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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar las variaciones del metabolismo oxidativo mediante niveles
de glutation, peroxidacién lipidica, acido urico y actividad de la enzima catalasa, se
estudiaron 40 pacientes adultos de ambos sexos en edades comprendidas entre 30 y 60
afos, con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (no controlados y controlados)
con evolucion de hasta 10 afios, provenientes de la Unidad de Diabetes del hospital Dr.
Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre (grupo experimental) y 20
individuos adultos, aparentemente sanos (grupo control). Ademas, se determinaron los
niveles de glicemia, hemoglobina glicosilada y perfil lipidico. Mediante la aplicacion del
analisis de Kruskal-Wallis en los tres grupos en estudios, se hallaron diferencias
altamente significativas para la glicemia, hemoglobina glicosilada, perfil lipidico,
glutation reducido y malonildialdehido. Para el acido urico se encontraron diferencias
muy significativas y no se hallaron diferencias significativas en la actividad de la enzima
catalasa. Los pacientes diabéticos no controlados mostraron los valores mas altos en los
parametros estudiados con una disminuciéon de GSH, al compararse con los diabéticos
controlados que presentaron patrones similares a los individuos sanos. Asi mismo, para
establecer las posibles asociaciones entre los niveles de glicemia con los parametros
evaluados se aplico un andlisis de correlacion entre las variables, encontrdndose
asociacion negativa con los niveles de acido urico en los diabéticos no controlados y
asociacion con los valores de hemoglobina glicosilada en diabéticos no controlados e
individuos sanos. Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten concluir que
existen evidencias de que el estrés oxidativo se encuentra implicado en la DM2,
acentuado en los diabéticos sin control de glicemia, lo que infiere que el buen control de
la diabetes puede prevenir dafio oxidativo y asi mismo disminuir complicaciones en
estos pacientes, evitando enfermedades degenerativas y el riesgo aterogénico que suelen
presentarse en la enfermedad.

Palabra y/o Frases Claves:

VIII



INTRODUCCION

El estrés oxidativo representa un estado caracterizado por un desbalance
bioquimico propiciado por la produccién excesiva de especies reactivas del oxigeno
(EROs) y radicales libres (RL), los cuales provocan dafo oxidativo a las biomoléculas y
es contrarrestado por los sistemas antioxidantes. Los radicales libres son especies
quimicas que poseen en el ultimo orbital un electron no apareado, por lo tanto, son
capaces de extraer un electrén de las moléculas vecinas para completar su orbital,
convirtiéndose en componentes altamente reactivos y oxidantes que pueden dar lugar a

dafio celular (1).

El radical superdxido (O;’), anion superoxido (‘Oy"), hidroxilo (‘OH),
hidroperoxido (HO,), peroxido de hidrogeno (H,0,), oxigeno singlete ('O,) y otros
radicales menos abundantes se pueden considerar como las especies reactivas de

oxigeno mas importantes de los mamiferos (2).

En los ultimos afos, el estrés oxidativo se ha vinculado con el proceso
fisiopatoldgico de més de 100 enfermedades cronico-inflamatorias, entre las cuales
se destacan el cancer, la enfermedad de Alzheimer, la ateroesclerosis, la artritis

reumatoide, osteoporosis, el asma bronquial y la Diabetes Mellitus (DM), entre otras

3).

La DM constituye una enfermedad sistémica, cronico-degenerativa, de caracter
heterogéneo, la cual se caracteriza por hiperglicemia cronica debido a la deficiencia en la
produccion o accion de la insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los
carbohidratos, proteinas y grasas. Se ha clasificado, en funciéon a los requerimientos
terapéuticos de insulina, como Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) o insulinodependiente, la
cual suele manifestarse en los nifios y adultos jovenes, por lo general, antes de los 30
afnos, y Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) o no insulinodependiente, que se inicia en la

etapa adulta y cuya incidencia se incrementa durante la vejez (4).



En las personas que padecen de DM2, las células de los musculos, el higado y los
tejidos grasos no usan la insulina de manera adecuada, debido a que el pancreas no
puede producir suficiente insulina o la producida no permite la movilizacién de la
glucosa sanguinea a las células para satisfacer las necesidades del cuerpo. Como
resultado, la cantidad de glucosa en sangre aumenta, mientras que a las células les hace
falta energia. En las personas diabéticas, la hiperglicemia crénica propicia estrés
oxidativo, debido a que la glucosa se autooxida y da lugar a la formacion de

alfacetoaldehidos, H,O, y O, entre otras EROs (5,6).

El estrés oxidativo es reconocido como un elemento fundamental en el desarrollo
de diversos cambios fisiopatoldgicos relacionados con algunas de las complicaciones
cronicas en el paciente diabético. Se reconocen, principalmente, tres mecanismos
fisiopatologicos como responsables de un incremento del estrés oxidativo en estos
pacientes: 1) la via de los polioles, a través de la participacion del potencial de 6xido-
reduccion de la enzima aldosa reductasa, con acumulacién intracelular de sorbitol y
fructosa. 2) la glucosilacion exagerada de proteinas, con la formacion de productos de
glucosilacion intermedia y avanzada, por ejemplo la carboximetilisina y la
hidroximetilisina. 3) la auto-oxidacion de la glucosa, a partir de la enolizacion de la

glucosa con formacion de productos intermediarios como la 3-desoxiglucosona (7).

La hiperglicemia es la condicion fundamental en estos mecanismos, que son
capaces de condicionar cambios en la estructura bioquimica tisular, provocando
alteraciones en las caracteristicas fisicoquimicas de estructuras basicas como la del
colageno; éstas a su vez, estan relacionadas con la aparicién de complicaciones tardias,

caracteristicas de la enfermedad (7).

El estrés oxidativo se ve influenciado por el control glucometabdlico, en sujetos
con DM1, y en individuos con DM2. Los pacientes con DM2, al mejorar el control

glicémico, disminuyen los pardmetros de estrés oxidativo. Ademas, se ha sefialado que



el tratamiento temprano con insulina en los pacientes con DMI1 corrige el estrés

oxidativo, mientras que so6lo mejora el estrés en los diabéticos tipo 2 (8).

En pacientes diabéticos con altos niveles de glucosa en sangre un incremento en
las EROs, provocando efectos citotoxicos sobre los fosfolipidos de membrana,
demostrando una vez mas la relacion que existe entre el control de la diabetes y estos

radicales (9).

El descontrol de la glicemia conduce al incremento de la rapidez de los procesos
de glicosilacion y oxidacion de lipidos y proteinas de membrana, lo que provoca
cambios conformacionales de estas macromoléculas y, por lo tanto, el deterioro de sus
funciones. La peroxidacion de los lipidos es un proceso en donde los 4cidos grasos
insaturados reaccionan con el oxigeno molecular, mediante un mecanismo de reaccion
en cadena via radicales libres y forman hidroperoxidos, los cuales son degradados a una
variedad de productos como los alcanales, alquenales, hidroxialquenales, cetonas,
alcanos, entre otros, los cuales pueden ser cuantificados por diferentes metodologias,
como el caso del malonildialdehido (MDA), un dialdehido producto avanzado de la

oxidacion (10).

El MDA es el aldehido que se genera en mayor cantidad in vivo como producto
final de la degradacion oxidativa y no enzimadtica de acidos grasos poliinsaturados de
tres o mas dobles enlaces. El MDA es volatil y se difunde rapidamente por todos los
organos mayores y el plasma, por lo que se utiliza como indicador de peroxidacion

lipidica (8).

Un estudio relacionado demuestra que en los diabéticos analizados, se obtuvieron
concentraciones significativamente mayores de MDA en comparacion con las
observadas en sujetos normales, permitiéndole inferir que el sindrome diabético se

relaciona con un mayor estrés oxidativo y €ste es mayor en presencia de complicaciones



graves de la DM. De igual forma, concluye que las concentraciones de MDA

constituyen un buen marcador del metabolismo oxidativo en pacientes con DM (11).

Las lipoproteinas (LP) presentan con frecuencia cambios cualitativos vy
cuantitativos en su composicion, alterando su metabolismo. La glucosilacion no
enzimatica consiste en la interaccion de la glucosa con las proteinas sin la participacion
de enzimas, en un proceso que depende exclusivamente, de la concentracion del
monosacarido y del tiempo de contacto con las proteinas determinadas por la vida media

de cada una en particular (12).

Las células poseen sistemas antioxidantes que pueden ser enzimaticos, donde se
involucran mecanismos, algunas veces complejos, y no enzimaticos en las cuales
participan biomoléculas generalmente, con menor masa molecular que las enzimas. El
sistema de defensa del organismo frente al estrés oxidativo es asegurado por sustancias
antioxidantes y enzimas, las cuales responden rdpidamente a los cambios. Entre los mas

notables antioxidantes, se encuentran las enzimas catalasa y glutation (13).

La catalasa (CAT) es una hemoproteina que contiene cuatro grupos Hem de
amplia distribucion intracelular, se concentra principalmente, en peroxisomas Yy
mitocondrias para catalizar la descomposicion del peroéxido de hidrégeno en agua y
oxigeno. Representa una de las enzimas mas activas que se conocen, exhibiendo una
actividad de neutralizacion de 5 600 000 moléculas de peroxido de hidrogeno por

minuto y por molécula de enzima (14,15).

El glutation es un tripéptido y el principal antioxidante intracelular, actia como un
atrapador de radicales libres y como reductor del H,O,, existe tanto en forma de tiol
reducido (GSH), como de disulfuro oxidado (GSSG). La suma de las formas tiol
reducido, la de disulfuro oxidado y la porcion de glutatién unido a proteinas se conoce

como glutatién total (GSHT). Su importancia radica en el papel central que desempefia



en la proteccion contra el estrés oxidativo, como atrapador de radicales libres y como

cofactor de diferentes enzimas antioxidantes (16).

En un estudio llevado a cabo en Cuba, se obtuvieron niveles de GSH disminuidos
en pacientes diabéticos, lo cual puede ser una evidencia de la necesidad de utilizacion
del mismo, de la disminucion en su sintesis o su regeneracion realizada por diferentes
enzimas. Este resultado sugiere que, la disminucion de GSH pudiera estar relacionada

con el incremento de su utilizacion para conservar la integridad de otras moléculas (17).

En el sistema antioxidante, mediado por sustancias quimicas de baja masa molar,
se le confiere la mayor capacidad antioxidante al acido urico (AU), debido a que su
concentracion plasmatica es 10 veces mayor que las de otros antioxidantes, tales como
vitamina E y vitamina C. El AU es un metabolito de las purinas, acidos nucleicos y
nucleoproteinas; niveles anormales de éste en suero indican desordenes en el
metabolismo de las sustancias que lo originan, de alteraciones en su eliminacion o de
ambos; sus propiedades de antioxidante no enzimatico mas importante del cuerpo

humano so6lo han sido consideradas recientemente (18,19).

En el ser humano, el AU es el producto final del metabolismo de las purinas y su
concentracion es mas elevada que en el resto de las especies, lo que podria significar una
ventaja evolutiva. Su distribucion en el organismo es ubicua, por lo que esta presente,
tanto dentro de las células, como en la mayoria de los fluidos corporales, lo que le
permite tener funciones diversas de gran importancia bioldgica entre las que destaca su

funcion antioxidante (20).
La disminuciéon de la excrecion renal de uratos en pacientes con sindrome
metabolico podria explicar la frecuencia incrementada de hiperuricemia, razén por la cual,

la hiperuricemia se ha sugerido como un simple marcador de sindrome metabdlico (21).

Este estudio se realizo con el proposito de evaluar las variaciones del metabolismo



oxidativo mediante niveles de GSH, peroxidacion lipidica, AU y actividad de la CAT en
pacientes con DM2, buscando con ello datos de gran ayuda para contribuir con la
busqueda de factores o mecanismos que permitan pronosticar, diagnosticar y controlar
esta enfermedad, la cual cada vez va en incremento, evitando asi complicaciones
crénicas que suelen ocurrir en estos tipos de pacientes, ocasionandoles muchas veces la
muerte. Ademas, evaluar las consecuencias de la excesiva produccion de radicales libres
en la enfermedad y la vinculaciéon o no de los niveles de glicemia con algunos

marcadores de estrés oxidativo.



METODOLOGIA

Poblacion y muestras

Para el desarrollo de la presente investigacion, se analizaron 40 muestras
sanguineas de pacientes con DM2 no controlados y controlados (grupo experimental)
con un tiempo de evolucion de hasta 10 afios que acudieron a la Unidad de Diabetes del
Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Se considerd 20
individuos aparentemente sanos como grupo control, con edades comprendidas entre 30
y 60 anos de edad. La clasificacion de los grupos en estudio (diabéticos tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos) se realizd de acuerdo con los valores

obtenidos en la determinacion de glicohemoglobina, expresados en porcentaje (%).

A cada individuo que participé se le solicitdé la declaracion de consentimiento
valido (Anexo 1), la cual especifica su aceptacion voluntaria para formar parte de la
investigacion. La obtencidon de los datos personales, clinicos e informacidén general, se
obtuvo mediante una encuesta que se le realiz6 a cada individuo participante. En el

anexo 2 se incluye la copia de la encuesta de forma detallada.

Criterios de exclusion

Se excluyeron de este trabajo de investigacion aquellos individuos que presentaron
DMI, evidencias clinicas o analiticas de enfermedades hepaticas, renales, con
antecedentes de gota, asi como cualquier otra enfermedad que pudiera interferir.
Ademas, se excluyeron aquellos sueros con hemolisis e ictéricos, ya que podian arrojar

resultados poco confiables durante el curso del estudio.

Normas de bioética
La presente investigacion se llevd a cabo tomando en cuenta las normas de
bioética establecidas por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) para trabajos de

investigacion en humanos y la declaracion de Helsinki; documentos que han ayudado a



establecer los principios de la ética correspondientes a la investigacion biomédica,
promulgada por el Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas. A
los individuos que decidieron participar, se les informo sobre los alcances y objetivos
de la presente investigacion, asi como de las ventajas de su inclusion en la misma

(22,23).

Obtencion y procesamiento de las muestras

La obtencion de muestras sanguineas se realizd a través de puncidon venosa.
Comunmente, para este tipo de puncion se utilizan las venas ubicadas en la region
antecubital (basilica, mediana basilica, cefalica, mediana cefalica) y dorso de la mano.
Se extrajeron 10 ml de sangre completa en ayunas, a los individuos a estudiar; para ésto
se utilizaron jeringas descartables, previa asepsia, de la cual se transfirieron 5 ml a tubos
de ensayos estériles y secos sin anticoagulante y 2,5 ml a tubos de ensayos con
anticoagulante; sal disodica del acido-etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) (se utilizaron

2 tubos para cada individuo).

Para la determinacion de la glicemia, perfil lipidico y acido urico se procedid a
la obtencion del suero sanguineo, a través de centrifugacion a 1 100 g durante 10
minutos; luego, se separd el suero de los elementos formes de la sangre mediante
aspiracion con pipetas Pasteur y se colocaron en tubos de ensayos secos y estériles,
previamente identificados con los datos correspondientes a cada paciente, siendo
procesados inmediatamente. Para el analisis de la hemoglobina glicosilada se utilizo
sangre completa con anticoagulante EDTA. Los globulos rojos inmersos en la malla
de fibrina del coagulo sobrante en el tubo seco, se utilizaron para la determinacion de

GSH.

La actividad de la CAT se evalud en sangre completa. La peroxidacion lipidica
(MDA) se llevo a cabo extrayendo el plasma sanguineo mediante la centrifugacion de la

sangre anticoagulada a 1 100 g durante 10 minutos, separando el plasma con pipetas



Pasteur y colocandolo en tubos de ensayo estériles y secos, seguidamente se
identificaron las muestras y luego se procesaron.
Determinacion sérica de glucosa

La glucosa sérica fue determinada por el método enzimatico-colorimétrico de la
glucosa oxidasa, el cual se fundamenta en el empleo de glucosa oxidasa que cataliza la
oxidacion de la glucosa a peréxido de hidrégeno y acido glucénico y una modificacion
de la reaccion de color trinder catalizada por la enzima peroxidasa. En presencia de
peroxidasa, la 4-aminoantipirina e hidroxibenzoato es oxidado por el peroxido de
hidrégeno para dar una coloracién roja de quinoneimina. La intensidad de color de la

reaccion es proporcional a la concentracion de glucosa en la sangre (24).

Valores de referencia: 70 — 105 mg/dl.

Determinacion de glicohemoglobina

La determinacién de esta proteina se llevd a cabo mediante la determinacion
cuantitativa de glicohemoglobina en sangre total por resina de intercambio cationico. El
hemolizado preparado de sangre total se mezcld continuamente por 5 minutos con la
resina, durante ese tiempo la glicohemoglobina se une con la resina. Luego, se utilizé un
filtro que separ6 el sobrenadante que contiene la glicohemoglobina de la resina. El
porcentaje de la glicohemoglobina se determind por las medidas de las absorbancias,
tanto de la fraccion de glicohemoglobina, como de la fraccion total de hemoglobina a

una longitud de onda de 415 nm y comparada contra un patron (25).

Valores de referencia: 6,0 — 8,3%.

Determinacion sérica de colesterol total

La determinacion sérica del colesterol total se realizd siguiendo el método
enzimatico de la colesterol esterasa, el cual se fundamenta en que los ésteres de
colesterol son hidrolizados a colesterol libre por la accion de la colesterol esterasa. El

colesterol libre es oxidado especificamente, por la colesterol oxidasa con produccion de



peroxido de hidrégeno (H202), el cual oxida al cromdgeno 4-aminoantipirina fenazona-
7-fenol (4- AAP7fenol) para producir un compuesto coloreado que se mide a 500 nm
mediante una reaccion catalizada por la peroxidasa, donde la intensidad de color sera

proporcional a la concentracion de colesterol presente en la muestra (26).

Valores de referencia: normal < de 200 mg/dl.

Determinacion serica de HDL — colesterol

El HDL-colesterol se determind utilizando el método de precipitacion. Las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) se separaron precipitando, selectivamente, la
lipoproteinas de baja y muy baja densidad (LDL y VLDL) mediante el agregado de
sulfato de dextran (masa molar 50 000), en presencia de iones de Mg2+. El colesterol en
la fraccion HDL que queda en el sobrenadante se analiza empleando el sistema
enzimatico colesterol oxidasa/peroxidasa con colorimetria segin trinder (fenol/4-

aminofenazona) (26).

Valores de referencia: 40 — 60 mg/dl.

Determinacion sérica de LDL - colesterol
Se determind mediante la siguiente férmula, que puede estimar el contenido de
LDL sustrayendo del valor de colesterol total, el valor de HDL- colesterol 1/5 del valor

de los triglicéridos totales (26).

LDL Colesterol = colesterol total - VLDL - colesterol HDL

Valores de referencia: < 150 mg/dl.
Determinacion serica de VLDL - colesterol

Se calculd a través del método indirecto, dividiendo el valor de los triglicéridos

séricos por un factor 5, debido a que la relacion triglicéridos y VLDL es constante (1:5).
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VLDL-= triglicéridos / 5

Valores de referencia: 10 — 36 mg/dl (26).

Determinacion sérica de triglicéridos

La determinacion sérica de triglicéridos se realizo segin el método enzimatico
glicerol oxidasa, en el cual los triglicéridos son hidrolizados a 4cidos grasos y glicerol,
por la accidn de la lipasa. El glicerol es fosforilado a glicerofosfato por la glicerolkinasa
y luego, oxidado a dihidroxiacetona-fosfato por accion de una oxidasa con produccion
de peroxido de hidrogeno (H20;). Este ultimo, oxida a cromédgeno 4-
aminoantipirina/diclorofenol (4AAP/diclorofenol) para producir un compuesto
coloreado medido a 500 nm, mediante una reaccion catalizada por la peroxidasa, la
intensidad del color es proporcional a la concentracion de triglicéridos presente en la

muestra (26).

Valores de referencia: 70 — 170 mg/dl.

Determinacion de peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica se determind empleando la técnica fotocolorimétrica para
la determinacion de sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS), que mide los
niveles de MDA como uno de los productos principales del proceso, formados a partir
de la descomposicion de hidroperdxidos generados de la peroxidacion lipidica, lo cual es
utilizado como indicador del dafio de RL y por ende, de EROs. El MDA puede
reaccionar con el dcido tiobarbiturico (TBA) formando un cromogeno estable, TBA-
MDA-TBA, en presencia de un pH acidico (1,5-3,0), influenciados por una solucion
acida (4cido clorhidrico 1 mol/l, acido tricloroacético al 12,5% p/v), teniendo una
absorbancia maxima de 532 nm. Los niveles de peroxidacion lipidica se reflejaron por

los niveles de MDA.
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Se tomaron 500 pl de plasma, homogenizandose en frio con 500 pl de solucion
salina al 9% por 1 minuto, utilizando el homogeneizador Politron modelo HP y luego, se
centrifugd a 3 000 g por 10 minutos. Se tomaron 250 pl del sobrenadante y se colocaron
en tubos de Eppendorf de 1,5 ml de capacidad; posteriormente, se incubaron en bafio de
agua a 37°C por 10 minutos con agitacion constante. Seguidamente, los tubos fueron
colocados en un bafio con hielo por 20 minutos para detener la reaccion y se adiciond a
cada tubo 250 pl de una solucion fria de parada (4cido tricloroacético al 12,5% (p/v) en
100 ml 4cido clorhidrico 1 mol/l). Adicionalmente, se agregaron 500 pl de solucion de
TBA al 1%, se agitaron y se colocaron en bafio de agua a 90°C con agitacion constante
durante 45 minutos para acelerar la disolucion. Después, fueron colocados nuevamente
en bafio de hielo por 10 minutos para enfriarlos; luego, se centrifugaron a 1 500 g
durante 10 minutos a 4°C, en una centrifuga refrigerada Sorvall RC2-B. El sobrenadante
fue leido en un espectrofotometro a una longitud de onda de 532 nm, contra un blanco

constituido por todos los reactivos, a excepcion de la muestra.

Las concentraciones de MDA se calcularon mediante el uso de una curva de
calibracion, la cual se construyd empleando diluciones de concentraciones conocidas (0-
200 pg/ml de MDA) preparadas a partir de un estandar de 20 mmol/l de MDA. Los

resultados fueron expresados en nmol/l (27).

Determinacion enzimatica de la catalasa (CAT)

Para la reaccion de la catalasa se utilizo un método por titulacion, el cual consistio
en medir el HO, no metabolizado, mediante titulacion por permanganato de potasio
(KMnOy) después de incubar la enzima en presencia de un exceso de H,O,, dejandose
actuar la enzima sobre una solucién de peroxido durante 3 minutos para finalmente,
detener la reaccion afiadiendo acido sulfurico (H,SO4) concentrado que destruye la

enzima.
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Para la realizacion del método se utilizd6 como fuente de enzima una dilucion de
sangre completa (anticoagulada) 1:100 (125 pl de sangre en 12,5 ml de buffer fosfato de
concentracion 0,05 mol/l y pH 7,2).

Se prepararon 3 beakers que contenian una mezcla de 3 ml de agua destilada, 5 ml
de buffer fosfato y 1 ml de la muestra de sangre diluida que se dejaron a temperatura
ambiente. Transcurridos 5 minutos, se afiadid a cada beaker 1 ml de H,O, de
concentracion 3% v/v. Después de 3 minutos se detuvo la reaccion con 5 ml de HSOy4 (5
mol/l) para inactivar el catalizador. Luego, a cada mezcla se le agregaron 2 gotas del
indicador cloruro de manganeso (MnCl,), seguidamente, se titul6 el contenido de cada
muestra con KMnO, hasta obtener un color rosa palido, este es el punto final. Los

resultados fueron expresados en U/ml (28).

Determinacion de glutation (GSH)

La determinacion de la concentracion de GSH fue llevado a cabo de acuerdo al
siguiente procedimiento, para los cuales se prepararon 2 soluciones: una solucién
precipitante: 1,67 g de acido metafosférico glacial (mezcla HPO; y NaPOs); 0,2 g de
EDTA y 30 g de NaCl en 100 ml de agua destilada y la segunda solucion, un reactivo
DTNB: 5,5' - dithiobis (2-4cido nitrobenzoico) al 0,4% en buffer fosfato, pH 7,5.

Para precipitar las muestras, se mezclaron 200 ul de glébulos rojos en 1,8 ml de
agua destilada y 3 ml de la solucién precipitante, agitandolas por inversion y dejandolas
en reposo por un tiempo de 5 minutos. Posteriormente, se tomaron 1,5 ml de la mezcla,
colocandolas en tubos de Eppendorf y centrifugandose a 6 000 g por 15 minutos.
Luego, 500 pl del sobrenadante se afiadieron en 2 ml de buffer fosfato y 250 pl del
reactivo DTNB. Se prepar6 un blanco del reactivo con 2 ml de buffer fosfato, 500 ul de
la solucién precipitante diluida (2 a 3 partes de agua destilada) y 250 pl del reactivo
DTNB. La concentracion de GSH fue medida inmediatamente en un espectrofotometro a
una absorbancia de 412 nm. La estandarizacion del método se realizé con glutation GSH

(Sigma). Los resultados se expresaron en mmol/ml de GR (29).
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Determinacion sérica de acido urico (AU)

La determinacion sérica de acido urico, se llevo a cabo mediante el uso del método
colorimétrico uricasa/peroxidada, el cual se fundamenta en que el AU es oxidado por la
accion de la uricasa, en alantoina y peroxido de hidrogeno. En presencia de peroxidada
la mezcla de diclorofenol sulfonato (DCFS) y 4-aminoantipirina (4-AA) se condensan
por accion del perdoxido de hidrogeno, formando una quinonaimina coloreada
proporcional a la concentracion de 4acido urico en la muestra, con un maximo de

absorcion de 520 nm, (19).

Valores de referencia: (hombres) 2,5 — 6,0 mg/dl
(mujeres) 2,4 — 5,7 mg/dl.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en la investigacion fueron sometidos a una prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis (Kw), con un nivel minimo de confiabilidad del 95%, previa
determinacion de homogeneidad de varianzas. Ademas, se aplico una correlacion de
Spearman entre las variables para establecer asociacion entre los niveles de glicemia con
los parametros evaluados. Los resultados fueron expresados en graficos de caja y bigote,

los cuales expresan la muesca de la mediana y el rango de los datos (30).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de glucosa sérica en ayunas en los tres grupos estudiados, revelan
diferencias altamente significativas (p<0,001), donde los valores glicémicos se observan
mas elevados en los diabéticos tipo 2 no controlados al compararse con los diabéticos

controlados y los individuos aparentemente sanos, los cuales muestran valores

referenciales (Figura 1).

400

T

Glicemia (mg/dl)
N w
o o
o o
S
'

{

DNC DC C

Figura 1. Niveles de glucosa sérica (mg/dl) en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos que asistieron a la Unidad de Diabetes del

Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Kw= 1,45, p<0,001.
DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados y C: individuos sanos.

Estos resultados tienen similitud con los encontrados en el 2001, en un trabajo de
investigacion realizado en Caracas, en el cual se encontré que los niveles de glicemia
basal fueron significativamente mayores en diabéticos sin control al compararlos con

sujetos sanos y diabéticos controlados (31).

La hiperglicemia en la DM conduce a complicaciones en los pequefios vasos
sanguineos (microangiopatias), particularmente de retina, glomérulo renal y neuropatia.
Estas complicaciones ocasionadas por el metabolismo anormal debido a la diabetes, se

pueden retardar teniendo un control metabolico del paciente, es decir, disminuyendo las
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altas concentraciones de glicemia, por lo que se deben conocer las diferentes variaciones
de glucosa sanguinea durante el mayor tiempo posible, ésto se logra estimar mediante el

método de la hemoglobina glicosilada (32).

En los resultados obtenidos en el presente estudio, en relacion a la hemoglobina
glicosilada, evidencian que existen diferencias altamente significativas (p<0,001),
aprecidndose que los niveles mas elevados del porcentaje de glicohemoglobina
corresponden a los diabéticos tipo 2 sin control metabolico, en comparacion con los

diabéticos controlados e individuos sanos (Figura 2).
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Figura 2. Niveles de hemoglobina glicosilada (%) en pacientes con Diabetes Mellitus
tipo 2 no controlados, controlados e individuos sanos que asistieron a la Unidad de

Diabetes del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Kw=
0,0000031, p< 0,001. GlicoHb: hemoglobina glicosilada; DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos
controlados y C: individuos sanos.

Los pacientes pobremente controlados poseen mayor porcentaje de hemoglobina
glicosilada, exhibiendo aumento en la actividad de radicales libres, en comparacioén con
los diabéticos metabdlicamente controlados (% de glicohemoglobina disminuidos) y con
individuos sanos. Este hallazgo podria evidenciar que el buen control metabolico puede

producir la proteccion existente contra radicales libres (25).

Los valores de colesterol total en los pacientes diabéticos tipo 2 no controlados,
controlados e individuos sanos (Figura 3), indican diferencias altamente significativas

(p<0,001), donde los individuos sanos presentaron los valores mas bajos de colesterol en
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suero, mientras que los dos grupos de diabéticos presentaron los valores mas altos,

siendo este aumento mas acentuado en los del grupo sin control glicémico.
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Figura 3. Niveles de colesterol total (mg/dl) en suero de pacientes con Diabetes Mellitus
tipo 2 no controlados, controlados en individuos sanos que asistieron a la Unidad de

Diabetes del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Kw=
0,0000075, p< 0,001. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados y C: individuos sanos.

En investigacion anterior se establecid que, en los pacientes diabéticos los niveles
de colesterol total en suero son superiores a los referenciales, ésto debido a que en ellos
existe una movilizacion de grasas mayor a causa de la falta de utilizacion de glucosa

como fuente de energia (33).

Es bien conocido que los indicadores del perfil lipidico se encuentran muy
estrechamente relacionados con otros parametros de DM2. Esta relacién determina el
riesgo de ateroesclerosis y enfermedad vascular e incluye a los pacientes con diagnostico
reciente de esta enfermedad, en los cuales la afectacion de la capa intima y media de la
cardtida comun se relaciona con los niveles de colesterol total y la aparicion de varias

complicaciones (34).

En cuanto a los niveles de HDL-C en suero entre los dos grupos de diabéticos e
individuos sanos, los resultados indican que existen diferencias estadisticas altamente

significativas (Figura 4).
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Figura 4. Niveles de HDL-C (mg/dl) en suero de pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2
no controlados, controlados e individuos sanos que asistieron a la Unidad de Diabetes

del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Kw=0,00031, p<
0,001. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados y C: individuos sanos.

En los diabéticos las dificultades metabdlicas promueven el catabolismo de las
proteinas ya existentes, pero disminuyen la formacién de mas de ellas, decreciendo su
disponibilidad, por lo que, tomando en cuenta la gran cantidad de proteinas que
contienen las lipoproteinas de alta densidad, seguidas de colesterol y triglicéridos, su

elaboracion se dificulta y se traduce en una disminucion de los valores de HDL-C (33).

Las HDL-C pueden experimentar glucosilacion y oxidacion, lo que permite que
pierdan su habilidad de captar el colesterol de los tejidos periféricos por deterioro de su
capacidad para unirse a receptores y/o de depurar los ésteres de colesterol de los

macrofagos (26).

Con respecto a los valores de LDL-C en suero de los pacientes diabéticos tipo 2,
no controlados y controlados e individuos sanos, los resultados indican que existen
diferencias altamente significativas (p<0,001) entre los tres grupos segun su condicion,
donde los individuos sanos presentaron el valor promedio mas bajo, mientras que los

diabéticos no controlados mostraron el mas alto y los diabéticos controlados se
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observaron con valores promedios intermedios a los grupos antes mencionados (Figura
5).
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Figura 5. Niveles de LDL-C (mg/dl) en suero de pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2
no controlados, controlados e individuos sanos que asistieron a la Unidad de Diabetes

del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Kw= 0,000068, p<
0,001. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados y C: individuos sanos.

En la dislipidemia diabética existe predominio de particulas pequefias y densas de
lipoproteinas de baja densidad (LDL-C) que son LDL modificadas por oxidacion y
glucosilacion, con gran poder aterogénico. Estas alteraciones se presentan en muchos

pacientes diabéticos, incluso a pesar de niveles de LDL-C normales (35).

Los reportes bibliograficos mas actuales concentran su atencion en las
modificaciones estructurales que tiene lugar en las LDL, como consecuencia de la
hiperglicemia sostenida. Debido a estas transformaciones, las LDL no son reconocidas
por el receptor celular, se mantienen mas tiempo en circulacion, se incrementa su
ingreso a través del endotelio vascular, aumentan la fagocitosis y el depdsito de

colesterol en la intima arterial, determinando un aumento de su aterogenicidad (26).

Los valores de VLDL-C en suero para los pacientes diabéticos tipo 2 e individuos
sanos, demuestran diferencias altamente significativas (p<0,001) entre los grupos en

estudio. El grupo de individuos sanos presento el valor promedio mas bajo, mientras que

19



los diabéticos no controlados y controlados mostraron los mas altos, acentuado dicho

incremento en aquellos sin control glicémico (Figura 6).
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Figura 6. Niveles de VLDL-C (mg/dl) en suero de pacientes con Diabetes Mellitus tipo
2 no controlados, controlados e individuos sanos que asistieron a la Unidad de Diabetes

del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Kw= 0,000083, p<
0,001. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados y C: individuos sanos.

Los pacientes diabéticos generalmente, presentan mayor cantidad de VLDL-C,
influenciado por el aumento de triglicéridos en suero, producto de la alteracion
metabolica de los requerimientos energéticos establecidos; tal incremento facilita la
formacion de lipoproteinas de muy baja densidad, ya que estdn compuestos
principalmente por triglicéridos con pequefias cantidades de colesterol, fosfolipidos y
proteinas. Las personas con DM2 al presentar niveles basales elevados de VLDL-C,

tienen un alto riesgo de presentar una lipemia prolongada y mayor (36,37).

En cuanto a los niveles séricos de triglicéridos para los grupos en estudio (Figura
7), los resultados indican diferencias altamente significativas (p<0,001) entre los
pacientes segin su condicion; los individuos sanos presentaron los valores mas bajos,
mientras que los diabéticos sin control poseen los valores mas altos y los diabéticos con
control glicémico muestran valores intermedios respecto a los dos grupos antes
mencionados (sanos y diabéticos sin control). En los diabéticos, este parametro

(triglicéridos) suele estar elevado, ya que por efecto de la deficiencia de insulina, se
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produce una intensa activacion de la lipasa tisular que promueve la salida de los acidos

grasos desde el tejido adiposo hasta la circulacion sanguinea (33).
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Figura 7. Niveles de triglicéridos (mg/dl) en suero de pacientes con Diabetes Mellitus
tipo 2 no controlados, controlados e individuos sanos que asistieron a la Unidad de

Diabetes del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Kw=
0,000077, p< 0,001. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados y C: individuos sanos.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otro trabajo de investigacion,
que sefala elevada produccion de triglicéridos y de VLDL-C acompafiada de
insuficiencia relativa de insulina, lo cual podria ser causa de deficiencia en la actividad

de la lipoproteinlipasa (LPL), lo que explica la induccion de esta enzima por insulina

(38).

En relacion al parametro MDA, utilizado como indicador de peroxidacion lipidica,
a través del TBARS, se observan diferencias altamente significativas (p<0,001),
evidenciandose que los diabéticos no controlados poseen los valores mas altos en

comparacion con los diabéticos controlados e individuos sanos (Figura 8).
Existe una importante relaciéon entre los niveles de MDA y el pobre control

metabolico, lo que apoya que el estrés oxidativo estd muy influenciado por el control

metabolico tanto en pacientes con DM1 o DM2. Cuando mejora el control glicérico en
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pacientes con DM2, disminuyen los pardmetros de oxidacion, tales como las sustancias

reactivas con el acido tiobarbiturico (39).
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Figura 8. Niveles de MDA (nmol/ml) en plasma de pacientes con Diabetes Mellitus tipo
2 no controlados, controlados e individuos sanos que asistieron a la Unidad de Diabetes

del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Kw= 0,00036 p<
0,001. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados y C: individuos sanos.

En este trabajo ademas de los parametros antes mencionados, también se
determinaron antioxidantes enzimaticos (CAT) y no enzimaticos (GSH y AU) como
indicadores que contribuyan a la determinacion del grado oxidativo presente en los

pacientes con DM2.

En relacion a los valores obtenidos en la determinacion de la actividad en la enzima
catalasa, no se encontraron diferencias significativas en los tres grupos de estudio (p>0,05);
sin embargo, es importante sefialar que la tendencia del incremento de esta enzima se
observa en los diabéticos tipo 2 (no controlados y controlados) con respecto a los individuos

sanos, inclinandose el aumento en los diabéticos controlados (Figura 9).

En esta investigacion a pesar de no obtenerse diferencias significativas, la
tendencia del incrementd en los grupos experimentales, se demostr6 en una
investigacion anterior, encontrandose un aumento de la enzima en ratas diabéticas con

respecto a los controles, lo cual demuestra que la CAT en los pacientes diabéticos no
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controlados y controlados se debe a altas concentraciones de H,O», el cual provoca una

estimulacion marcada de la misma (9,40).
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Figura 9. Actividad enzimatica de la catalasa (U/ml) en sangre completa de pacientes
con Diabetes Mellitus tipo 2, no controlados, controlados e individuos sanos que
asistieron a la Unidad de Diabetes del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de

Cumana, estado Sucre. Kw=0,11 p>0,05. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos
controlados y C: individuos sanos.

En las concentraciones de GSH obtenidas en los pacientes diabéticos tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos, se observan diferencias altamente
significativas (p<0,001) aprecidndose una disminucion de dicho pardmetro en los
pacientes diabéticos, siendo mas notable en los no controlados, los valores mas altos se

evidencian en los individuos sanos (Figura 10).

Se ha demostrado la asociaciéon de las elevadas concentraciones de glucosa
sanguinea a valores disminuidos de glutation reducido (GSH) y elevadas de sustancias
reactivas al 4cido tiobarbiturico (6,41). En la hiperglicemia el incremento de las especies
reactivas del oxigeno, contribuye a la reduccion de GSH, debido a que éste actua para
contrarrestar el dafio oxidativo que provoca la excesiva acumulacion de EROs. Ademas,
se ha evidenciado que en la diabetes existe alteracion de enzimas antioxidantes tales
como, glutation peroxidasa y glutation reductasa, que contribuyen aun mas en la

acumulacioén de EROs en los tejidos provocando oxidacion de lipidos, proteinas y ADN.
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Figura 10. Niveles de GSH en GR (mmol/ml de GR) de pacientes con Diabetes Mellitus
tipo 2 no controlados, controlados e individuos sanos que asistieron a la Unidad de

Diabetes del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Kw=
6,21 p<0,001. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados y C: individuos sanos.

Los niveles de AU sérico obtenidos en esta investigacion, presentaron diferencias
muy significativas (p<0,01) entre los tres grupos en estudio, donde los valores de AU
sérico elevados corresponden a los pacientes diabéticos tipo 2 (no controlados y
controlados) al ser comparados con los resultados arrojados en los individuos sanos

(Figura 11).

En este estudio se observa que los pacientes diabéticos estdn sometidos a un estrés
oxidativo, reflejado por el aumento de MDA, disminucion de GSH y elevacion de AU
sérico, éste ultimo quizas este actuando como un mecanismo de defensa frente al dafio
oxidativo, debido a que posee un espectro amplio siendo capaz de quelar radicales libres,
iones metdlicos tales como el hierro y el cobre, inhibir el dafio producido por el
peroxinitrito (radical libre altamente reactivo) y actuar como una sustancia oxidable

capaz de aceptar electrones (20).

Por otra parte, se ha demostrado en andlisis realizados que la prevalencia del
sindrome metabdlico se incrementa considerablemente con el aumento de los niveles de
urato sérico, en los sujetos con sindrome metabolico, la hiperuricemia parece secundaria

a la disminucién en la excrecion de AU. Este hecho fisiopatologico se ha relacionado
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con aumento de la reabsorcién de sodio en el tibulo proximal, mediado por la

hiperinsulinemia (42,43).
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Figura 11. Niveles de acido urico sérico (mg/dl) en pacientes con Diabetes Mellitus tipo
2 no controlados, controlados e individuos sanos que asistieron a la Unidad de Diabetes

del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Kw= 0,0031 p<
0,01. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados y C: individuos sanos.

Una vez analizados los parametros, se aplico la correlacion de Spearman entre las
variables, para establecer posibles asociaciones con los niveles de glicemia (Tabla 1). Se
puede observar la asociacion negativa que existe con respecto al dcido trico en los
pacientes sin control glicémico. Ademas, existe asociacion con los niveles de
hemoglobina glicosilada en los diabéticos sin control y en los individuos sanos; en este
ultimo caso, a pesar de que los niveles de glicemia se encuentran dentro sus limites

normales, ocurre la glicosilacion, pero enmarcada dentro sus parametros adecuados.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion demuestran alteracion
metabolica en los pacientes diabéticos, causada por desbalance en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, acompaiiado de una disminucion de los sistemas
antioxidantes y un aumento en los niveles de dacido urico sérico, este ultimo
probablemente este actuando como mecanismo compensatorio ante los dafios oxidativos

reflejados por un aumento en la peroxidacion lipidica de esta patologia. Por otro lado, la
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alteracion presente en estos pacientes, es mas acentuada en los diabéticos sin un control
de glicemia, lo cual conlleva a que este tipo de paciente sea mas susceptible al desarrollo
de enfermedades degenerativas como Alzheimer, cancer, accidentes cerebro vasculares,

ateroesclerosis, entre otros, que en muchos casos ocasionan la muerte.

Tabla 1. Asociacion entre los niveles de glicemia y las variables estudiadas en pacientes
con Diabetes Mellitus tipo 2, no controlados, controlados e individuos controles que
asistieron a la Unidad de Diabetes del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de

Cumana, estado Sucre. Fs; Fisher; P: probabilidad; Ns: no significativo; *: diferencias significativas
(relacidon); DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos sanos.

Variables DNC DC C

Fs: 0,2384™° Fs: 0,0425™° Fs: 0,3541N°
Colesterol P: 0,2987 P: 0,8529 P:0,1227

Fs: 0,2600™° Fs: 0,2662™° Fs: -0,1253™
Triglicéridos P: 0,2571 P: 0,2459 P: 0,5849

Fs: -0,4084™° Fs: 0,3879N° Fs: 0,2594N%
HDL P: 0,0751 P: 0,0909 P: 0,2581

Fs: 0,2535™ Fs: 0,2768™ Fs: -0,1674™
VLDL P: 0,2692 P: 0,2276 P: 0,4657

Fs: 0,2264N° Fs: -0,0279™° Fs: 0,1713N8
LDL P: 03237 P: 0,9032 P: 0,4552

Fs: -0,6692* Fs: 0,0631™ Fs: -0,1194™
Acido trico P: 0,0035 P: 0,7832 P: 0,6028

Fs: 0,3654™° Fs: 0,0761N° Fs: -0,0928™
GSH P:0,1112 P: 0,7402 P: 0,6860

Fs: -0,1446™° Fs: 0,0770™° Fs: -0,1250™
CAT P: 0,5284 P: 0,7370 P: 0,5857

Fs: 0,3043™ Fs: 0,3539™ Fs: 0,1373™
MDA P: 0,1847 P: 0,1229 P: 0,5494

Fs: 0,7409% Fs: 0,1227™° Fs: 0,6937*
GlicoHb P: 0,0012 P: 0,5928 P: 0,0025
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CONCLUSIONES

Los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 controlados y no controlados mostraron
elevacion de la peroxidacion de membranas evaluados por la produccion de MDA,

mientras que los niveles de GSH disminuyen con respecto a los pacientes sanos.

Existe incremento en los niveles sérico de acido Urico en los pacientes diabéticos
no controlados y controlados con asociacién negativa en los niveles de glicemia en estos

ultimos.

La actividad de la catalasa, aunque no evidencia diferencia significativa, tiende a

ser mas elevada en los pacientes diabéticos controlados o no.

Los niveles de glicemia y hemoglobina glicosilada presentan asociacion en los

diabéticos no controlados y pacientes sanos.
El metabolismo de los lipidos presenta alteracion en los pacientes diabéticos,

evidenciado por el aumento de los niveles séricos de colesterol, LDL, VLDL,

triglicéridos y disminucion en el HDL-colesterol.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la determinaciéon de hemoglobina glicosilada como pardmetro
rutinario en pacientes diabéticos, ya que en el presente trabajo y en otros estudios, se ha
demostrado que constituye una de las mediciones mas especificas para evaluar el control
de la DM en el paciente y asi, vigilar el grado de hiperglicemia en el diabético. Ademas,
incrementar el uso de antioxidantes para evitar enfermedades degenerativas y disminuir

complicaciones cronicas de los dafios oxidativos en estos tipos de pacientes.
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Apéndice 1. Niveles de glucosa sérica en pacientes con diabetes tipo 2 no controlados,
controlados e individuos sanos atendidos en la Unidad de Diabetes del hospital Dr. Julio
Rodriguez. Cuman4, estado Sucre.

Grupos Exp. X +DE Medianas Minimo Maiéximo KW
DNC 209,65 + 70,35 193,00 135,00 395,00 1,45%#*
DC 96,25 + 14,35 94,00 77,00 133,00

C 82,35+ 8,06 81,50 70,00 109,00

X: media; DE: desviacion estandar; KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; ***: diferencias
altamente significativas. DNC: diabéticos no controlados. DC: diabéticos controlados. C: individuos
sanos.

Apéndice 2. Niveles de hemoglobina glicosilada en pacientes con diabetes tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos atendidos en la Unidad de Diabetes del
hospital Dr. Julio Rodriguez. Cumana, estado Sucre.

Grupos Exp. X +DE Medianas Minimo Maximo KW
DNC 9,60 £ 2,05 8,82 6,63 13,49 0,000003 1 #**
DC 7,31 +£0,77 7,26 6,09 8,49

C 7,08 0,32 7,15 6,67 7,94

X: media; DE: desviacion estandar; KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; ***: diferencias
altamente significativas. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos
sanos.

Apéndice 3. Niveles de colesterol total en suero de pacientes con diabetes tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos atendidos en la Unidad de Diabetes del
hospital Dr. Julio Rodriguez. Cumana, estado Sucre.

Grupos Exp. X +DE Medianas Minimo Maximo KW
DNC 237,80 + 75,14 227,00 94,00 386,00 0,0000075%**
DC 194,30 + 42,59 196,50 97,00 293,00

C 150,55 +£21,79 145,00 122,00 194,00

X: media; DE: desviacion estandar; KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; ***: diferencias
altamente significativas. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos
sanos.
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Apéndice 4. Niveles de HDL - colesterol en pacientes con diabetes tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos atendidos en la Unidad de Diabetes del
hospital Dr. Julio Rodriguez. Cumana, estado Sucre.

Grupos Exp. X +DE Medianas  Minimo Miéximo KW
DNC 38,55+ 16,58 34,00 23,00 97,00 0,0003 1 #**
DC 43,75 +9,03 43,00 30,00 63,00

C 50,40 + 8,46 49,50 37,00 75,00

X: media; DE: desviacion estandar; KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; ***: diferencias
altamente significativas. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos
sanos.

Apéndice 5. Niveles de LDL - colesterol en pacientes con diabetes tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos atendidos en la Unidad de Diabetes del
hospital Dr. Julio Rodriguez. Cumana, estado Sucre.

Grupos Exp. X +DE Medianas Minimo  Maéximo KW
DNC 166,13 + 71,44 153,30 53,00 283,00 0,000068***
DC 122,88 + 36,58 122,50 38,00 185,00

C 84,12 £ 26,91 76,50 55,00 161,00

X: media; DE: desviacion estandar; KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; ***: diferencias
altamente significativas. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos
sanos.

Apeéendice 6. Niveles de VLDL- colesterol en pacientes con diabetes tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos atendidos en la Unidad de Diabetes del
hospital Dr. Julio Rodriguez. Cumana, estado Sucre.

Grupos Exp. X +DE Medianas  Minimo  Maximo KW
DNC 33,12+ 15,08 31,40 14,00 56,00 0,000083**:*
DC 27,67 + 9,56 25,50 17,00 61,00

C 17,68 + 8,62 15,50 8,00 44,00

X: media; DE: desviacion estandar; KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; ***: diferencias
altamente significativas. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos
sanos.
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Apéndice 7. Niveles de triglicéridos en suero de pacientes con diabetes tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos atendidos en la Unidad de Diabetes del
hospital Dr. Julio Rodriguez. Cumana, estado Sucre.

Grupos Exp. X +DE Medianas Minimo Maximo KW
DNC 165,60 + 75,42 157,50 69,00 282,00 0,000077%*x*
DC 138,45 + 47,58 127,50 84,00 305,00

C 89,05 + 26,10 78,00 70,00 150,00

X: media; DE: desviacion estandar; KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; ***: diferencias
altamente significativas. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos
sanos.

Apéndice 8. Niveles de MDA en plasma de pacientes con diabetes tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos atendidos en la Unidad de Diabetes del
hospital Dr. Julio Rodriguez. Cumana, estado Sucre.

Grupos Exp. X+ DE Medianas Minimo Maximo KW
DNC 2,45+ 1,03 2,39 0,34 4,53 0,00036%**
DC 1,45+ 0,91 1,15 0,51 3,16

C 1,20 £ 0,61 1,03 0,51 2,73

X: media; DE: desviacion estandar; KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; ***: diferencias
altamente significativas. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos
sanos.

Apeéndice 9. Niveles de la actividad enzimatica de CAT en sangre completa de pacientes
con diabetes tipo 2 no controlados, controlados e individuos sanos atendidos en la
Unidad de Diabetes del hospital Dr. Julio Rodriguez. Cumana, estado Sucre.

Grupos Exp. X+ DE Medianas Minimo Maximo KW
DNC 18,50 + 1,06 17,71 17,28 19,72 0,11Ns
DC 18,60 + 1,08 18,52 17,39 19,84

C 18,21 = 1,01 17,58 17,20 19,66

X: media; DE: desviacion estandar, KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; Ns: no
significativo. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos sanos.
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Apéndice 10. Niveles de GSH en GR de pacientes con diabetes tipo 2 no controlados,
controlados e individuos sanos atendidos en la Unidad de Diabetes del hospital Dr. Julio
Rodriguez. Cumana, estado Sucre.

Grupos Exp. X +DE Medianas Minimo Maéximo KW
DNC 1,62 +0,38 1,73 0,82 2,07 6,21 %**
DC 4,50 + 2,48 3,36 1,89 9,07

C 9,78 £3,63 9,63 2,79 20,11

X: media; DE: desviacion estandar; KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; ***: diferencias
altamente significativas. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos
sanos.

Apéndice 11. Niveles séricos de acido trico en pacientes con diabetes tipo 2 no
controlados, controlados e individuos sanos atendidos en la Unidad de Diabetes del
hospital Dr. Julio Rodriguez. Cumana, estado Sucre.

Grupos Exp. X+ DE Medianas Minimo Maximo KW
DNC 5,40 = 1,36 5,50 3,30 8,20 0,0031**
DC 6,22 + 1,57 6,00 4,00 9,40

C 4,52 £1,11 4,65 2,50 6,70

X: media; DE: desviacion estandar, KW: Test Kruskal-Wallis que compara las medianas; **: diferencias
muy significativas. DNC: diabéticos no controlados; DC: diabéticos controlados; C: individuos sanos.
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Anexo 1
CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinacion del Prof. Daniel Belmar y la Dra. Mairin Lemus, se esta realizando
el proyecto de investigacion titulado “VARIACIONES DEL METABOLISMO
OXIDATIVO MEDIANTE NIVELES DE GLUTATION, PEROXIDACION
LIPIDICA, ACIDO URICO Y LA ACTIVIDADA DE LA CATALASA EN
PACIENTES CON DIABETES TIPO 2 ATENDIDOS EN LA UNIDAD DE
DIABETES DEL HOSPITAL DR. JULIO RODRIGUEZ. CUMANA, ESTADO
SUCRE”. Cuyo objetivo general es, evaluar las variaciones del metabolismo oxidativo
mediante niveles de glutation, peroxidacion lipidica, acido Urico y la actividad de la
catalasa en pacientes con diabetes tipo 2, provenientes de la Unidad de Diabetes del
Hospital Especial Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de Cumana, estado Sucre teniendo
como objetivos especificos: medir los niveles de glutation, malonildialdehido, 4cido
urico, actividad de la enzima catalasa, asi como también los niveles de glicemia,
hemoglobina glicosilada y perfil lipidico, estableciendo las posibles asociaciones de los
parametros determinados en pacientes con DM2 y en individuos sanos.

Yo: C.IL

Nacionalidad:
Estado Civil: Domiciliado en:

A través de la presente declaro que, siendo mayor de edad, en pleno uso de
mis facultades mentales y sin obligacion alguna, estoy en completo
conocimiento de la naturaleza, duracidn y riesgos relacionados con el estudio
indicado, por lo que reconozco:

1. Haber sido informado (a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigadores de este Proyecto, de todos los aspectos relacionados con el proyecto
de investigacion titulado: “VARIACIONES DEL METABOLISMO OXIDATIVO
MEDIANTE NIVELES DE GLUTATION, PEROXIDACION LIPIDICA, ACIDO
URICO Y LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA EN PACIENTES CON
DIABETES TIPO 2 ATENDIDOS EN LA UNIDAD DE DIABETES DEL
HOSPITAL DR. JULIO RODRIGUEZ. CUMANA, ESTADO SUCRE”.

2. Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes sefialado es evaluar las
variaciones del metabolismo oxidativo mediante niveles de glutation, peroxidacion
lipidica, acido trico y la actividad de la catalasa en pacientes con diabetes tipo 2,
atendidos en la Unidad de Diabetes del Hospital Dr. Julio Rodriguez de la ciudad de
Cumana, estado Sucre.

3. Conocer bien el Protocolo Experimental expuesto por el investigador, en el cual se
establece que mi participacion en este trabajo consiste en: donar de manera
voluntaria una muestra de sangre mediante puncidon venosa, previa asepsia de la
region anterior del antebrazo.
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Que la muestra que acepto donar se utilizarda Unica y exclusivamente para
determinar marcadores enzimaticos del estrés oxidativo, acido urico, glicemia,
hemoglobina glicosilada y perfil lipidico.

Que el personal que realiza esta investigacion, me ha garantizado confiabilidad
relacionada tanto a mi identidad como a cualquier otra informacion relativa a mi
persona a la que tenga acceso por concepto de mi participacion en el proyecto antes
mencionado.

Que bajo ningun concepto podré restringir el uso para fines académicos de

los resultados obtenidos para el presente estudio, que ademds podra estar

sujeto a publicaciones en revistas cientificas.

Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgos e inconveniente

alguno para mi salud.

Que cualquier pregunta que tenga en relacion con este estudio me sera respondida
oportunamente por parte del equipo de personas antes mencionadas.

Que bajo ninglin concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir beneficio de tipo
economico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido Proyecto
de Investigacion.
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DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclaradas mis interrogantes con respecto a este
formato de consentimiento y por cuanto a mi participacion en este estudio es totalmente
voluntaria, acuerdo:

1. Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores a realizar el referido estudio en las muestras que acepto donar para
fines indicados anteriormente.

2. Reservarme el derecho de renovar esta autorizacion y donacién en cualquier
momento sin que ello conlleve algiin tipo de consecuencias negativa para mi
persona.

Firma de voluntario:
Nombres y apellidos:
C.IL
Lugar:
Fecha:

DECLARACION DEL INVESTIGADOR
Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo
mencionado, certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este
formulario de consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y
beneficios de la participacion de este estudio. Ningin problema de indole médica de
idioma o de instruccion ha impedido al sujeto tener clara comprension de su
compromiso con este estudio. Por el Proyecto de “variaciones del metabolismo
oxidativo mediante niveles de glutation, peroxidacion lipidica, acido turico y la actividad
de la catalasa en pacientes con diabetes tipo 2 atendidos en la Unidad de Diabetes del
Hospital Dr. Julio Rodriguez. Cumanad, estado Sucre”.
Nombres:
Lugar y Fecha:
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Anexo 2
ENCUESTA

Fecha:
Tesista: Anarelys Lugo

Datos Epidemioldgicos

Paciente N'

Nombres y Apellidos:

Edad: ~ Sexo:M () F()
Direccion:

Teléfono:

Datos Clinicos
Edad del diagndstico de la enfermedad

Tiempo de evolucion de DMT2:

Desde su diagnostico se ha controlado: Si ( ) No ( ) (Qué tratamiento utiliza?:

Padece de colesterol o triglicéridos elevado: Si ( ) No ( ) (Qué tratamiento recibe?:

Antecedentes Patologicos

Ademés de ser diabético padece de otra enfermedad: Si ( ) No ( ) Cuél(es)? :

Evaluacion Fisica

Obesidad: Si( ) No ()

Peso:

Talla:

Cintrura: Cadera:

PA sistolica mmHg PA diastolica mmHg

Antecedentes Familiares

Diabetes mellitus: Si( ) No ()
HTA:Si( ) No()

Obesidad: Si( ) No ()

Enfermedad cardiovascular: Si( ) No ()

Factores de Riesgos
Consume alcohol: Si ( ) No ( ) Frecuencia:
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Fuma: Si ( ) No ( ) Frecuencia:
Cumple con la dieta recomendada por el médico: Si ( ) No ( ) Alimentos que
habitualmente consume:

Realiza ejercicios: Si ( ) No ( ) Frecuencia:

Otros
Cual fue el valor de glicemia obtenido en su tltimo chequeo médico?
Nivel de glicemia capilar (momento de la encuesta):
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Resumen (abstract):

Con la finalidad de evaluar las variaciones del metabolismo oxidativo mediante niveles
de glutation, peroxidacion lipidica, acido urico y actividad de la enzima catalasa, se
estudiaron 40 pacientes adultos de ambos sexos en edades comprendidas entre 30 y 60
afios, con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (no controlados y controlados)
con evolucion de hasta 10 afios, provenientes de la Unidad de Diabetes del hospital Dr.
Julio Rodriguez de la ciudad de Cumand, estado Sucre (grupo experimental) y 20
individuos adultos, aparentemente sanos (grupo control). Ademas, se determinaron los
niveles de glicemia, hemoglobina glicosilada y perfil lipidico. Mediante la aplicacion del
analisis de Kruskal-Wallis en los tres grupos en estudios, se hallaron diferencias
altamente significativas para la glicemia, hemoglobina glicosilada, perfil lipidico,
glutation reducido y malonildialdehido. Para el acido trico se encontraron diferencias
muy significativas y no se hallaron diferencias significativas en la actividad de la enzima
catalasa. Los pacientes diabéticos no controlados mostraron los valores mas altos en los
parametros estudiados con una disminuciéon de GSH, al compararse con los diabéticos
controlados que presentaron patrones similares a los individuos sanos. Asi mismo, para
establecer las posibles asociaciones entre los niveles de glicemia con los pardmetros
evaluados se aplico un andlisis de correlacion entre las variables, encontrandose
asociacion negativa con los niveles de acido urico en los diabéticos no controlados y
asociacion con los valores de hemoglobina glicosilada en diabéticos no controlados e
individuos sanos. Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten concluir que
existen evidencias de que el estrés oxidativo se encuentra implicado en la DM2,
acentuado en los diabéticos sin control de glicemia, lo que infiere que el buen control de
la diabetes puede prevenir dafo oxidativo y asi mismo disminuir complicaciones en
estos pacientes, evitando enfermedades degenerativas y el riesgo aterogénico que suelen
presentarse en la enfermedad.
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