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RESUMEN

Se estudi6 el estrés oxidativo en los pacientes diabéticos insulinodependientes
con retinopatia diabética (RD) y sin ella, se evaluaron las especies reactivas de
oxigeno, mediante la determinacion de los niveles de malonildialdehido (MDA)
y la actividad de las enzimas superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). Se
obtuvo una muestra poblacional integrada por 84 pacientes diabéticos
insulinodependientes, divididos en 38 pacientes sin RD y 46 con RD, este
Ultimo grupo se subdividié en 21 pacientes con RD no proliferativa y 25 con
RD proliferativa (RDP). A todos los pacientes se les determiné en plasma:
glucosa, hemoglobina glucosilada, fructosamina, SOD, CAT y MDA. Se observo
que la caracteristica clinica mas sobresaliente fue el tiempo de evolucion de la
diabetes donde aguellos que presentaban RD tenian més de 15 afios de evolucion.
Los pacientes diabéticos presentaron elevados niveles de peroxidacion lipidica,
que se increment6 con el grado de severidad de la RD y con el mal control
metabdlico a corto plazo. En conclusion, se comprobé que la DM se asocia a un
estrés oxidativo, incrementado en los pacientes con RDP y en aquellos con mal
control metabdlico.
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La diabetes mellitus (DM) constituye
un problema importante de salud en el
mundo actual, se encuentra entre una de
las 10 primeras causas de morbilidad y
mortalidad. Es un sindrome crénico no
curable con los medios disponibles en la
actualidad, causa limitaciones en el modo
de vida de los pacientes y en muchos de
ellos, el desarrollo de complicaciones
microangiopéticas que pueden llevarlos a
la invalidez,“? como lo es la retinopatia
diabética(RD). Dichacomplicacién esuna
afectacion de los capilares de laretina de
carécter noinflamatorio y estaconsiderada
como la primera causa de ceguera en los
pacientes diabéticos antes de los 65 afios
de edad.?

Entre los factores patogenéticos del
desarrollo de las complicaciones cronicas
en el paciente diabético se considera el
estrés oxidativo, que es el resultado de la
ruptura del equilibrio entre la rapida
formacion delosradicaleslibres (RL) y la
eficacia de los mecanismos antioxidantes
enddgnenos. Las investigaciones clinicas
encaminadas hacia este campo han ido en
aumento, yaque es Util conocer larelacién
entre el estado oxidativo y las afectaciones
cronicasasociadasalaDM, paradesarrollar
investigaciones con intervenciones
terapéuti cas antioxidantes, con el proposito
de evitar o postergar su aparicion y/o
progresién.*s

El objetivo genera de este trabgjo es
estudiar el estrés oxidativo en pacientes
diabéticos dependientes de insulina
(DMID) o tipo 1 con RD. Evaluando las
especiesreactivasderivadasdelareduccion
parcial del oxigeno molecular (ERO)
medianteladeterminacion delosnivelesde
malonildialdehido (MDA) y laactividad de
las enzimas superdxido dismutasa(SOD) y
catalasa (CAT).
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METODOS
SUJETOS

La muestra poblacional estuvo
integrada por 84 pacientes con DMID,
pertenecientes a la Clinica de Atencion al
Diabético del Instituto Nacional de
Endocrinologia, lacual fuedivididaen2 gru-
pos: 1) 38 pacientes con DMID no
complicadoscon RD y 1) 46 pacientescon
DMID complicados con RD. Este Ultimo
grupo se subdividié atendiendo al grado
de severidad de la RD en: a) 21 pacientes
con retinopatia diabética no proliferativa
(RDNP) y b) 25 pacientes con retinopatia
diabéticaproliferativa(RDP).

El grupo control estuvo formado por
44 individuosvoluntarios sanos, en un ran-
go de edad comprendido entre 15y 40 afios.

PROCEDIMIENTO

Llevamos a cabo un estudio analitico
transversal, donde reclutamos solos los
pacientes que cumplian con los siguientes
criteriosdeinclusién: sujetosclinicamente
diagnosticados de DMID, segun los
criterios de la Organizacion Mundia dela
Salud,® complicados o no con RD,’mayores
de 15 afios de edad, normotensosy los que
solo recibian tratamiento con insulina y
otros medicamentos que no modificaran la
respuesta oxidativa.

Paralatomadelatension arterial (TA)
empleamos un esfigmomandémetro deHg y
el método auscultatorio de Korotkow.
Obtuvimoséd indicedemasacorpora (IMC)
por lasiguienteférmula: peso (kg)/talla(my).
Calculamosladosistota deinsulinadiaria
enunidades por kilogramos por dia(U/kg/d).
Clasificamos como fumador a que fumaba
1 6 més cigarrillos a dia o que referia
abandono del hébito en los 6 meses



anteriores a su inclusion en el estudio.
Aceptamos como sedentarias agquellas per-
sonas que se trasladaban a la escuela o
trabajo en vehicul o automotor y trabajaban
sentados o de pie, sin caminar o realizar
movimientos que impliquen un esfuerzo
fisico.

Tomamos una muestra de sangre
venosa después de 12 h de ayuno y antes
de administrar insulina. Utilizamos como
anticoagulante €l citrato de sodio 3,8 %. El
plasma obtenido lo conservamosa-20 ° C
hasta el momento de su andlisis. Lasdeter-
minacionesrealizadasfueron lassiguientes:
glucosa sanguinea, por el método de la
glucosaoxidasa;® hemoglobinaglucosilada
(HbA.), por el método basado en la
reaccion de color que se produce entre €l
acido tiobarbitdrico y € hidroximetilfur-
fural,® la fructosamina se determiné por la
reduccion del indicador redox azul de
nitrotetrazolio;** |aSOD, por el método de
laautoxidacion del pirogallo;* la CAT, por
el méodo de variacion deladensidad opti-
ca, empleamos como sustrato el perdxido
de hidrégeno,*? y el MDA, por e método
del &cido tiobarbiturico.*?

Laescaladevaloresparael andisisde
la glucosa sanguinea en ayunas fue la
siguiente: normal <7,8 mmol/L, regular
7,8 - 10 mmol/L y malo > 10 mmol/L. El
control metabdlico acorto plazo sebaso en
la determinacién de fructosamina, lo
consideramos bueno cuando €l nivel de
éstafue< 3,2mmol/L y malo, cuando fue
> 3,2mmol/L. Tomamos como buen control
metabdlico a mediano plazo si 1os valores
deHbA1erande6-8%;regular, S losvaores
eran>8- 10y malo, s estos eran > 10 %.

ANALISIS ESTADISTICO

En el andlisis estadistico utilizamosla
pruebade K olmogorov-Smirnov de bondad
de gjuste para probar si la distribucion de
cada una de las variables era normal. La
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prueba de t-test para variables indepen-
dientes, conlacual, de cumplir las pruebas
denormaidad delasvariablesdelosgrupos
a comparar, se obtiene € valor de signi-
ficacion delasdiferenciaspara2 gruposde
pacientes. La prueba de Levene's para
homogeneidad de varianzas, que permite
conocer cual de los resultados dados por
lapruebaanterior esel masconfiable. U de
Mann-Whitney es la prueba mas potente
cuando no se cumplen los supuestos de
normalidad y se usaparadetectar diferencia
entre 2 grupos de pacientes en cada una de
las variables. En los casos en que no se
cumplierontodoslosrequisitos paraaplicar
las pruebas de comparacion entre varios
grupos de pacientes, masde 2, utilizamosel
andlisis de varianza de Kruskal-Wallis.
Definimos a < 0,05 como nivel minimo de
significacion para las pruebas estadisticas
empleadas.

RESULTADOS

Enlatablal presentamoslascaracteris-
ticasclinicas generalesdelos pacientes con
DMID conRD y sinella. Comprobamosque
los diabéticos con RD tenian una edad, a
inicio deladiabetes, menor (p=0,005) y un
tiempo de evolucién de la diabetes mayor
(p=0,001), quelos pacientes diabéticossin
RD. Todos los pacientes presentaron un
IMC menor de24,9 parael sexomasculinoy
de 23,7 para el femenino, todos resultaron
normopesos. Las dosis diarias de insulina
utilizadasfueron menoresde 1 U/kg/d para
todos los pacientes diabéticos indepen-
dientesquetuvieranono RD. Laincidencia
de la diabetes fue similar en ambos sexos.
Observamos un mayor porcentaje de
sedentarismo en los diabéticos con RD a
compararloscon el grupo control y e grupo
de diabéticos sin RD, con una diferencia
estadisticamente significativade p = 0,002
y p = 0,02, respectivamente.



En los pacientescon DMID conRD y
sin ella, la actividad de la enzima SOD no
mostré diferenciassignificativasentreellos.
La actividad de la enzima CAT estuvo
disminuidaen los diabéticoscon RD y sin
ellacon respecto a grupo control (p=0,02
y 0,002, respectivamente). Los niveles de

MDA fueron significativamente elevados
tanto en los pacientes diabéticossin RD y
con RD a compararloscon el grupo control
(p = 0,0001). Los diabéticos complicados
con RD exhibieron valores de MDA
significativamente mayores que los no
complicados (p = 0,03) (tabla?2).

TABLA 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes diabéticos insulinodependientes con retinopatia diabética y sin ella

Caracteristicas Control DMID sin RD DMID con RD
clinicas (n=44) (n=38) (n=46)
Edad (anos) (X + DE) 29,0+ 5,1 28,2+ 6,82 33,4+ 10,0°
IMC (kg/m?): Masculino 229+25 21,119 21,725
(X =DE) Femenino 22,7+ 3,6 21,5+33 226+1,2
Edad de presentacién diabética - 21,5+8,0¢ 15,8 +9,0¢
(anos) (X = DE)

Tiempo de evolucion - 6,7 +£6,2° 17,6 =76
de ladiabetes

(afos) (X = DE)

Dosis de insulina - 0,7+03 0,7+03
(U/kg/d) (X = DE)

Tension arterial sistélica 1182+ 229 1145+ 11,8" 122,4 + 17,2
(mmHg) (X + DE)

Tension arterial diastélica 78,0+ 0,8 76,0 + 8,4¢ 77,4+10,2
(mmHg) (X =+ DE)

(avs.bp=0,05; cvs. d p=0,005; evs. f p=0,001; gvs. h p=0,004; hvs. i p=0,011; jvs. k p=0,002).

Sexo (M/F) (n) 24/20 17/21 22/24
Fumadores [n (%)] 16 (36,3) 14 (36,8) 14 (30,4)
Sedentarios [n (%)] 24 (54,5) 25 (65,8)" 40 (86,9)"
(1vs.np=0,002; mvs. np=0,02).

TABLA 2. Valores de los indicadores bioquimicos en los diferentes grupos de tratamiento

Indicadores Control DMID sin RD DMID con RD
bioguimicos (n=44) (n=38) (n=46)
Superdxido dismutasa 20,4+ 24,0 18,4+ 137 18,5+13,3
(U/L/min) x 1 000

(X = DE)

Catalasa (U/L/min) 4378,5 + 709,72 2085,9 + 600,3° 3524,6+ 1172,4°
(X +=DE)

Malonildialdehido 77,3+ 28, 867,7 = 78,1° 1124,3 £65,9
(mmol/L) (X =+ DE)

avs.bp=0,002; avs.cp=0,02; dvs e, fp=0,0001; evs fp=

Al evaluar laperoxidacion lipidica,
a través de los valores de MDA, de
acuerdo con la severidad de la RD,
encontramos valores de MDA elevados
en ambos grupos de diabéticos con RD al
compararlos con los del grupo control

0,03.
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(p=0,0001). Aquellos af ectadosde DMID
con RDP presentaron valores significati-
vamente elevados (1150 + 104,5 nmol/L)
enrelacion con los que padecian de RDNP
(847,8+104,3nmal/L p=004) (fig. 1).
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FIG. 1. Niveles malonildialdehidlo en los pacientes con DMID,
sin retinopatia diabética, con retinopatia diabética no
proliferativa y retinopatia diabética proliferativa.

X £ SEM* —ys, ** *** yg **x% n=0 04

Los valores de glucemia obtenidos
fueronde 10,0+ 0,5 mmol/L enlospacientes
diabéticossin RD, de 8,2 + 0,9 mmol/L en

aquelloscon RDNPy de 9,8 + 0,8 mmol/L
en los que tenian RDP, sin diferencias
estadisticamente significativas entre ellos.
En todos los grupos de diabéticos
independientemente de la presencia y
severidad delaRD, losvaoresdeglucemia
en ayunas se encontraban dentro del rango
considerado como regular. Las cifras de
fructosaminafueron de25+ 0,1 mmol/L end
grupo contral, de 3,2 + 0,5 mmol/L enlospa
cientesdiabéticossn RD, de2,4 + 0,2 mmol/L
en los pacientes diabéticos con RDNPy de
2,8+0,2mmol/L enaqudloscon RDP. A pesar
de que todos los vaores de fructosamina se
encontraban dentro del rango considerado
como bueno, se encontrd diferencia significa:
tivaentre el grupo de diabético sin RD
y €l grupo control (p=0,03). LaHbA fuede
7,6 £ 0,3 % enlos diabéticos sin RD, de
9,2+ 0,2% enlosquetenian RDNPYy de
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FIG. 2. Comportamiento del control metabdlico de los pacientes con DMID sin retinopatia diabética, con retinopatia diabética
no proliferativa y retinopatia diabética proliferativa. X = SEM °vs *° *vs. ** *** p=0,001
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TABLA 3. Niveles de MDA segtin el control metabdlico de los pacientes diabéticos insulinodependientes con RD y sin ella

MDA (nmol/L)
Indicadores del control DMID sin RD DMID con RD
metabdlico (n=38) (n=46)
Fructosamina (mmol/L)
2,1-3,2mmol/L (bueno) (X  DE) 1044 + 88,9 981,5+ 206,52
> 3,2 mmol/L (malo) (X + DE) 1100 * 2445 1394,1 + 347,3°
HbA, (%)
6-8% (bueno) (X £DE) 890,7 + 524,4 978,5+ 438,1
>8-10% (regular) (X +DE) 995,6 + 423,2 1087,9 + 276,9
>10% (malo) (X £DE) 1420,0 + 458,2 1227,1 +556,5

(avs. bp=0,007).

9,2+ 0,3%enlosportadoresdeRDP. LaHbA |
estuvodevadasignificativamente (p=0,001),
en los diabéticos afectados de RD con
ambosgradosde severidad, al compararlos
cond grupo dediabéticossinRD (fig. 2).
Al estratificar los niveles de MDA
de acuerdo con las categorias de los
indicadores del control metabdlico:
fructosaminay HbA ; se encontré que el
MDA estuvo incrementado en los
pacientes diabéticos con RD que
presentaban val ores de fructosamina que
indicaban un mal control metabdlico a
corto plazo (p=0,007) en relacién con
aquellos que tuvieron valores de
fructosaminaen el rango normal. Aunque
no hallamos diferencias significativas,
vale la pena sefialar que los niveles de
MDA fueron mayoresen lamedidaen que
empeoro el control metabdlico (tabla 3).

DISCUSION

Las caracteristicasclinicasdelos pa-
cientes con DMID con RD y sin ellason
similaresalasreferidasen laliteratura. Se
plantea que este sindrome aparece con
mayor frecuenciaen las edades infantiles
y juveniles y su incidencia no esta
relacionada con el sexo.* Nakamura y
otros™® consideran que la hiperglucemia'y
el tiempo deevolucion delaDM mayor que
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5 afios, son los factores de riesgos més
importantes en la aparicion de las com-
plicaciones microangiopéticas. En nuestro
estudio, los pacientes tenian un tiempo de
evolucién deladiabetes mayor que 5 afios,
condicion que hace mas propicia la apari-
cién de laRD. Varios autores!®!® plantean
gue el sedentarismo es un factor agravante
paraladiabetes, en nuestro estudio el mayor
porcentaje de pacientes sedentarios
correspondi6 a grupo de diabéticos con
RD, lo cual sugiere que dicha afeccién
ocular pudieralimitar laactividad fisicade
estos pacientes. A pesar de lo sefialado
anteriormente, todos los pacientes
presentaban un IMC dentro del rango de
normopeso, lo que es de habitual
observacion en los pacientes con DMID.
Losnivelessignificativamente elevados
de MDA en los pacientes diabéticos con la
presencia o no de RD y aun mayores en
aquellos complicados con RD, sugieren la
existencia de una peroxidacion lipidica
incrementadaen € sindromediabético. Estas
observaciones pueden explicarse porque
dicha peroxidacién es la consecuencia de
unagran formacion deradicales hidroxilos
y estos a su vez, de altas concentraciones
de peroxido de hidrégeno, que en estos
paci entes diabéticos estafavorecidapor una
bajaactividad delaenzima CAT, responsable
de convertir a dicho sustrato en agua y
oxigeno,* lo cual muestra un ineficaz



mecani smo antioxidante enddgeno en estos
pacientes diabéticos (fig. 3).

Lanormal actividad delaenzimaSOD
encontrada en nuestro estudio, nos hace
pensar que lamayor fuente de peréxido de
hidrégeno, en estos pacientes, proviene de
la autoxidacion de la glucosa sanguinea,
aunqueel control metabdlico, determinado
por la glucemia en ayunas y la HbA, fue
regular; lo que reafirma la importancia de
mantener en el paciente diabético, un buen
control metabdlico. Los niveles de MDA
no sdlo fueron significativamente el evados,
sino que esta alteracion fue mas marcada
enlospacientescon mal control metabdlico
a corto plazo evaluado por los niveles de
fructosamina.

Laglucosasanguineaen atas concen-
traciones actia como una llave en el
mecanismo patogénico de las complica
ciones vasculares de la DM, por ser capaz
de unirse a los grupos aminos de las
proteinas de vida media prolongada,
mediante una reaccion de condensacion y
formar los productos finales de la
glucosilacion avanzada (PFGA).22?! La
consecuenciafinal de estas 2 reaccioneses
laafectacion de las propiedades funciona-
lesdelas proteinas, lo que compromete las
funciones propias del tejido endotelial del
cual forman parte. Ademés, durante estas
reaccionesy la autoxidacion de la glucosa

se generan ERO como: peréxido de
hidrégeno y radicales hidroxilos que
contribuyen a la aparicion del estrés
oxidativo.? Esto explica que hayamos
encontrado que los niveles de MDA
estuvieron incrementados proporcional-
mente a la hiperglucemia sostenida en un
periodo de 2 a 3 sem, determinado por la
fructosamina

El incremento delalipoperoxidacion en
los pacientes con DMID con grado més
severo de la RD, sugiere que las ERO
desempefian una funcién determinante
como factor desencadenante y agravantes
de la RD, potenciado por e aumento del
tiempo de evolucién de la diabetes.
Altomarey otros?® consideran que el estrés
oxidativo esta involucrado en la propia
complicacién ocular diabética, enlacual la
disminucion de los secuestradores de RL
se asoci6 con laoxidacion de las proteinas
del vitreoy del cristalino. Estos resultados
evidencian quelaoxidacién delas proteinas
representa un importante mecanismo en la
patogenia de las complicaciones oculares
del diabético.

De nuestro estudio podemaos concluir
queel estrés oxidativo estdasociado a sin-
drome diabético. El indice de peroxidacion
lipidica, que constituye un marcador del
estrés oxidativo, se correspondid con la
presencia y severidad de la RD y con €
empeoramiento del control metabdlico.

SUMMARY

The oxidative stress was studied in insulin-dependent diabetic patients with
and without diabetic retinopathy (DR). The reactive oxygen species were
evaluated by the determination of the levels of malondialdehyde (MDA)
and the activity of the superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
enzymes. A population sample composed of 84 insulin-dependent diabetic
patients, divided into 38 patients without DR and 46 with DR was obtained.
This last group was subdivided into 21 patients with non-proliferative DR
and 25 with proliferative DR (PDR). Glucose, glycosylated hemoglobin,
fructosamine, SOD, CAT and MDA were determined in plasma of all
patients. It was observed that the most significant clinical characteristic



was the time of evolution of diabetes, where those with DR had more than
15 years of evolution. The diabetic patients showed elevated levels of lipid
peroxidation, which increased with the degree of severity of DR and with
the poor short term metabolic control. To conclude, it was proved that
DM is associated with an oxidative stress that is higher in patients with
PDR and among those with a deficient metabolic control.

Subject headings: DIABETES MELLITUS, INSULIN-DEPENDENT;
RETINOPATHY, DIABETIC; OXIDATIVE STRESS.
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