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RESUMEN

El estrés oxidativo estd implicado en las complicaciones de la diabetes mellitus, como la
retinopatia. En condiciones de hiperglucemia se incrementan los niveles de éxido nitrico y de
anion superdxido, y se produce dafio irreversible a biomoléculas.

En este estudio se evaluaron los niveles urinarios y plasméticos de nitritos, nitrotirosina en
plasma eindicadores de estres oxidativo en pacientes diabéticos tipo 1 con y sin retinopatia,
procedentes de los Hospitales Gustavo Fricke, Naval y VVan Buren, en Valparaiso. Se observo
diferencia en los niveles de nitritos en plasma entre diabéticos con y sin retinopatia, y el grupo
control (117,95+£8,80 umol/L; 77,98+32,65 pumol/L; 58,72+13,37 pumol/L; respectivamente;
p<0,0001). La nitrotirosina plasmatica es menor en diabéticos sin retinopatia en relacion con
los que presentan la complicacion (0,76£1,93vs 2,20+2,44 umol/L; p=0,0008) y es casi
imperceptible en el grupo control (0,02+0,00umol/L). Una menor actividad de las enzimas
superoxidodismutasa y catalasa, asi como mayor lipoperoxidacion se demostré en pacientes
con retinopatia.

Los resultados permiten sugerir que existe una relacion entre la formacion e inactivacion de NO
con el estrés oxidativo, la retinopatia diabética y probablemente con la patogenia de esta
complicacion.
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INTRODUCCION

La retinopatia diabética (RD) constituye una de las complicaciones de la diabetes mellitus.
Aproximadamente el 25% de los pacientes con diabetes mellitus tipo 1 presentan retinopatia a
los cinco afios de evolucion de la enfermedad, y el 80% después de los diez afios de evolucion
de la enfermedad, siendo la causa mas frecuente de ceguera en estos pacientes.! Entre las formas
clinicas de RD, la RD proliferativa tiene mal pronostico y se asocia habitualmente con
nefropatia, enfermedades cardiovasculares o ambas.?

Resultados del estudio Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) confirman que la
hiperglucemia es un factor importante en el desarrollo de la retinopatia e indican que de lograrse
un control metabolico 6ptimo de la DM, existen menos posibilidades de desarrollo de dicha
complicacion.?

La hiperglucemiayel estrés oxidativo son eventos importantes en la patogénesis de la RD.! La
hiperglucemia condiciona la mayor actividad de vias metabdlicas queincrementan la
produccion de especies reactivas oxidantes (ERO), deplecion de mecanismos antioxidantes, y
el establecimiento de estrés oxidativo (EO), con alteraciones en la estructura y funcion de los
diferentes niveles de organizacion bioldgica, y en vias especificas de sefializacion de la célula
que favorecen las complicaciones del diabético.}®*

La retina es particularmente susceptible al estrés oxidativo, dado el alto contenido en &cidos
grasos poliinsaturados, la elevada demanda energética y la exposicion a la luz.® EI EO afecta
la funcion del endotelio, incrementa la permeabilidad vascular y la apoptosis en los pericitos
retinales.® En la retina del diabético con retinopatia se observan isquemia y trastornos
circulatorios importantes.’

El 6xido nitrico (NO) interviene en los mecanismos que regulan la circulacion retiniana. En
estudios clinicos realizados en plasma de pacientes con RD se ha asociado el control metabdlico
del diabético con el metabolismo del 6xido nitrico.® En estudios in vitro se ha observado que la
hiperglucemia induce la expresion de la 0xido nitrico sintasa endotelial y un incremento del
anion superoxido en células endoteliales.® En estas condiciones se favorece la produccion de
peroxinitrito y la inhibicién de la accion del NO en el endotelio vascular.

Antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos desempefian un papel protector en la pared
vascular. En este contexto, la administracion de antioxidantes a ratas diabéticas disminuyo

losefectos deletéreos que se producen en la retinopatia diabética, como la adhesion leucocitaria
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a las células endoteliales, la permeabilidadvascular, la apoptosis de células retinianas y el
engrosamiento de la membrana basal. Se ha sugerido ademés, que el incremento en la
superdxido dismutasa extracelular, una de las enzimas antioxidantes, inhibe la progresion de la
RD.10

En Chile no existen estudios previos sobre los niveles del NO vy el estrés oxidativo en la RD.
En el presente estudio se analizan los niveles de NO y de indicadores de estrés oxidativo en
pacientes diabéticos tipo 1 con retinopatia diabética, herramienta que pudiera ser eficaz en el
control de estos pacientes.

METODOS

De los consultorios de endocrinologia de los Hospitales VVan Buren, Naval y Gustavo Fricke,
en Valparaiso, se seleccionaron 41 pacientes diabéticos tipol, entre 20 y 40 afios de edad v al
menos diez afios de evolucion de la enfermedad, no fumadores, no hipertensos ni portadores
de enfermedad tumoral o inflamatoria. Estos pacientes fueron divididos en dos subgrupos: 21
pacientes diabéticos sin retinopatia y 20 pacientes con retinopatia diabética.

El diagndstico de retinopatia se confirm6 mediante oftalmoscopia directa (oftalmoscopio Carl
Zeiss), la biomicroscopia del fondo de ojo con el empleo de la lampara de hendidura marca
CSO modelo CL-930, asi como la oftalmoscopia indirecta (oftalmoscopio Keeler y lente
auxiliar Goldman).

Los pacientes sin medicacion de insulina al momento de la evaluacion, recolectaron la orina de
24 horas previas al estudio. Se seleccionaron ademas 21 personas sanas (grupo control).
Pacientes y personas sanas dieron consentimiento por escrito para participar en el estudio,
siendo aprobado por el Comité de Etica delas instituciones involucradas.

Procedimientos analiticos.

La glucemia se determind por el método enzimaticocolorimétrico de glucosa oxidasa,*! la
hemoglobina glicada (HbA1c) por un método de separacion de las hemoglobinas rapidas por
medio de cromatografia de intercambio iénico (Human)!2y la creatinina segun Slot, basado en
el método de Jaffé. ™

Determinacion de indicadores asociados al estrés oxidativo: Se determinaron los indicadores
nitritos, nitrotirosina, lipoperoxidacion, grupos carbonilo, capacidad antioxidante total y
actividad de enzimas antioxidantes catalasa (CAT) y superdxido dismutasa extracelular (SOD).

La determinacion de nitritos se realizd mediante el reactivo de Griess.'* Los niveles de nitritos
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en orina fueron normalizados a través de la determinacion de creatinina en orina. Para la
cuantificacion de nitrotirosina se utilizé un ELISA (Nitrotyrosine Elisa test kit, Cat #: HK 501.
Lt #: 3519K16, Size: 2x96 assays. HyCult Biotechnology). La lipoperoxidacion se realizo
mediante la determinacion de productos reactivos al acido tiobarbitirico (TBARS),®y la
determinacion de carbonilos segln Levin y colaboradores.'® La actividad de las enzimas CAT
y SOD se realizaron siguiendo la cinética de descomposicion de perdxido de hidrogeno y la de
formacion de citocromo reducido en presencia del sistema xantina-xantina oxidasa,
respectivamente.!”*® La capacidad antioxidante total se determind segin Romay Y
colaboradores,'®y la concentracion de proteinas mediante el método de Lowry.?

Anaélisis estadistico: Para analisis estadistico de los datos se utiliz6 el programa Statistica. Se
estimé la diferencia entre los grupos mediante estadistica no paramétrica que incluyé analisis
de varianza de Kruskal-Wallis para muestras independientes, con el fin de verificar diferencias
entre grupos. Se consideraron diferencias significativas cuando p<0,05.

RESULTADOS

Determinacion de nitratos-nitritos plasmaticos y urinarios

Como se observa en la Tabla 1, la concentracion de nitratos y nitritos plasmaticos fue diferente
entre los tres grupos de estudio, siendo mayor en los diabéticos con retinopatia, en relacion con
el grupo control y con el grupo de diabéticos sin retinopatia (p< 0,0001; Tabla 1). En orina, no
se demuestran diferencias significativas (p= 0,6885); no obstante en diabéticos con retinopatia,

las concentraciones de nitritos y nitratos tienden a ser mayores.

Tabla 1. Concentraciones de nitratos-nitritos plasmaticas y urinarias.

Control DM-1 DM-1R

Nitritos-nitratos plasmaticos| Media 58,72 77,98 117,95*
(umol/L) Desviacion estandar 13,37 32,65 38,80
Nitritos-nitratos urinarios | Media 165,48 168,37 301,63
(umol/L) Desviacion estandar 140,64 101,72 434,41

DM-1: diabetes mellitus tipo 1; DM-1R: diabetes mellitus tipo 1 con retinopatia; *p<0,0001

Determinacion de nitrotirosina en plasma.
En las personas del grupo control, la nitrotirosina es practicamente indetectable. Sin embargo,

la concentracidn de nitrotirosina en diabéticos con retinopatia resultd ser mayor que en el grupo
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sin esta complicacion (p=0,0008), resultado que se expresa en el analisis de la relacion

nitrotirosina/nitritos que se representa en el Gréfico 1.

Gréfico 1. Nitrotirosina/Nitritos para cada grupo: Control, diabetes mellitus sin retinopatia

y diabetes mellitus con retinopatia.
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Dafio a lipidos (especies reactivas al acido tiobarbitdrico) y a proteinas (grupos carbonilo).

La mayor concentracion de TBARS se verifica en los diabéticos con retinopatia (Grafico 2),
mientras que en relacion con la concentracion de grupos carbonilo no se observan diferencias
significativas entre los grupos (p=0,0666; Grafico 3), aunque en el grupo control se encontro la

concentracion mas baja.
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Gréfico 2. Determinacidn de especies reactivas al acido tiobarbitdrico en los grupos de
estudio.
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Gréfico 3. Concentracion de carbonilo en grupos control, diabéticos sin y con retinopatia.
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Actividad enzimética superdxido dismutasa: La actividad de la enzima SOD, no fue diferente
entre los grupos (p=0,2884), aunque se observa una tendencia a menor actividad en pacientes
con retinopatia diabética (Gréafico 4).

Actividad enzimatica catalasa: En el Gréafico 5 se observa un incremento significativo en la
actividad de la catalasa en los pacientes diabéticos tipo 1 sin retinopatia, pero en presencia de
retinopatia la actividad de esta enzima disminuye (test ANOVA vy test de Fisher; p<0,05).

Gréfico 4. Actividad superoxido dismutasa Gréafico 5. Actividad catalasa

en controles, diabéticos y diabéticos con retinopatia. en controles, diabéticos y diabéticos con retinopatia.
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Capacidad antioxidante total en plasma sanguineo (TRAP): Los resultados del test ANOVA
no permite verificar diferencias entre los grupos en estudio (Gréfico 6). No obstante se encontro

una tendencia al incremento en el grupo con retinopatia en comparacion al resto de los grupos.

Gréfico 6. Capacidad antioxidante total en plasma sanguineo en los diferentes grupos

de estudio.
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DISCUSION

El 6xido nitrico interviene en el control del tono vasomotor, la angiogénesis y la permeabilidad
vascular. La mayor concentracion de nitritos y nitratos en los pacientes diabéticos con
retinopatiaindica una posible relacion entre la produccion de NO y las complicaciones a nivel
de microcirculacion en estos pacientes. Se ha documentado que un aumento en las
concentraciones sanguineas de glucosa eleva los niveles de NO, tanto en animales, como en
pacientes con diabetes tipo 1 con reciente diagnostico.?! Este aumento se ha vinculado con el
requerimiento de dosis de insulina y con la activacion de la 6xido nitrico sintasa inducible,
activacion en particular en las células fotorreceptoras.?? La expresion de esta enzima es mediada
por el factor nuclear-xB, el cual se incrementa en estados de hiperglucemia y es relevante en la
degeneracion vascular que se presenta en la retinopatia diabética.n%%

Los resultados del presente estudio concuerdan con los de Maejima y colaboradores, quienes
demostraron que la concentracion de nitratos y nitritos en diabéticos tipo 2 fue superior a la del
grupo control. En este mismo estudio se evaluaron estos niveles en diabéticos con distintas

complicaciones microvasculares, resultando mayores en pacientes que presentaban distintos
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grados de retinopatia y neuropatia.?* Sharma y colaboradores también cuantificaron NO en
diabéticos tipo 2 y encontraron asociacion con la severidad de la retinopatia.® En el estudio de
Rodriguez los niveles de nitritos y nitratos se incrementaron con la severidad de la RD.? Izumi
reportdé un incremento en NO en pacientes diabéticos con y sin RD en comparacion con
personas saludables.?®

Las determinaciones de nitratos y nitritos en orina son mayores que en plasma debido
probablemente a que en la orina se suma un porcentaje de formacion de NO a nivel renal. Se
ha descrito que en diabéticos conneuropatias recientes se produce un aumento excesivo en la
produccion de NO, por sobre la del anion superoxido, lo que contribuye a favorecer la
vasodilatacion a nivel renal .2

La relacion entre el aumento en la formacion de NO y su desactivacion oxidativa se expreso
por medio de la proporcion de las concentraciones plasmaticas de nitrotirosina/nitratos y
nitritos (NT/NO). El anlisis revela un aumento en pacientes diabéticos tipo 1, el cual se hace
mas evidente en presencia de retinopatia (Grafico 1).

El incremento en la formacién de NO favorece su oxidacion en presencia de anion superoxido,
con la formacion de peroxinitrito. Esta afirmacion se evidencia con la cuantificacion de
nitrotirosina, marcador que esta incrementadoen diabéticos con retinopatia, condicion que
genera un compromiso microvascular. Resultado similar se reporta en el estudio de Ruia y
colaboradores.® En este contexto, los marcadores de concentracion de NO vy nitrotirosina
resultan ser indicativos de dafio oxidativo.

Los niveles elevados de lipoperoxidacion en los pacientes diabéticos con presencia de RD,
evidencian la existencia de una mayor peroxidacion lipidica en esta complicacion de la diabetes.
Esto puede explicarse porque dicha lipoperoxidacion es la consecuencia de la formacion de
especies reactivas a expensas de una hiperglucemia mantenida o en episodios bruscos presente
en el paciente diabético. El incremento de la lipoperoxidacion en los pacientes con DM tipo 1
con RD en relacion con diabéticos sin retinopatia, sugiere que las especies reactivas del oxigeno
desempefian una funcion importante como factor desencadenante y agravante de la RD,
potenciado por el tiempo de evolucion de la diabetes.

El incremento en las especies reactivas es el nexo entre la hiperglucemia y las complicaciones
del diabético debido a la modificacion en vias metabolicas, entre las que se encuentran la

activacion de la via del poliol, la formacion del diacilglicerol y el fosfatidilinositol por
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activacion de la proteina quinasa C, la formacion de productos terminales de glicacion avanzada
y la disfuncion mitocondrial.® De hecho, las ERO incrementan la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular en retina y en consecuencia, se incrementa la expresion de la
enzima Oxido nitrico sintasa.?’

Los resultados que se presentan son similares a los documentados por otros autores. Incremento
en los niveles de TBARS atendiendo a la severidad de la retinopatia diabética es uno de los
hallazgos referido por los grupos de Ruia y de Rodriguez y colaboradores. En el estudio de Ruia
con 40 diabéticos con retinopatia se demostrd un incremento de la peroxidacion con la
evolucion de la complicacion.®%

Altas concentraciones de productos de la peroxidacion lipidica y de peroxinitrito se han
encontrado en pacientes diabéticos con retinopatia en relacién con aquellos pacientes diabéticos
sin complicacion angiopatica.®2®

De acuerdo a los resultados obtenidos sobre dafio a proteinas se observa una tendencia al
aumento en pacientes con retinopatia diabética. Especies reactivas y productos finales de la
peroxidacién lipidica pueden producir dafio a proteinas, lo que compromete la funcion
metabolica, en la que intervienen enzimas.

Las enzimas antioxidantes son diana de las especies reactivas, lo que hace pensar en una menor
actividad de las enzimas antioxidantes en diabéticos con retinopatia, como se observa en la
tendencia a la disminucién en la actividad SOD vy la disminucion en la actividad CAT en los
diabéticos complicados. Una disminucién de la actividad de SOD puede estar relacionada con
un aumento en la concentracion de peréxido de hidrogeno (H202), proveniente de la
autoxidacion de la glucosa y favorecida por una baja actividad de la enzima catalasa. EI H20>
inhibe a la superoxido dismutasa, cuyo sustrato es el anidn superdxido. EIl incremento en este
anion trae como consecuencia la formacion de otras especies reactivas, como el peroxinitrito.®
Bajo estas condiciones es ineficaz el mecanismo antioxidante endégeno en estos pacientes
diabéticos. Este resultado difiere del que se reporta por Rodriguez y colaboradores, quienes
encuentran que la actividad catalasa en eritrocitos esta incrementada en la RD, probablemente
como respuesta compensatoria ante el incremento en las ERO en diabéticos tipo 2.2°

El aumento significativo en la actividad catalasa en los pacientes diabéticos tipo 1 sin
retinopatia estad en correspondencia con la menor lipoperoxidacion en estos pacientes y la

respuesta antioxidante que se produce ante un incremento en las especies reactivas.
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La valoracion de las defensas antioxidantes no enzimaticas del organismo se realiz6 mediante
la técnica TRAP. A pesar de que los resultados no difieren entre los grupos, el valor mayor se
encontrd en el grupo con retinopatia en comparacion al resto de los grupos. Los mecanismos de
defensa antioxidante del plasma parecen responder a las necesidades metabodlicas en
consecuencia con los cambios fisiopatoldgicos. Sin embargo, Rodriguez y colaboradores
encontraron disminucion en la capacidad antioxidante total asociada a la severidad de la RD.?®
Consideraciones finales

Teniendo en cuenta los resultados que se presentan se confirma que existe una relacion entre

la formacion e inactivacion de NO con el estrés oxidativo y la retinopatia diabética. Los
marcadores de concentracion de NO y nitrotirosina asi como de lipoperoxidacion, indicativos
de dafio oxidativo, pueden influir en la progresion de complicaciones como la retinopatia en
pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y podrian ser indicadores efectivos de diagnostico

precoz de dafio microvascular.
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