mexicana
NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion de proyectos
de investigacion para la salud en seres humanos; a la legislacion aplicable en
materia de proteccion al ambiente como la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos

bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

Se explic6 a cada participante la naturaleza del estudio, su objetivo,
procedimientos involucrados, duracién esperada, riesgos potenciales y beneficios
derivados, asi como cualquier molestia que se pudiera ocasionar. A cada
participante se le informé que su inclusion en el estudio seria voluntaria, por lo que
no se realizaria pago alguno como compensacion por su participacion en la
investigacion, que podria abandonarlo en cualquier momento y que el retiro del

consentimiento no tendria repercusién alguna.

Con base en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion, se obtuvo el consentimiento bajo informacion por escrito de cada
participante en el estudio. Para tal efecto, el documento mencionado fue firmado

por el participante y por el investigador asociado responsable de la investigacion.
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10. RESULTADOS

Fueron incluidos un total de 40 pacientes diabéticos, de los cuales 20 fueron de
género masculino y 20 de género femenino; la edad promedio de estos pacientes
fue de 58.4 = 7.1 afos, presentaron un peso promedio de 74.6 + 13.1 kg, una talla
promedio de 160.5 + 10.5 cm y un IMC de 28.81+ 3.5 kg/m? (Tabla 4). De los 40
pacientes diabéticos, 16 no presentaron complicaciones microvasculares al
momento de su inclusion en el estudio; el grupo de pacientes que presentaron una
complicacion microvascular tuvieron la siguiente distribucién: 11 con neuropatia y
uno con nefropatia; mientras que el grupo de pacientes con dos complicaciones
microvasculares mostraron la siguiente distribucién: 9 con retinopatia/neuropatia y
3 con nefropatia/neuropatia. Por otro lado, el grupo control fue conformado por 14
sujetos, 7 de género masculino y 7 de género femenino, con una edad promedio
de 54.1+ 6.6 afios, peso promedio de 70.1 = 15.4 kg, talla promedio de 166.6 *
10.1 cm e IMC promedio de 25 + 3.3 kg/m?.

Tabla 4. Datos demograficos y bioquimicos de pacientes y controles.

Parametros

Controles
(N=14)

Pacientes Diabéticos

(N=40)

Valor P

Edad (afios) 54.07 £6.59 58.40 +7.07 0.050**
Género M=7 F=7 M=20 F=20

Peso (Kg) 70.10 £15.43 74.75 (23.13)* .256*
Talla (cm) 166.57 +10.16 160.52 +10.46 .067**
IMC (kg/m?) 24,99 +3.34 28.81 +3.48 .001**
Glucosa (mg/dL) 91.50 +6.86 121.17 +34.93 .000**
Triglicéridos (mg/dL) 68.28 £22.34 132.75 +43.15 .000**
Colesterol total (mg/dL) 176.42 +25.37 152.5 (45.50)* .065*
HDL-Colesterol (mg/dL) 52.42 +10.46 50 (15.75)* A4A71%
LDL-Colesterol (mg/dL) 109.67 +28.00 84.90 +27.73 .006**
VLDL-Colesterol (mg/dL) 13.62 +4.43 26.55 +8.63 .000**
HbA1c (%) 5.73 £0.64 7.41 £1.05 .000**

Nota. M=Masculino F=Femenino. Se presentan los promedios + desviacion estandar, excepto en
los casos indicados con un (*) los cuales corresponden a la mediana y el rango intercuartilico. Para
el célculo del valor de P se utilizé la prueba U de Mann-Whitney (*) y la Prueba t de Student (**), de
acuerdo con el tipo de distribucion que presentaron los resultados de cada paciente (normal o no
normal).
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Los datos antropométricos y los parametros bioquimicos de los pacientes
diabéticos y controles se muestran en la Tabla 4, en la que se puede observar que
no hay diferencia significativa en la edad, peso, talla, colesterol total y HDL-
Colesterol. Por otro lado se puede observar que entre ambos grupos existen
diferencias significativas en las variables IMC (P=0.001), glucosa (P=0.000),
triglicéridos (P=0.000), LDL-Colesterol (P=0.006), VLDL-Colesterol (P=0.000), y
hemoglobina glucosilada (P=0.000).

Los resultados de la cuantificacion sérica de los marcadores de estrés oxidativo se
muestran en la Tabla 5, en la que se aprecia que existe diferencia significativa
entre el grupo control y los pacientes diabéticos en los marcadores de MDA
(P=0.000), PAOP (P=0.002), NO (P=0.000), CAT (P=0.000) e IEO (P=0.004).

Tabla 5. Parametros de estrés oxidativo en pacientes y controles.

MDA (umol/L) 1.35(1.53)* 4.39 +1.41 .000
PAOP (umol/L) 6.9 (1.34)* 9.14 +2.67 .002
NO (pmol/L) 20.36 +11.96 42.9 (14.65)* .000
CAT (mmol Eq Trolox/L) 0.83 (0.32)* 1.62 +0.39 .000
COT (umol Eq H20,/L) 9.34 +3.30 10.55 (9.28)* .465
IEO (Unidad Arbitraria) 1.01 +0.28 0.63 (0.37)* .004

Nota. Se presentan los promedios + desviacion estdndar, excepto en los casos indicados con un (%)
los cuales corresponden a la mediana y el rango intercuartilico. Para el célculo del valor de P se
utilizé la prueba U de Mann-Whitney.

La Tabla 6 muestra los datos demogréaficos y bioquimicos correspondientes a los
pacientes diabéticos tipo 2 agrupados con base en el nUmero de complicaciones

microvasculares que presentaron al momento de su inclusion en el estudio.
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Tabla 6. Datos demograficos y bioquimicos en pacientes diabéticos agrupados por
namero de complicaciones microvasculares.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

Parametros 0 Com 1 Com 2 Com Valor P
(N=16) (N=12) (N=12)

Edad (afos) 55.95 +7.05 59.67 +5.36 60.41 +8.10 0.195%*

Género M=6 F=10 M=5 F=7 M=9 F=3
Peso (kg) 77.28 £12.60 68.98 +13.17 76.62 +13.15 0.212*
Talla (cm) 162.87 +10.32 156.75 +12.35 161.16 +8.15 0.307*
IMC (kg/m?) 29.15 #4.01 27.93 +3.09 29.25 $3.21 0.588*
Glucosa mg/dL 117.5 (30.25)* 98 (65.50)* 120.5 +34.79 0.765**
Triglicéridos mg/dL 110.50 (40.25)* 137.08 £36.09  132.5 (66.50)*  0.723**
Colesterol total mg/dL 155.25+30.82 169.16 +23.68  141.5(66.50)*  0.272**
HDL-Colesterol mg/dL 54.93 £12.78 50.16 £11.66 42 (12.0)* 0.147**
LDL-Colesterol mg/dL 79.38 £26.51 91.58 +18.64 85.58 +36.43 0.525*
VLDL-Colesterol mg/dL 22.10 (8.05)* 22.41+7.21 26.5 (13.30)*  0.723**
HbA1lc (%) 7.06 £1.22 7.9 £1.04 7.36 +0.61 0.103*

Nota. M=Masculino, F=Femenino, Com=Complicaciones microvasculares. Se presentan los
promedios + desviacion estandar, excepto en los casos indicados con un (*) los cuales
corresponden a la mediana y el rango intercuartilico. Para el calculo del valor de P se utilizé la
prueba ANOVA de un factor (*) y la prueba de Kruskal Wallis (**), de acuerdo con el tipo de
distribucion que presentaron los resultados de cada paciente (normal o no normal).

La Figura 6 muestra los resultados del perfil lipidico practicado a los sujetos
aparentemente sanos y a los diabéticos agrupados segun su numero de
complicaciones microvasculares. Se observa que practicamente todos los valores

caen dentro de los rangos de referencia respectivos.
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Figura 6. Perfil lipidico en pacientes diabéticos y grupo control. Se presentan los
pacientes con DMT2 agrupados por el numero de complicaciones
microvasculares y contrastado con el grupo control. Los datos corresponden a
las medianas.

En la Figura 7 se presentan los resultados de las cuantificaciones sanguineas de
glucosa y hemoglobina glucosilada. Ambas mediciones estan expresadas en

términos de la mediana.

me/dL Glucosa y HbAlc "
140 10
120 g
100
-6
80  Glucosa
60 - 4
e HbA1C
40
20 2
0 )
1 2 3 4

Figura 7. Concentracion de glucosa y hemoglobina glucosilada en pacientes diabéticos y
grupo control. 1. Grupo control, 2. Pacientes con DMT2 sin complicaciones
microvasculares, 3. Pacientes con DMT2 y una complicacién 4. Pacientes con DMT2 y
dos complicaciones.

65



En la Tabla 7 se muestran los niveles séricos de los marcadores de estrés
oxidativo en los pacientes diabéticos agrupados de acuerdo con la cantidad de
complicaciones microvasculares que presentaron. La comparacion de los valores
entre los pacientes diabéticos sin complicaciones contra los grupos de pacientes
gue presentan una o dos complicaciones microvasculares muestra una diferencia
significativa en la variable CAT (P=0.002).

Tabla 7. Parametros de estrés oxidativo en pacientes diabéticos agrupados por
namero de complicaciones microvasculares.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

Parametros 0 Com 1 Com 2 Com

(N=16) (N=12) (N=12)
MDA (umol/L) 4.48 +1.15 4.75 +1.55 3.91+1.57 0.341*
PAOP (umol/L) 9.08 +2.29 9.25 +3.02 9.13 +3.00 0.986*
NO (umol/L) 40.3 +8.71 47.35 (13.84)* 43.03 (20.40)* 0.235**
CAT (mmol Eq Trolox/L) 1.37 +1.91 1.81+0.38 1.77 +0.43 0.002*
COT (umol Eq H20,/L) 7.97 (8.68)* 15.49 +8.31 10.55 +5.48 0.167**
IEO (Unidad Arbitraria) 0.66 (.43)* 0.85 +0.44 0.59 +0.23 0.341%*

Nota. Com=Complicaciones microvasculares. Se presentan los promedios + desviacion estandar,
excepto en los casos indicados con un (*) los cuales corresponden a la mediana y el rango
intercuartilico. Para el calculo del valor de P se utilizo la prueba ANOVA de un factor (*) y la prueba
de Kruskal Wallis (**), de acuerdo con el tipo de distribucién que presentaron los resultados de
cada paciente (normal o no normal).

En relacién con la cuantificacion de los marcadores de estrés oxidativo, la Tabla 8
presenta el valor de P para cada una de las comparaciones que se indican en la
misma tabla. Se indica en color rojo los valores de P<0.05 y que por lo tanto
indican una diferencia significativa. Al comparar el grupo control con los pacientes
diabéticos con 0, 1 y 2 complicaciones microvasculares, se observa el mayor
namero de valores de P<0.05. Sin embargo, la comparacion entre grupos de
diabéticos con 0, 1 y 2 complicaciones solo mostré diferencia significativa en la

capacidad antioxidante total (CAT).
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Tabla 8. Comparacion de los datos de estrés oxidativo entre pacientes diabéticos
agrupados por numero de complicaciones microvasculares.

Grupos de comparacion MDA PAOP NO CAT coT IEO

Controles vs 0 Comp 0.000* 0.004*  0.175** 0.000* 0.934* 0.034*

Controles vs 1 Comp 0.000* 0.021* 0.000*  0.000* 0.004** 0.220%*

Controles vs 2 Comp 0.000* 0.045* 0.000*  0.000* 0.086** 0.465%*

0 Comp vs 1 Comp 0.171**  0.364**  0.086* 0.020** 0.104* 0.430*

0 Comp vs 2 Comp 0.451**  0.581**  0.353* 0.000** 0.853* 0.486*

1 Comp vs 2 Comp 0.712**  0.811**  0.564* 0.259** 0.145** 0.093**

Nota. Comp=Complicaciones microvasculares. *Prueba U de Mann-Whitney, **Prueba t de
Student.

Se realizaron pruebas de correlacidbn entre los parametros bioquimicos y
marcadores de estrés oxidativo. Se utilizo la prueba de correlacién de Pearson. En
la Tabla 9 se muestran Unicamente los coeficientes de correlacion que
presentaron una P<0.05. Como se puede observar, se obtuvieron valores de
correlacion positivas en las variables de MDA con PAOP con un r=0.357
(P=0.024), por otro lado también se encontré correlacion del NO con las variables
de glucosa, triglicéridos, VLDL-C y CAT, mostrando los siguientes valores
respectivamente r=0.484 (P=0.002), r=0.571 (P=0.000), r=0.571 (P=0.000),
r=0.382 (P=0.015); asi mismo, CAT mostré una correlacion negativa con respecto
a la variable HDL-C con una r=-0.330 (P=0.037).
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Tabla 9. Prueba de correlaciéon de Pearson en pacientes diabéticos agrupados por
namero de complicaciones microvasculares. Se presentan Unicamente los
resultados con p<0.05 al correlacionar los marcadores de estrés oxidativo y
parametros bioquimicos en pacientes con DMT2 (n=40).

Parametros correlacionados r Valor de P
PAOP — Malondialdehido | 0.357 | 0.024
NO - Glucosa 0.484 0.002
NO - Triglicéridos 0.571 0.000
NO - CAT 0.382 0.015
NO - VLDL-C 0.571 0.000
CAT - HDL-C -0.330 0.037

Nota. r=coeficiente de correlacion, NO=6xido nitrico, PAOP=productos
avanzados de oxidacion de proteinas, CAT=capacidad antioxidante total.

La Tabla 10 muestra la distribucion de tratamientos farmacoldgicos a los que
estaban sometidos los pacientes con DMT2 al momento de su inclusion en el
estudio. Se puede apreciar que los pacientes del grupo con 0 complicaciones
microvasculares son los que estaban sometidos a un mayor numero de
combinaciones de farmacos hipoglucemientes y antihipertensivos. De manera
general encontramos que la metformina fue el farmaco mas utilizado, encontrando
que 35 pacientes (88%) estaban siendo tratados con este farmaco, seguido por
linagliptina en 19 pacientes (48%) y sitagliptina en 10 pacientes (25%).
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Tabla 10. Distribucion de los pacientes diabéticos con base en el tratamiento
farmacolégico y nimero de complicaciones microvasculares.

Grupo 0
Complicaciones 15 9 4 12 9
N=16

Grupo 1
Complicacion 9 8 1 6 4
N=12
Grupo 2
Complicaciones 11 2 5 6 2
N=12
Nota. M= Metformina, L= Linagliptina, S= Sitagliptina, IECA= Inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina, ARA lI= Antagonista de los receptores de angiotensina Il
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11. DISCUSION

En patologias como la diabetes mellitus, se ha encontrado incremento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno que se relacionan con el
desbalance del sistema oxidante-antioxidante lo cual se ha identificado como un
punto de partida para el desarrollo de complicaciones micro y macrovasculares en
pacientes diabéticos [57].

En relacion con la concentracion sérica de productos avanzados de la oxidacion
de proteinas (PAOP), en el presente estudio se encontr6 una diferencia
significativa al comparar dichas concentraciones entre diabéticos y sujetos
apartemente sanos (Tabla 5 y Tabla 8). Este hallazgo concuerda con lo reportado
por Tabak et al. y Bansal et al. quienes demostraron una diferencia significativa en
los valores de PAOP en un grupo de diabéticos con y sin complicaciones en
comparacién con un grupo control [59, 60]. Por su parte, Pan et al. también
encontraron diferencia significativa tanto en los niveles de PAOP como de

proteinas carboniladas entre pacientes diabéticos y sujetos sanos [72].

En nuestro estudio, los niveles séricos de PAOP también fueron comparados entre
diabéticos con cero, una y dos complicaciones microvasculares sin evidenciar
alguna diferencia significativa (Tabla 7, P=0.986). Esto concuerda con lo reportado
por Kalousava et al. quienes tampoco encontraron diferencia significativa en las
concentraciones de PAOPs entre grupos de pacientes diabéticos con diferentes
complicaciones [73]. Cabe destacar que Gradinaru et al. propusieron que los
PAOP podria ser un marcador que vincula a la diabetes mellitus tipo 2 con el
desarrollo de aterosclerosis, una complicacion frecuente en los pacientes
diabéticos [74].

Por otro lado y con respecto a la lipoperoxidacion, nuestros resultados muestran
una diferencia significativa en los valores de MDA entre controles y pacientes
diabéticos, lo cual coincide con el estudio realizado por Bansal et al. quienes
encontraron diferencia en las concentracion sérica de este marcador de

peroxidacion lipidica en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 frente a un grupo
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control [60]. EI malondialdehido y otras moléculas producto de la oxidacién de
lipidos, se han implicado como agentes causales en procesos citotoxicos iniciados
por la exposicion de los sistemas biolégicos a agentes oxidantes. Es importante
mencionar que estas sustancias son relativamente estables y se pueden difundir a
sitios distantes de la célula lo que implica atacar diferentes objetivos, exhibiendo
una alta reactividad con biomoléculas tales como proteinas y fosfolipidos.
Ademas, también se ha reportado que el MDA a altas concentraciones es
considerado mutagénico y carcinogénico debido a su capacidad para generar
aductos en el ADN [75].

Existen estudios como el realizado por Cakatay et al. donde reportan que la
proteinas carboniladas (PCO), MDA y PAOP en pacientes diabéticos con un mal
control metabdlico podria ser un condicionante para desarrollar complicaciones

microvasculares [76].

Savu et al. encontraron que pacientes con DMT2 mostraron un incremento en los
marcadores de dafio por estrés oxidativo, entre ellos el MDA, asi como un
incremento significativo en la capacidad antioxidante total en relacion con el grupo
control. Este resultado aparentemente contradictorio es concordante con los
resultados del presente trabajo (Tablas 5 y 8). Savu et al sefialan que este
hallazgo pudiera estar relacionado con el metabolismo del cobre ya que
encontraron niveles séricos elevados de este elemento asi como de
ceruloplasmina en los pacientes diabéticos, aunque se desonce el mecanismo
mediante el cual pudieran estar influyendo en la capacidad antioxidante total [77].
Por otro lado, es bien sabido que el acido Urico es una molécula antioxidante y
muy probablemente también contribuye a la capacidad antioxidante total en el

organismo.

Como dato de importancia tenemos que en la Tabla 4 los pacientes diabéticos
muestran valores menores en LDL-Colesterol (84.90 +27.73), con respecto a los
pacientes del grupo control (109.67 £28.00), esto puede deberse al hecho de que
en su mayoria los pacientes diabéticos tomaban medicamentos para controlar su

metabolismo lipidico, siendo las estatinas el farmaco mas frecuentemente
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utilizado, reconocido por su capacidad para disminuir los niveles de LDL-

Colesterol de manera significativa.

En un trabajo publicado por Kharroubi et al. reportan que un grupo de pacientes
diabéticos presentan un incremento de hasta un 18.5% en su CAT respecto a los
controles [78], lo cual fue confirmado Srivatsan et al. quienes también demostraron
un incremento en la CAT en pacientes con DMT2. En este ultimo estudio, ademas
del incremento en la CAT, los pacientes también mostraron un aumento en el MDA
y NO [79]. Estos datos concuerdan con lo encontrado en el presente trabajo,
donde se demuestra que existe diferencia significativa en la CAT entre los
pacientes diabéticos y el grupo control (Tabla 5, P=0.000), asi como entre
pacientes diabéticos sin complicaciones microvasculares comparados con
pacientes con una complicacién (Tabla 8, P=0.02) y dos complicaciones (Tabla 8,
P=0.000). Estos hallazgos pudieran explicarse en funcion de las enzimas
antioxidantes (superdxido dismutasa, glutatibon peroxidasa, catalasa), cuya
actividad se incrementa en respuesta a un aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno y nitrdgeno, como un mecanismo de defensa o0 una

respuesta adaptativa al estrés oxidativo [57,80,81,82].

Por otro lado, este incremento en la CAT con aumento de marcadores de estrés
oxidativo como el MDA y PAOP en pacientes diabéticos, también pudiera
explicarse con base en lo reportado por Gomez et al. quienes demuestran que
metformina y rosuvastatina reducen la inflamacion y el estrés oxidativo, en este
altimo caso, a través de un incremento en los niveles de la SOD, lo que sin duda
contribuye a incrementar la CAT, la cual no fue determinada en el trabajo realizado
por Gomez et al. [83]. Asimismo, y con respecto a otros tipos de farmacos
hipoglucemiantes y antihipertensivos, se ha reportado que los inhibidores de la
dipeptidilpeptidas tipo 4 (DPP-4) como la linagliptina y sitaglipina; y algunos
antihipertensivos como losartan y enalapril, provocan una reduccion significativa
en el estrés oxidativo, y en el caso de los antihipertensivos mencionados, se
reporta una disminucion en los niveles de MDA [84,85]. En nuestro estudio y de

acuerdo con los datos de la Tabla 10, el 88% de los pacientes diabéticos estaban
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siendo tratados con metformina; el 60% recibian una terapia combinada de
metformina con linagliptina o sitaglipina, mientras que casi un 50% se encontraba

tratado con inhibidores de la ECA y metformina con linagliptina o sitaglipina.

Otro de los marcadores de estrés oxidativo que resultd incrementado en los
pacientes diabéticos fue el oxido nitrico (NO). La diferencia significativa la
encontramos al comparar el grupo control con los diabéticos que presentaron una
y dos complicaciones microvasculares (P=0.000 en ambos casos), no asi al
comparar el grupo control con diabéticos sin complicaciones (P=0.175), lo cual

concuerda con lo reportado por Carrizales et al. y Nufiez et al. [86,87].

Por otro lado, Aydin et al. demostraron un incremento de NO en pacientes
diabéticos tipo 2 con respecto a sus controles [88]. Esto se puede explicar debido
a que el anion superoxido (O27) se encuentra en mayores cantidades de manera
circulante debido al estado hiperglicémico de estos pacientes. EI NO tiene una
elevada interaccion con el Oz7, ya que la cinética y termodindmica de la reaccién
favorece la formacion de peroxinitrito, lo cual ocurre a una velocidad similar a la de
la reaccion entre la SOD y el O27, afectando asi la proteccién que confiere la SOD
al dismutar el Oz~ en oxigeno y H202. Este consumo de NO como consecuencia
de su transformacién en peroxinitrito provoca una disminucién en la interaccion del
NO con su receptor de membrana en el musculo liso, el cual se caracteriza por ser
un receptor de tipo guanilil-ciclasa, generando una disminucion en la produccién
de GMPc y alterando con esto la capacidad de vasodilatacion y contraccion de
dicho tejido muscular. Como consecuencia de lo anterior, el organismo se ve

forzando a entrar en un estado de sobreproduccion de NO [75, 89].

Se realizaron pruebas de correlacién entre los parametros bioquimicos y los
marcadores de estrés oxidativo. La Tabla 9 muestra los resultados de aquellas
correlaciones que presentaron una P<0.05, sin embargo en ningun caso el
coeficiente de correlacion alcanzo un valor 0.7, que nos indica una muy buena

correlacion. A pesar de esto, es conveniente resaltar que MDA y PAOP
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correlacionan positivamente, y que ambos marcadores presentaron diferencias
significativas entre el grupo control y los pacientes diabéticos independientemente
del numero de complicaciones micorvasculares que presenten, por lo que
pudieran ser muy utiles en el seguimiento del estado oxidantes de los pacientes

diabéticos; asi como en el seguimiento de intervenciones con antioxidantes.

Finalmente y con base en los datos que se muestran en la Tabla 8, donde
podemos observar que al comparar las concentraciones de los marcadores de
estrés oxidativo entre pacientes con cero, una y dos complicaciones, no
encontramos diferencias significativas en la gran mayoria de los marcadores
(excepto para CAT), por lo que podemos establecer que ninguno de los
marcadores incluidos en el estudio resulta util para monitorear la progresiéon en el

namero de las complicaciones microvasculares en pacientes diabéticos.
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12. CONCLUSIONES

Las concentraciones séricas de MDA y PAOP mostraron diferencias significativas
al comparar el grupo control con los pacientes diabéticos con y sin complicaciones
microvasculares, por lo que se proponen como marcadores para el seguimiento

del estado oxidante de pacientes diabéticos.

No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de los
marcadores de estrés oxidativo al comparar pacientes diabéticos sin
complicaciones con pacientes diabéticos con una y dos complicaciones
microvasculares, por lo que ninguno de los marcadores incluidos en el estudio
resulta Gtil para monitorear la progresion en el numero de complicaciones en estos

pacientes.

El 6xido nitrico mostré6 una diferencia significativa entre el grupo control y los
pacientes diabéticos con al menos una complicacion, sin embargo, este pardmetro

no esta relacionado con el nimero de complicaciones microvasculares.
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ANEXO 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA MEXICALI
Declaracion de Consentimiento del Paciente para Participar en el Estudio

Titulo del Estudio: Marcadores de estrés oxidativo y su relacion con las
complicaciones microvasculares en pacientes con diabetes mellitus tipo 2

Médico del estudio: Julio Alberto Robledo Vazquez

Nombre de la Institucion: Universidad Auténoma de Baja California,
Facultad de Medicina Mexicali

Direccion: Calle Dr. Humberto Torres S/N, Centro Civico,
Mexicali, B.C., C.P. 21000

Lea este documento detenidamente

Lo estamos invitando a participar en un estudio de investigacion. Antes de decidir
participar, necesita entender por qué se lleva a cabo la investigacion y qué
implicard. Preguntenos si hay algun aspecto que no esté claro o si desea mas
informacion. Estamos a su disposicion para responder cualquier pregunta que
tenga ahora o en cualquier momento durante el estudio.

¢, Cudl es el propoésito del Estudio?

El estudio tiene la finalidad de esclarecer la relacion de la enfermedad diabetes
mellitus tipo 2 con el estrés oxidativo, siendo este denominado como el
desbalance asociado a un gran cantidad de enfermedades debido a los dafios que
ocasiona a ciertas biomoléculas de interés, por ello los valores obtenidos por los
marcadores evaluados nos permitan inferir el dafio molecular que ocurre en los
pacientes a partir del estado del paciente diabético y sus respectivas
complicaciones microvasculares.

Se ha de tomar en cuenta que el estudio cobra relevancia tras ser generado en
una poblacion que actualmente no ha sido estudiada con estas variables, ademas
de que la poblacion en cuestion evaluada se ve altamente afectada por la
enfermedad debido a una serie de factores, los cuales involucran el estilo de vida
de los pacientes asi como su predisposicion poblacional.
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El objetivo de este estudio es obtener valores que permitan interpretar como
las diversas complicaciones microvasculares de los pacientes con DMT2
generan cambios en los marcadores de estrés oxidativo.

Se le invita a que participe en este estudio porque usted tiene DMT2. Participaran
en este estudio aproximadamente 50 pacientes de la localidad. Mientras participe
en este estudio, no podrd participar en ningun otro estudio de investigacion
médica.

Introduccién

Se define como diabetes a la enfermedad cronica que no permite al paciente
generar insulina o en su defecto no usarla de manera adecuada en su organismo.
La diabetes mellitus tipo 2 esta asociada al estado crénico de hiperglicemia, asi
mismo guarda relacion con la resistencia a la insulina en los tejidos, esto a su vez
condiciona a generar desordenes en el metabolismo de la glucosa, algunos
ejemplos serian la activacion de la via del poliol, la generaciéon de productos de
glicosilacién avanzados (PGA), la activacion de diversas proteinas quinasa C e
incremento en la via de las hexosaminas.

Estos procesos en el metabolismo tienden a generar un incremento en las
especies reactivas de oxigeno (EROs) que se encuentran en el organismo, se
menciona que la hiperglucemia es un factor de desarrollo de moléculas como el
anién superoxido (O2) y el perdxido de hidrogeno (H202) algunos ejemplos de
EROs, por lo cual predisponen a ser puntos de relevancia en la formacion del
desbalance oxidativo, permitiendo inferir que la generacion de estrés oxidativo
esta en funcion del estado de hiperglucemia y de resistencia a la insulina.

Cdémo se Realizaréd esta Investigacion

Se conformaran de acuerdo al cumplimiento de los criterios de inclusion 4 grupos,
de los cuales estaran considerados el grupo de pacientes aparentemente sanos, el
grupo de pacientes con diabetes mellitus sin complicaciones microvasculares, asi
también existird otros 2 grupos acorde a la cantidad de complicaciones
microvasculares que presenten 1y 2 complicaciones.

Usted serd incluido en el grupo acorde a la seleccion y cumplimiento de los
criterios de inclusion del estudio. Se le tomara dos muestras sanguineas para la
cuantificacion sérica de los parametros bioquimicos y estrés oxidativo.

Beneficios
Usted puede obtener el beneficio de conocer sus niveles de glucosa, triglicéridos,
colesterol total, HDL-Colesterol, LDL-Colesterol, creatinina y hemoglobina

glucosilada , ademas de sus niveles de malondialdehido (MDA), productos
avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP), 6xido nitrico (NO), capacidad
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antioxidante total (CAT) y capacidad oxidante total (COT) y con ello obtener un
indice de estrés oxidativo (IEO).

El proposito de este estudio es determinar si existen diferencias significativas en
los marcadores de estrés oxidativo en relacion a la cantidad de complicaciones
microvasculares que presentan los pacientes con DMT?2.

Riesgos del Estudio

Sobre la toma de muestra hay un riesgo de sangrado minimo y de dolor al
puncionar la vena.

Derechos del Sujeto de Investigacion

En cualquier momento, usted tiene derecho a retirarse del estudio si asi lo decide,
lo que podra hacer sin que represente alguna alteracion en su atencion meédica. Es
totalmente voluntaria su participacibn y se le dara tiempo para leer esta
informacion, pensar en ello, meditarla y decidir al momento de la entrevista o en
una proxima consulta, si desea participar en el estudio. Usted esté en libertad de
hacer todas las preguntas que desee y a que se le aclaren todas las dudas que
pudiera tener sobre su participacion en esta investigacion. También tiene derecho
a dirigirse a otras personas del equipo de investigadores.

Compensacion

En el presente estudio su participacion es voluntaria, por lo que no existe una
compensacion econdémica 0 en especie por su colaboracién. Por otro lado, su
contribucion en el estudio, sera compensada por los beneficios que se derivan del
mismo como se comentd previamente.

Confidencialidad

Los datos obtenidos en el presente estudio seran confidenciales, no se le
identificard su persona en los reportes o publicaciones que se deriven del mismo.
Puede solicitar informacion de los datos que se obtenga con su participacion en
cualguier momento durante el estudio o al finalizar el mismo.

Bajo las condiciones arriba mencionadas accedo a participar voluntariamente.
Nombre y firma del Paciente:

Direccion:
Fecha: Teléfono:

Nombre y firma del Testigo 1:
Direccion:
Fecha: Teléfono:
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Nombre y firma del Testigo 2:

Direccion:

Fecha:

Teléfono:

Nombre y firma del Investigador:
Direccion:

Fecha:

Teléfono:
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
Facultad de Medicina Mexicali

Formato para recoleccion de datos clinicos, antropométricos y de laboratorio

Fecha:

“Marcadores de estrés oxidativo y su relacidon con las complicaciones
microvasculares en pacientes con diabetes mellitus tipo 2”

Nombre completo del paciente:

Edad: Género: Peso:

Talla: IMC:

Tiempo de Dx de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2):

Antecedentes de importancia:

Antecedentes patologicos:

Hipertensién: Sl NO

Uso de antihipertensivos: Cuéles:

Desde cuando:

Dislipidemia: Sl NO

Uso de hipolipemiantes: Cudles:

Desde cuando:

Uso de suplementos/antioxidantes:

Cuales:

Desde cuando:

Uso de otros farmacos: Cudles:

Desde cuando:
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

Facultad de Medicina Mexicali Fecha:

Formato pararecoleccion de datos clinicos, antropométricos y de laboratorio

“Marcadores de estrés oxidativo y su relacidon con las complicaciones
microvasculares en pacientes con diabetes mellitus tipo 2”

Presencia de complicaciones microvasculares propias de la DMT2

Nefropatia: Fecha de diagnéstico:

Prueba realizada: Resultado:
Retinopatia: Fecha diagnéstico:

Prueba realizada: Resultado:
Neuropatia: Fecha diagndstico:

Prueba realizada: Resultado:

Observaciones:
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