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RESUMEN 

Antecedentes: La diabetes mellitus es catalogada actualmente como una epidemia de 

dimensiones mundiales y por sus complicaciones, es la primera causa de muerte en 

México. 

Se ha reconocido que el estrés oxidante juega un papel importante en el desarrollo de 

la resistencia a insulina y de las complicaciones secundarias de la diabetes.  

El factor de transcripción relacionado al factor nuclear eritroide 2 NF-E2 (Nrf2), se 

considera el regulador maestro de la respuesta antioxidante, ya que promueve la 

transcripción de diversas enzimas antioxidantes, entre ellas, las encargadas de la 

síntesis de glutatión. En modelos animales, su activación protege a las células β-

pancreáticas de la muerte celular, disminuye la resistencia a insulina, mejora el 

control glicémico y tiene efecto protector ante el desarrollo de complicaciones 

secundarias. 

Hipótesis: El incremento de estrés oxidante en los individuos diabéticos estará 

asociado a una menor actividad de Nrf2 en las células mononucleares de sangre 

periférica. 

Además, el desarrollo de estrés oxidante en la diabetes se asociará con polimorfismos 

en los genes de las enzimas NADPH oxidasa y superóxido dismutasa.  

Objetivo: Determinar los factores clínicos y antropométricos asociados al progreso de 

estrés oxidante y que contribuyen al desarrollo de diabetes tipo 2 en una muestra de 

población Mexicana.  

Metodología: Se trató de un estudio transversal de controles y casos con prediabetes 

y diabetes tipo 2. Se midió la capacidad antioxidante total, las concentraciones de 

malondialdehído y glutatión, así como la actividad de las enzimas antioxidantes 

glutatión peroxidasa, glutatión reductasa en el plasma sanguíneo, y -glutamato 

cisteína ligasa  y superóxido dismutasa en eritrocitos. Se determinó si las frecuencias 

genotípicas de los polimorfismos en el gen de la subunidad p22phox de la enzima 

NADPH oxidasa (rs4673) y de la enzima superóxido dismutasa (rs4880) se asocian 

con la diabetes. En núcleos de células mononucleares de sangre periférica, se 

determinó la actividad transcripcional de Nrf2. Bajo esta estrategia se estableció si 

existe alguna falla en la activación de Nrf2 para promover la respuesta antioxidante 

endógena en la diabetes. Las mediciones se realizaron en 259 controles, 183 casos y 

116 prediabéticos según los criterios de diagnóstico de la Asociación Americana de 
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Diabetes (2011). Se les determinó la química sanguínea, biometría hemática y se 

extrajo el DNA para la genotipificación. 

Resultados: No se observó un desbalance redox en los pacientes prediabéticos, sin 

embargo, se encontró una menor actividad transcripcional de Nrf2 en las células 

mononucleares de sangre periférica de estos pacientes respecto a los sujetos no 

controles. En los individuos diabéticos, se observó una disminución de las defensas 

antioxidantes, principalmente en la producción de glutatión y la capacidad 

antioxidante total en plasma y eritrocitos, así como un incremento de 

malondialdehído en plasma y de la actividad de la enzima superóxido dismutasa en 

eritrocitos. Los niveles de Nrf2 en los pacientes diabéticos con pobre control 

glucémico (hemoglobina glucosilada >7%) fueron inferiores respecto a los sujetos 

control, lo que sugiere que la disminución transcripcional de Nrf2 podría preceder al 

desarrollo de estrés oxidante durante la diabetes. Por tanto, un común denominador 

de la modulación del estado redox fue el control de la enfermedad determinado por 

los niveles de hemoglobina glucosilada en los sujetos diabéticos, sugiriendo que el 

control de la hiperglucemia tiene un efecto positivo en el control del estrés oxidante 

durante la diabetes. Finalmente, los estudios de regresión sólo mostraron asociación 

del polimorfismo rs4673 en el gen de la subunidad p22phox de la NADPH oxidasa con 

la diabetes. 

Conclusión: En los pacientes prediabéticos y diabéticos se observó menor actividad 

transcripcional de Nrf2 en las células mononucleares de sangre periférica, lo que 

sugiere que la disminución de Nrf2 podría preceder al desarrollo de estrés oxidante 

desde la prediabetes. Sin embargo, la variabilidad en los niveles de este factor no se 

pudo explicar del todo por los marcadores de estrés evaluados en plasma y eritrocitos. 

Finalmente, sólo el polimorfismo rs4673 en el gen de la subunidad p22phox de la 

enzima NADPH oxidasa, se encontró significativamente asociado con la hemoglobina 

glucosilada. 
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I. INTRODUCCIÓN  

 

La cantidad de personas con diabetes en el mundo incrementa en una 

proporción tal que supera las estimaciones realizadas por instancias internacionales. 

En el año 2000, la Organización Mundial de la Salud (OMS) estimaba que para el año 

2030 las personas con diabetes en el mundo alcanzarían la cifra de 366 millones de 

personas. Sin embargo, en la última estimación de la Federación Internacional de 

Diabetes (FID), esta cifra ha sido superada para el año 2013. Aunado al hecho de que 

aproximadamente la mitad de esta cifra corresponde a personas diabéticas aún no 

diagnosticadas, se considera que para el año 2015 habrán alrededor de 450 millones 

de personas en el mundo que sufrirán de alguna complicación secundaria de la 

diabetes si el control glucémico es deficiente.  

La diabetes mellitus es una enfermedad multifactorial en la cual factores 

ambientales como la alimentación, el sedentarismo, el medio ambiente, entre otros, se 

conjugan con factores genéticos que predisponen a ciertos individuos a padecer la 

enfermedad. Así mismo,  el estrés oxidante juega un papel muy importante en el 

desarrollo de la diabetes y sus complicaciones.  

Recientes investigaciones in vivo se han enfocado en el papel del factor de 

transcripción relacionado al factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) en el desarrollo de 

resistencia a la insulina y las complicaciones propias de la diabetes. Sin embargo, poco 

se sabe de su papel en humanos tanto en etapas previas a la diabetes (prediabetes) 

como en el desarrollo de la enfermedad y sus complicaciones.  

En la búsqueda de nuevos blancos de la enfermedad que sirvan como 

predictores de la misma, así como posibles blancos terapéuticos, no se ha descartado 

el uso de antioxidantes para contrarrestar los efectos oxidantes de la hiperglucemia. 

Por tanto, resulta importante el estudio de los factores tanto ambientales como 

genéticos que contribuyen a la modulación de marcadores circulantes del estado 

redox en la población mexicana. 

Además, ya que Nrf2 es considerado como el regulador maestro de la respuesta 

endógena antioxidante, el establecer si éste se encuentra modificado durante etapas 

previas y posteriores al desarrollo de la diabetes, permitirá la apertura de una nueva 

vía de estudio e intervención de la enfermedad. 
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II. ANTECEDENTES 

 

2.1. Diabetes mellitus  

La diabetes es un grupo de enfermedades metabólicas caracterizada por 

hiperglucemia, debida a una deficiencia en la secreción y/o acción de la insulina. La 

hiperglucemia crónica provoca alteraciones del metabolismo de los hidratos de 

carbono, las proteínas y las grasas (Thomas y Philipson, 2015). Se trata una 

enfermedad crónica, degenerativa y progresiva que conlleva a la disminución de la 

esperanza de vida en quienes la padecen, ya que se asocia con múltiples 

complicaciones micro y macrovasculares. 

 

2.1.1. Prevalencia 

La Federación Internacional de Diabetes (FID) estimó que para el año 2012 

habían 382 millones de adultos (8.3%) con diabetes en el mundo entero y para el año 

2035, el número de personas diabéticas incrementaría a 592 millones (FID, 2013). 

México se encuentra entre los primeros 10 países con mayor número de 

diabéticos. Según la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) 2012, emitida 

por el Instituto Nacional de Salud Pública (INSP), la prevalencia nacional de diabetes 

por diagnóstico médico en adultos fue de 7.0 % (7.3% mujeres y 6.5% hombres). A 

nivel nacional, el Distrito Federal, Nuevo León, Veracruz, el Estado de México, 

Tamaulipas y Durango presentan la prevalencia más alta de diabetes (de 10.2 a 

12.3%) (INSP, 2012).  

Por tanto, se ha originado un gran problema de salud pública y elevados costos 

para el sector salud debido a que quienes la padecen acuden con mayor frecuencia a 

las unidades de atención médica, tienen una probabilidad mayor de ingresar a los 

servicios de urgencias y, debido a las múltiples complicaciones, requieren 

hospitalizaciones más prolongadas en comparación con los individuos que no son 

diabéticos (Fernández-Cantón, 2006).  

 

2.1.2. Diagnóstico  

Los criterios diagnóstico de la diabetes, así como los puntos de corte, han 

cambiado con el tiempo y varían dependiendo de la institución, siendo los de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Asociación Americana de Diabetes (ADA; 

por sus siglas en Inglés) los más utilizados (Tabla 1).  
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Tabla 1. Criterios de diagnóstico  de diabetes por la OMS y la ADA. 

Criterio OMS 2006 ADA 2010 

Glucosa sérica en ayunas  

(ayuno de 8 a 12 horas)  

< 126 mg/dL  

(7 mmol/L) 

≥ 126 mg/dL  

(7 mmol/L) 

Glucosa sérica de 2 h  

tras carga oral de 75 de glucosa 

< 200 mg/dL 

(11.1 mmol/L) 

≥ 200 mg/dL 

(11.1 mmol/L) 

Hemoglobina glucosilada en ayunas  

(ayuno de 8 a 12 horas) 

No lo considera ≥ 6.5 % 

Glucosa al azar  

en pacientes con poliuria, polidipsia o 

polifagia       

No lo considera ≥ 200 mg/dL 

(11.1 mmol/L) 

Abreviaturas. OMS: Organización mundial de la Salud, ADA: Asociación Americana de 

diabetes. 

 

Ambas organizaciones incluyen como criterios de diagnóstico los niveles de 

glucosa plasmática, ya sea en ayunas (de 8 a 12 horas de ayuno) o a las 2 horas tras 

una carga oral de 75 g de glucosa.  Sin embargo, la  ADA propuso la inclusión de la 

hemoglobina glucosilada como un tercer criterio de diagnóstico (International Expert 

Committee, 2009) y recomienda la medición de glucosa al azar cuando los pacientes 

presentan síntomas propios de la hiperglicemia tal como mareos frecuentes, 

polidpsia, poliuria y polifagia (ADA, 2014). 

 

2.1.3. Tipos de diabetes 

Ningún esquema de clasificación es ideal, sin embargo, los esquemas actuales 

dan información sobre la causa, la historia natural, la genética, la heredabilidad, el 

fenotipo clínico y las terapias óptimas. Según la ADA (2014), la diabetes se clasifica en 

4 grupos:  

a) La diabetes tipo 1. Debido a la destrucción de las células β del páncreas por 

mecanismos autoinmunes, o bien, por etiología desconocida (diabetes idiopática). 

Usualmente, conlleva a la deficiencia absoluta de la producción de insulina. 
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b) La diabetes de tipo 2. Resulta de un defecto progresivo en la secreción de la 

hormona insulina y/o en su acción provocando resistencia a la misma.  

c) Otros tipos específicos de diabetes.  Debido a otras causas como:  

 Defectos monogenéticos de la función de las células β. Incluye a los tres tipos de  

diabetes de comportamiento adulto en la etapa juvenil (MODY, por sus siglas en 

inglés).  

 Defectos genéticos como mutaciones del receptor de la insulina o de proteínas 

que se encuentran río abajo en la vía de señalización de la misma. Puede variar 

de la hiperinsulinemia y la hiperglucemia modesta a la diabetes severa. 

 Enfermedades del páncreas exocrino debido a cualquier proceso que lo daña de 

forma difusa. Incluye enfermedades como pancreatitis, trauma, infección, 

pancreatectomía, fibrosis quística y el carcinoma de páncreas. 

 Endocrinopatías, debido al incremento en la producción y acción de varias 

hormonas (por ejemplo, la hormona del crecimiento, cortisol, glucagón, 

epinefrina), las cuales antagonizan la acción de la insulina. Incluyen 

enfermedades como por ejemplo la acromegalia, el síndrome de Cushing, 

glucagonoma y feocromocitoma. 

 Inducido por fármacos o productos químicos. Algunos de los productos 

identificados que inducen este tipo de diabetes incluyen vacor, la pentamidina, el 

ácido nicotínico, los glucocorticoides la hormona tiroidea, diazóxido, agonistas 

adrenérgicos, las tiazidas, dilantin y α-interferón. 

 Infecciones por ciertos virus se han asociado con la destrucción de las células β. 

Se han asociado con enfermedades víricas como la rubéola congénita y las 

paperas, y las causadas por el virus de Coxsackie B, el citomegalovirus y el 

adenovirus. 

 Formas poco frecuentes de diabetes inmunológica. El incremento de anticuerpos 

anti glutamato descarboxilasa (síndrome del hombre rígido) y anticuerpos anti 

receptor de la insulina puede desencadenar diabetes. 

 Otros síndromes genéticos por anormalidades cromosomales como  el síndrome 

de Down, el síndrome de Klinefelter,  el síndrome de Turner, el síndrome de 

Wolfram, el síndrome de Prader-Willi y el síndrome de Laurence-Moon-Biedl, la 

ataxia de Friedreich, corea de Huntington, la distrofia miotónica y la porfiria. 

d) Diabetes gestacional. cualquier grado de intolerancia a la glucosa con inicio en el 

embarazo.  
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2.2. Prediabetes 

A partir del año 2003, la ADA a través del comité experto en el diagnóstico y 

clasificación de la diabetes mellitus, reconoció un grupo de individuos cuyos valores 

de glucosa en ayunas no se encuentran dentro de los valores de clasificación y 

diagnóstico de la diabetes (Tabla 2), sin embargo, se encuentran en rangos más 

elevados como para ser considerados normoglicérmicos (Genuth y col., 2003). 

Tabla 2. Criterios de diagnóstico para la prediabetes. 

Criterio Normal Prediabetes 

Glucosa sérica en ayunas  

(ayuno de 8 a 12 horas)  

≤ 99 mg/dL  

(5.5 mmol/L) 

100 a 125 mg/dL 

(5.6 a 6.9 mmol/L) 

Hemoglobina glucosilada en ayunas  

(ayuno de 8 a 12 horas) 

≤ 5.6 5.7 a 6.4% 

Glucosa sérica de 2 h  

tras carga oral de 75 de glucosa 

≤139 mg/dL  

(7.7 mmol/L) 

140 a 199 mg/dL 

(7.8 -11.0 mmol/L) 

(ADA, 2014) 
 

El término “prediabetes” ha sido muy criticado debido a que algunos 

individuos en esta etapa no siempre progresan a diabetes. En este sentido, la OMS 

utiliza el término “hiperglucemia intermedia” y la ADA la define como “estado de alto 

riesgo de desarrollar diabetes”. En si el término “prediabetes" se utiliza para personas 

con glucosa alterada en ayunas y/o intolerancia a la glucosa, lo cual incrementa el 

riesgo de desarrollar diabetes tipo 2. Sin embargo, estas dos alteraciones están 

asociadas también a un conjunto de enfermedades metabólicas como la obesidad 

(abdominal o visceral), dislipidemias e hipertensión, por lo que diagnosticar la 

prediabetes con los valores de glucosa en ayunas o la intolerancia a la glucosa resulta 

insuficiente. 

Debido a lo anterior, la ADA sugiere incluir la medición de hemoglobina 

glucosilada. En una revisión sistemática de 16 estudios con 44,203 individuos con un 

promedio de seguimiento de 5.6 años, observaron que aquellos que se encontraban en 

el rango de hemoglobina glucosilada de 5.5 a 6.0% tuvieron un riesgo relativo de 

incidencia de diabetes (9 a 25%) en más de 5 años. Sin embargo, aquellos que 

tuvieron niveles de hemoglobina glucosilada entre el rango de 6.0 a 6.5%, 

incrementaron el riesgo de incidencia de diabetes (25 a 50%), en el mismo periodo de 
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tiempo (Zhang y col., 2010; Ackermann y col., 2011). De acuerdo a la ADA (2014), el 

70% de los individuos con prediabetes eventualmente progresará a diabetes tipo 2. 

 

2.3. Diabetes tipo 2 

La diabetes tipo 2 representa del 90 al 95% de los casos de diabetes. En México, 

el diagnóstico de diabetes es muy deficiente, ya que en muchas instituciones de salud 

pública aún se utiliza la clasificación antigua de diabetes juvenil (o insulino 

dependiente) y diabetes del adulto (no insulino dependiente). Sin embargo, debido al 

incremento de la obesidad y el sedentarismo, muchos jóvenes menores de 30 años 

presentan diabetes tipo 2.  

Para un diagnóstico y tratamiento certero, es importante entender la 

fisiopatología de la enfermedad, área que en la actualidad es un enorme campo de 

investigación. 

 

2.3.1. Fisiopatología de la diabetes tipo 2 

El mantenimiento de una concentración adecuada de glucosa en plasma requiere 

una adaptación precisa de la utilización de glucosa y su producción endógena o la 

proveniente de la dieta (Giugliano y col., 2008). Los niveles de glucosa en ayunas se 

mantienen entre los 70 y 100 mg/dL, gracias a la regulación coordinada de diferentes 

hormonas (Abdul-Ghani y col., 2006).  

La insulina, es una hormona esencial que regula la concentración de glucosa en 

plasma principalmente mediante la restricción de la producción de glucosa hepática. 

La hormona glucagón actúa en el hígado para aumentar la producción de glucosa 

hepática en cuestión de minutos. La ingestión de hidratos de carbono provoca un 

aumento rápido en la concentración de insulina y una disminución en la 

concentración de glucagón. Por tanto, la pronta liberación de insulina permite la 

utilización de glucosa durante la absorción y evita la hiperglucemia (Matsuda y col., 

2002; Rafacho y col., 2014).  

La deficiencia en la secreción o acción de la insulina provoca el incremento de las 

concentraciones de glucagón, lo que aumenta la producción de glucosa por el hígado 

(hiperglucemia basal). La disminución absoluta en la concentración de insulina en 

plasma o su acción, reduce la utilización de glucosa en los tejidos periféricos 

(hiperglucemia postprandial) (Giugliano y col., 2008). 
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Por varias décadas se sostuvo la idea de que los sujetos con diabetes tipo 2 

presentaban dos principales defectos (DeFronzo, 2004): el aumento de la resistencia a 

la insulina en el músculo esquelético y en hígado, y el deterioro progresivo de la 

función de las células β. 

El aumento de la resistencia a la insulina se produce a principios de la historia 

natural de la diabetes tipo 2, pero se compensa con el aumento de la secreción de 

insulina por parte de las células β. Cuando estas células son incapaces de producir 

insulina, ya no se puede compensar la resistencia a esta hormona y se deteriora la 

homeostasis de la glucosa. Inicialmente, esto se manifiesta como intolerancia a la 

glucosa y puede evolucionar hasta una diabetes manifiesta (Abdul-Ghani y DeFronzo, 

2009). 

La mayoría de los individuos obesos (70% aproximadamente), tienen resistencia 

a la insulina que va de moderada a grave. Sin embargo, debido al aumento de 

secreción de insulina por las células β, la mayoría puede mantener la homeostasis de 

la glucosa en niveles normales. Por lo tanto, la resistencia a la insulina por sí sola no es 

suficiente para el desarrollo de diabetes tipo 2. Se requiere pérdida progresiva de la 

función de las células β del páncreas para promover el deterioro de la homeostasis de 

la glucosa y el consecuente desarrollo de la hiperglucemia (DeFronzo y Abdul-Ghani, 

2011). 

En una revisión actualizada de la patogenia de la diabetes tipo 2 De Fronzo 

(2009) menciona hasta ocho mecanismos a los que denomina "el octeto ominoso", por 

la participación no sólo del músculo, hígado y células β del páncres, sino también las 

células del tejido adiposo, el tracto gastrointestinal, las células α del páncreas, el riñón 

y el cerebro. Este octeto juega un papel importante en el desarrollo de la intolerancia a 

la glucosa en los individuos con diabetes tipo 2 (Figura 1). 

Si bien, se sabe que durante la diabetes tipo 2 existe un incremento en la 

producción de glucagón, no era de esperarse que se reconociera a las células α del 

páncreas en la patogenia de la enfermedad (Matsuda y col., 2002). Así mismo, se ha 

reconocido que el tejido adiposo, el cual es resistente al efecto de la insulina,  puede 

conducir a la elevación de la concentración de ácidos grasos libres en plasma. Si este 

estado persiste, se estimula la gluconeogénesis induciendo la resistencia a la insulina 

en hígado y músculo, lo que puede dañar a largo tiempo la secreción de insulina (Bays 

y col., 2004). 
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Por otro lado, las incretinas juegan un papel importante en la secreción de 

insulina y por tanto, en la disminución de la producción de glucagón. Dos de las 

incretinas secretadas en el intestino durante los periodos de alimentación son el 

péptido-1 similar al glucagón (GLP-1) y el polipéptido inhibidor gástrico (GIP). En la 

diabetes tipo 2 se ha observado que la producción de GLP-1 es deficiente (Kjems y col., 

2003), mientras que incrementa la resistencia del GIP a la estimulación de la secreción 

de insulina, aunque sus niveles sean elevados (Meier y col, 2001). 

 

 

Figura 1. El octeto ominoso en la diabetes (adaptado de DeFronzo, 2009). 

 

Se ha observado una respuesta adaptativa del riñón para conservar la glucosa 

necesaria para satisfacer las demandas del cuerpo, por lo que ésta se reabsorbe. El 

cerebro y otros tejidos neurales, principalmente, demandan más del 50% de glucosa 

(Abdul-Ghani, 2013). Aunado a esto, se ha documentado que durante la diabetes 
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existe un déficit de producción y/o acción de neurotransmisores, principalmente los 

involucrados en el control del apetito y la saciedad (Brunning y col., 2000). 

No todos estos mecanismos se manifiestan en todos los pacientes, por ello es 

importante la medición de marcadores que evidencien su presencia en el individuo 

para la implementación de un mejor tratamiento. 

 

2.3.2. Complicaciones de la diabetes tipo 2 

De acuerdo a su fisiopatología, es de esperar que los órganos implicados en el 

desarrollo de la diabetes y aquellos en contacto con las altas concentraciones de 

glucosa se vean afectados por la hiperglucemia persistente.  

Las complicaciones agudas de la diabetes incluyen cetoacidosis causada por 

hiperglucemia  y coma diabético, debido a eventos de hipoglicemia. Las altas 

concentraciones de glucosa en circulación durante largos periodos de tiempo (años) 

provocan daño en los vasos sanguíneos y el desarrollo de diferentes patologías en 

diferentes órganos (Forbes y Cooper, 2013). 

Las complicaciones secundarias crónicas de la diabetes se dividen en dos 

grupos: complicaciones macrovasculares y microvasculares. Las primeras se originan 

por el daño a las arterias e incluyen la enfermedad cardiovascular, que provoca infarto 

al miocardio, y la enfermedad cerebrovascular. Las complicaciones microvasculares, 

en las cuales los pequeños vasos sanguíneos se dañan por la hiperglucemia, provocan 

el desarrollo de retinopatía, nefropatía, neuropatía, uropatías, enfermedades 

respiratorias y enfermedades asociadas a la función neurológica como la depresión y 

demencia (Stratton y col, 2000). 

En la ENSANUT 2012, el tipo de complicación más reportada por los diabéticos 

mexicanos, fue la visión disminuida (47.6%) que se refleja también en daño a la retina 

(13.9%) y pérdida de la vista (6.6%). La presencia de úlceras ocurrió en 7.2% de los 

pacientes, 2.9% reportó haber padecido un coma diabético y 2.8% haber padecido un 

infarto (INSP, 2012). 

El progreso de las complicaciones en los pacientes diabéticos depende del 

control de la hiperglicemia, de factores genéticos y ambientales, como el tipo de 

alimentación y sedentarismo. Desde hace más de una década, se reconoce el papel del 

estrés oxidante tanto en el desarrollo de diabetes, como en el desarrollo de sus 

complicaciones. 
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2.4. Estrés oxidante en la diabetes mellitus 

El estrés oxidante se define como la producción excesiva de especies reactivas 

y/o una disminución del sistema antioxidante. Entre las especies reactivas se 

encuentran las de oxígeno (ERO) y las de nitrógeno (ERN), y tienen oxígeno o 

nitrógeno incompletamente reducido por lo que son más reactivas que sus formas 

moleculares. Los radicales libres, en cambio, los radicales libres pueden ser definidos 

como moléculas o fragmentos moleculares que contienen uno o más electrones no 

apareados en su órbitas moleculares, por lo que incrementa considerablemente su 

grado de reactividad (Halliwell y Gutteridge, 2007).  

Hoy en día se reconoce que las especies reactivas en las concentraciones 

adecuadas son esenciales para diversos procesos biológicos tal como la regulación 

transcripcional dependiente del estado redox, transporte de iones y fosforilación de 

proteínas (Rhee y col., 2005).  

La mitocondria es la principal fuente de EROs, en donde el anión superóxido 

(O2
●-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2) se producen en células aeróbicas durante la 

respiración mitocondrial (Forman y col., 2002). Bajo condiciones de estrés oxidante, la 

especies reactivas que no se reducen o se remueven del entorno celular, pueden 

causar daño a macromoléculas como a los ácidos nucleicos, lípidos y proteínas, 

provocando así daño oxidante (Halliwell y Gutteridge, 2007).  

Actualmente se reconoce que el estrés oxidante está involucrado en la 

patogénesis de la DM y de manera importante, en el desarrollo de sus complicaciones.  

 

2.4.1. Mecanismos generales de estrés oxidante en el desarrollo de 

diabetes 

Si bien, los mecanismos por los cuales las especies reactivas contribuyen al 

desarrollo de  diabetes dependen en gran manera de las células en donde se produzca 

el daño y la maquinaria endógena antioxidante. Se pueden enlistar tres mecanismos 

generales en por los cuáles las especies reactivas contribuyen al desarrollo de 

diabetes: la disfunción mitocondrial, el incremento de anión superóxido y la 

disminución de la defensa antioxidante. 

 

a) Disfunción mitocondrial 

La principal función fisiológica de la mitocondria es la generación de adenosín 

trifosfato (ATP) por medio de la fosforilación oxidativa. Algunas funciones adicionales 
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incluyen la generación y la desintoxicación de especies reactivas del oxígeno, la 

participación en algunas formas de apoptosis, la regulación del calcio citoplasmático y 

de la matriz mitocondrial, la síntesis y el catabolismo de los metabolitos. Alguna 

anormalidad en cualquiera de estos procesos puede ser denominado disfunción 

mitocondrial (Brand y Nicholls, 2011). 

En la cadena transportadora de electrones, se ha observado un incremento de  

producción de anión superóxido, principalmente a través de los complejos I y III 

(Chen y col., 2003). Los radicales superóxido se reducen a H2O2 en la mitocondria por 

la acción de la enzima superóxido dismutasa mitocondrial, la cual es dependiente de 

manganeso. Posteriormente, el H2O2 es posteriormente reducido a agua por la acción 

de la enzima glutatión peroxidasa.  

En las células β, los niveles de glutatión peroxidasa y catalasa (enzima que 

reduce el H2O2 a H2O) son muy bajos comparados con los niveles en hígado (99% más 

bajos) (Rhee y col., 2005). Cuando la producción de H2O2 es mayor que la capacidad de 

reducirlo, se acumula y se produce el radical hidroxilo (•HO) vía reacción de Fenton 

(Ma y col., 2012). Si no se eliminan rápidamente, las especies reactivas pueden 

producir hipertrofia de la mitocondria, además de promover la fragmentación del 

ADN, la nitrotiración de proteínas, la peroxidación de los fosfolípidos de membrana y 

promover la apoptosis (Fariss y col., 2005, Marchetti y col., 2010; Orrenius, 2004).  

Se ha documentado que la producción de H2O2 en mitocondrias de músculo 

esquelético, promueve la resistencia a la insulina. En tejidos de animales con 

resistencia a insulina, inducida por una dieta alta en grasas, y en biopsias de sujetos 

con obesidad mórbida, el desarrollo de resistencia a insulina se asoció con un 

incremento en el potencial de emisión de H2O2 así como una menor capacidad de 

reducción comparado con los grupos controles, sensibles a insulina (Anderson y col., 

2009). 

 

b) Producción de superóxido por NADPH oxidasas 

Las oxidasas dependientes de NADPH (Nox), son una familia de enzimas que 

catalizan la transferencia de electrones desde el NADPH hasta el oxígeno molecular 

para generar el radical superóxido (O2
●–) en el medio extracelular (Figura 2). 
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 Figura 2. Estructura de la enzima NADPH oxidasa-2 (Rabêlo y col., 2010). 

 

Los miembros de la familia de las Nox varían entre sí dependiendo de las 

subunidades citosólicas y de membrana. Existen 5 isoformas de la enzima y las 

primeras 4 tienen en común que interactúan con la subunidad p22phox y sus niveles 

en la célula varían ante un estado patológico. La isoforma 1 se expresa principalmente 

en el músculo liso y el endotelio. La Nox2, se expresa en células blancas, en el 

endotelio y cardiomiocitos. Nox3 se encuentra en tejido fetal y el oído interno adulto y 

está implicado en la función vestibular. La isoforma 4, se expresa altamente en el 

riñón y también está presente en el endotelio, músculo liso, islotes pancreáticos y 

fibroblastos, siendo el único que no parece requerir componentes citosólicos en su 

actividad, sino que parece ser activado constitutivamente (Geiszt, 2006; Bedard y 

Krause, 2007). Nox5 es la más recientemente identificada, es sensible a calcio y que no 

requiere ningún subunidades (como las isoformas anteriores) para su activación y se 

encuentra en los testículos, bazo y células vasculares (Banfi y col. 2001; Sumimoto, 

2008).  

Estas enzimas contribuyen a numerosos procesos biológicos y patológicos que 

incluyen audición y el equilibrio (Nox3), la regulación de la presión arterial, la 

inflamación, el crecimiento celular (Nox1/Nox2) y diferenciación (Nox4). La función 

exacta de Nox5 vascular es desconocida, pero puede regular el crecimiento y la 

migración y se ha implicado en la aterosclerosis (Bedard y Krause, 2007). Las 

isoformas 1,2 y 4 de NOX se expresan en las células β pancreáticas. A pesar de que las 

funciones específicas de cada isoforma aún no se han dilucidado, su actividad de ha 

asociado a la secreción de insulina (Uchizono, 2006; Nakayama y col., 2005).   
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La generación de especies reactivas modula la secreción de insulina estimulada 

por la glucosa; teniendo un efecto positivo ante la activación aguda de especies 

reactivas, pero un efecto negativo sobre su activación crónica (Newsholme y col., 

2009). En modelos animales, cuando se inhibe esta enzima, se observó que su 

actividad se requiere para estimular la secreción de insulina. 

Los ratones deficientes en NOX-2, se observó protección contra la destrucción de 

las células β inducida por estreptozotocina (Xiang y col., 2010). Es posible que la 

actividad de la NOX-1 dependa de factores de inflamación, ya que estimulación en los 

islotes humanos, de ratón o en líneas celulares con el factor de necrosis tumoral alfa 

(TNFα), la interleucina 1-beta (IL-1β), y el interferón gamma (IFN), induce 

preferentemente la expresión de NOX-1, lo cual puede constituir un componente 

importante de la patogénesis de las células beta (Chang y col., 2009). 

En tejido adiposo, la adiponectina puede inhibir la actividad de NADPH oxidasa y 

la expresión de la sintasa de óxido nítrico inducible (iNOS). Sin embargo, en sujetos 

obesos la expresión de adiponectina se ve disminuida por un incremento de factores 

pro inflamatorios y de especies reactivas, lo que favorece la producción de superóxido 

vía NADPH oxidasa (Evans y col., 2005; Tao y col., 2007).  

 

c) Disminución de las defensas antioxidantes 

Ante un estado de estrés oxidante, se activa el sistema de defensa antioxidante 

(Figura 3), el cual está formado por enzimas como catalasa (CAT), superóxido 

dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPx), glutatión-S-transferasa (GST), gama-

glutamil-cisteína ligasa (-GCL), tiorredoxina reductasa (TrxR), NADPH: quinona 

oxidorreductasa (NQO1), hemo oxigenasa-1 (HO-1), mieloperoxidasa (MPO) y 

paraoxonasas (PON) y moléculas no enzimáticas como GSH, tiorredoxina (TrX) y 

metalotioneina (MT). Sin embargo, hay enzimas pro-oxidantes, que catalizan la 

producción de especies reactivas, tal como NOX, xantina oxidasa (Xox)  y sintasa de 

óxido nítrico (Halliwell y Gutteridgee, 2007). 

Las células β del páncreas son altamente vulnerables al estrés oxidante por su 

baja expresión de enzimas antioxidantes que contrarresten los efectos de las especies 

reactivas. Esta condición contribuye, junto con la infiltración de factores pro 

inflamatorios, a la pérdida de función y consiguiente destrucción de las células β 

pancreáticas, lo que se refleja en disminución de la secreción de insulina (Rochette y 

col., 2014).  
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Figura 3. Mecanismos de defensa antioxidante. 

 

Cuando la resistencia a insulina está presente en el paciente diabético, la 

hiperglucemia es persistente y existe menor secreción de insulina se ha observado 

disminuciones concomitantes del cofactor nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

reducido (NADPH) y de glutatión, lo que conlleva a un desbalance del estado redox y 

disminución de enzimas antioxidantes (Rolo y Palmeira, 2006). También se ha 

observado incremento en la lipoperoxidación de membranas cuya producción es 

directamente proporcional a la concentración de glucosa en sangre y hemoglobina 

glucosilada (Jain y col., 1989). 

Diversos estudios sostienen la idea de que la insulina tiene un efecto 

antioxidante para proteger a células y órganos en contra del daño causado por estrés 

oxidante. Previene de la muerte por necrosis y apoptosis causada por especies 

reactivas en varios tipos celulares, como hepatocitos, células β, células neuronales y 

endoteliales (Hermann y col., 2000; Kang y col., 2003; Duarte y col., 2008). Los 

mecanismos por los cuáles se genera la protección vía incremento de defensas 

antioxidantes se atribuyen en gran manera al factor de transcripción nuclear eritroide 

2 NF-E2 (Nrf2), cuya participación se menciona en el apartado 2.5. 
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2.4.2. Estrés oxidante y el desarrollo de complicaciones secundarias de la 

diabetes 

El estrés oxidante puede originarse de diferente fuentes y se ha documentado 

que las especies reactivas de oxígeno se producen en mayores cantidades en los 

islotes de pacientes con diabetes tipo 2 (Marchetti y col., 2004). Aunado a esto, la 

obesidad, la hipertensión, las dislipidemias y la hiperglicemia se asocian con el 

incremento de especies reactivas e incrementan el riesgo de padecer complicaciones 

micro y macro vasculares (Henriksen y col., 2011; Tumova y col., 2013). 

En la mitocondria de células endoteliales, las altas concentraciones de glucosa 

pueden activar varias cascadas de señalización que incluyen la activación de NADPH 

oxidasas, xantina oxidasa y sintasa de óxido nítrico desacoplada, las cuales producen 

el anión superóxido, (Schaffer y col., 2012). 

El endotelio provee una fuente constitutiva de óxido nítrico y bajo condiciones 

de inflamación y estrés oxidante se puede producir un exceso a partir de la sintasa de 

óxido nítrico inducible (Pacher y col., 2005). Cuando el radical superóxido reacciona 

con el óxido nítrico se produce peroxinitrito, el cual induce daño celular al inducir la 

nitrotiración de diferentes proteínas en el endotelio, lo que contribuye al desarrollo 

de complicaciones micro y macro vasculares (Pacher y Szabó, 2006). 

Las fluctuaciones en las concentraciones de la glucosa son la principal causa de 

disfunción endotelial, ya que inducen mayor producción de radical superóxido y H2O2, 

provocando disminución del sistema antioxidante y daño molecular (Ceriello y col., 

2008; Schaffer y col., 2012). Los mecanismos por los cuales la producción aumentada 

de especies reactivas puede causar daño se resumen en los siguientes (Johnson, 2012; 

Pitocco y col., 2013). 

a) Activación de la vía de los polioles. Bajo una serie de reacciones se obtiene 

fructosa a partir de la glucosa, a partir de la enzima aldosa reductasa. Esta vía 

consume NADPH, el cual queda menos disponible para el metabolismo de 

glutatión. 

b) Formación incrementada de productos finales de glucosilación avanzada. A 

partir de la reacción no enzimática de la glucosa con proteínas. El receptor de 

estos las proteínas glucosiladas induce la producción de superóxido vía 

activación de NADPH oxidas y a su vez pueden activar factores de inflamación 

causando cambios morfológicos a nivel celular. 
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c) Activación de la proteína quinasa C (PKC). Algunas isoformas de PKC pueden 

activar la producción de óxido nítrico en células de músculo liso e induce la 

expresión del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), promoviendo 

la permeabilidad vascular. 

d) Activación de la vía de las hexosaminas. La resistencia a la insulina y la 

hiperglicemia inducen a la producción de anión superóxido el cual provoca la 

oxidación de ácidos grasos, incrementando el flujo de fructosa-6-fosfato a la vía 

de hexosaminas.  

Estas vías tienen en común que el estrés oxidante participa en ellas 

contribuyendo en gran manera al desarrollo de complicaciones secundarias de la 

diabetes. En este sentido, durante la década pasada, las investigaciones se enfocaron 

en el uso de antioxidantes como terapia sustitutiva para el tratamiento tanto de la 

diabetes como de sus complicaciones. A partir del año 2007, se ha puesto mucha 

atención a la participación de Nrf2 como un blanco terapéutico para prevenir el 

desarrollo de resistencia a la insulina, la disfunción de las células β y las 

complicaciones micro y macro vasculares de la diabetes, al incrementar la expresión 

de toda una maquinaria de enzimas antioxidantes en diferentes tipos celulares. 

 

2.5. Factor de transcripción Nrf2 y diabetes 

El factor Nrf2 se le conoce como el “regulador maestro de la defensa 

antioxidante endógena”, ya que es un regulador constitutivo e inducible de diversas 

enzimas citoprotectoras  (Nguyen y col., 2003, Itoh y col., 2004, Surh y col., 2008). A 

partir de la caracterización de su activación y sus genes diana, la investigación sobre 

su participación en enfermedades que tienen en común el estrés oxidante comenzó a 

incrementar de manera potencial. Actualmente, varias investigaciones en animales y 

líneas celulares han fortalecido la hipótesis de su intervención en el desarrollo de 

diabetes y sus complicaciones. Sin embargo, hasta la fecha no hay informes en la 

literatura en los cuales se asocien los niveles de Nrf2 con la diabetes en humanos. 

 

2.5.1.  Activación de Nrf2 

Nrf2 es una proteína de 605 aminoácidos que tiene 7 dominios funcionales y 

pertenece a la familia de factores de transcripción bZip, con un motivo de cierre de 

leucinas en la región C-terminal. 
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En condiciones basales, Nrf2 permanece en el citoplasma anclado a la proteína  1 

asociada al dominio tipo Kelch-ECH (Keap1 por sus siglas en inglés: Kelch-like ECH- 

associated protein 1), la cual también se une a la proteína Culina-3, formándose el 

complejo de ubiquitina ligasa E3 a través de la asociación con la proteína Ring-Box1 

(Rbx1, también llamada Roc1). Este complejo permite marcar mediante moléculas de 

ubiquitina a Nrf2 y su consecuente degradación proteosómica (Figura 4a) (Sykiotis y 

Bohmann, 2008, Baird y  Dinkova-Kostova, 2011).  

Los compuestos electrófilos y las especies reactivas pueden modificar ciertos 

residuos de cisteína de la proteína Keap1, provocando un cambio de conformación del 

complejo Keap 1/Cul3/Rbx1, permitiendo que las moléculas libres de Nrf2 se 

transloquen al núcleo. Junto a pequeñas proteínas Maf sMaf), Nrf2 en núcleo se une a 

una secuencia de nucléotidos en el promotor de las enzimas antioxidantes, 

denominada “elementos de respuesta antioxidante” (ARE, por sus siglas en inglés) 

incrementando así la expresión de genes citoprotectores (Figura 4b). Este sistema se 

expresa ubicuamente en una variedad de líneas celulares (Xu y col., 2006; Nguyen y 

col., 2009).  

 

 

 

Figura 4. Sistema Nrf2-Keap1. En condiciones basales a) Nrf2 se encuentra 

secuestrado en el citoplasma por la proteína Culina3 (Culin3) y Rbx1 que mantienen 

el heterodímero junto con Keap1. Cuando ocurren cambios en el estado redox de la 

célula b) el complejo Cul3/Rbx1/Keap1-Nrf2 se desestabiliza permitiendo la 

translocación de Nrf2 al núcleo y su unión a las secuencias ARE de genes 

citoprotectores (Adaptado de Baird y  Dinkova-Kostova, 2011). 



18 

 

Se ha sugerido, que algunos inductores específicos de Nrf2 podrían funcionar 

como buenos agentes protectores contra el estrés oxidante. Se han encontrado una 

gran cantidad de compuestos, tanto sintéticos como provenientes de la dieta, que 

activan de manera eficiente a Nrf2. Entre éstos se incluyen inductores naturales como 

el sulforafano que se encuentra en el brócoli, el 6-metilsulfinilhexilo, el éster fenetilo 

del ácido cafeico (CAPE, un componente fenólico del propóleo de la miel de abeja), el 

resveratrol y la curcumina que es el principio activo del polvo de cúrcuma 

(Kapiszewska, 2006; Aleksunes y col., 2010; Palsamy y Subramariian, 2011; He y col., 

2012; Kumar y col., 2014). Su estudio como activadores de Nrf2 ha sido importante 

para entender su modulación y su participación en diferentes enfermedades, entre 

ellas el síndrome metabólico y la diabetes.  

 

2.5.2. Participación de Nrf2 en la resistencia a la insulina 

La interacción de Nrf2 con la insulina es un tema emergente. Se sabe que la 

proteína cinasa B (PKB/Akt), que participa en la señalización de insulina, puede 

modular la función de Nrf2 (Geraldes y col., 2008; Chang y col., 2011). En modelos 

animales alimentados con dietas altas en grasa, la activación de Nrf2 disminuye el 

estrés oxidante y mejora la señalización de la insulina, al mismo tiempo que inhibe las 

condiciones de inflamación y de estrés reticular (Yu y col., 2011).  

En modelos animales modificados genéticamente en un alelo de Keap1 y 

alimentados con una dieta hipercalórica, se redujeron los niveles de glucosa en 

comparación con los animales no modificados genéticamente. En estos animales 

también se encontró menor actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa y menor 

expresión de la enzima fructosa-1,6-bifosfatasa 1 en hígado, disminuyendo así la tasa 

de gluconeogénesis (Uruno y col., 2013).  

En animales obesos carentes de leptina y Nrf2, los niveles de glucosa y la 

intolerancia a la misma incrementaron en comparación con aquellos que sólo eran 

carentes de leptina (Xue y col., 2007). Adicionalmente, en el hígado de animales 

carentes de Nrf2 se observó muerte celular y daño en la señalización de la insulina 

(Beyer y col., 2008). En contraste, se ha documentado que la inducción genética de 

Nrf2 puede incrementar la sensibilidad a insulina en comparación con los animales no 

modificados mediante una evaluación de la tolerancia a insulina (Uruno y col., 2013). 
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2.5.3. Participación de Nrf2 en la disfunción de las células β 

En ratones transgénicos que sobre expresan la sintasa de óxido nítrico inducible 

en páncreas, la inhibición genética de Nrf2, mostró mayor apoptosis de las células β 

del páncreas. En contraste, la  inducción genética de Nrf2 suprimió el daño por estrés 

oxidante del DNA e incrementó la secreción de insulina de las células β del páncreas. 

Además, se observó un incremento de la inducción de genes relacionados con el 

metabolismo y la producción de glutatión lo que se asoció con menor tasa apoptosis 

mediada por óxido nítrico, demostrando así que el sistema Keap1-Nrf2 es crucial 

como vía de defensa ante condiciones patológicas en el páncreas (Yagishita y col., 

2014). 

En células de insulinoma de ratón (Min6), utilizando un inhibidor del factor 

nuclear kappa B, se observó activación de Nrf2 e incremento de la expresión de 

enzimas antioxidantes. Además, la activación de Nrf2 por ter-butil-hidroquinona, 

inhibió la muerte celular mediada por óxido nítrico (Ogasawara y col., 2013).  

Finalmente, animales con diabetes inducida por estreptozotocina y sin el gen de 

Nrf2 presentan niveles más altos de glucosa y mayor tasa de gluconeogénesis 

(Aleksunes y col., 2010). 

 

2.5.4. Nrf2 y complicaciones de la diabetes 

Debido a que la hiperglicemia crónica es causa de complicaciones secundarias, 

se ha observado que en animales modificados genéticamente deficientes de Nrf2 y con 

hiperglucemia inducida por estreptozotocina, desarrollan nefropatía diabética. (Yoh y 

col., 2008). En estudios con inductores electrofílicos de Nrf2, tal como sulforafano, la 

activación de Nrf2 puede evitar el desarrollo de nefropatía diabética.  

La activación de Nrf2 también contribuye a prevenir la retinopatía diabética y la 

cardiomiopatía. En modelos animales de retinopatía diabética inducida por 

estreptozotocina, la disfunción de la barrera de la retina y la función neuronal se dañó 

severamente en ratones knockout de Nrf2 en comparación con los ratones no 

modificados genéticamente lo que sugiere que el sistema Keap1-Nrf2 ayuda a 

proteger contra la aparición y/o progresión de la diabetes retinopatía (Xu y col., 

2014).  

Hee y colaboradores (2009), observaron en cardiomiocitos primarios de ratones 

carentes genéticamente de Nrf2 mayor tasa de apoptosis, sugiriendo que Nrf2 es 

importante para la supervivencia celular. En líneas celulares endoteliales humanas 
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incubadas con glucosa (30 mmol/L), la activación de Nrf2 por medio de sulforafano 

previno la activación de la vía de las hexosaminas y PKC (Xue y col., 2008). En arterias 

mesentéricas de ratones diabéticos (db/db), la localización de Nrf2 en la fracción 

nuclear fue menor, sin embargo, tras su activación con sulforafano, se incrementó su 

actividad transcripcional y la expresión de la enzima gama glutamato cisteína ligasa, la 

cual es la principal enzima que cataliza la biosíntesis de glutatión (Velmurugan y col., 

2013). 

 

2.6. Estudio de polimorfismos de un sólo nucleótido 

A nivel genético, la diabetes es considerada una enfermedad compleja, debido a 

la interacción de múltiples genes y factores ambientales. Aunque, el estudio de la base 

genética de este tipo de enfermedades es muy complejo por la gran cantidad de genes 

involucrados y su interacción con el ambiente, existen estrategias diversas estrategias 

para su estudio.  

Una de las estrategias más utilizadas es la detección de “genes candidatos” a 

partir de microarreglos de DNA, en donde se incluyen millones de variantes génicas y 

se estudia la relación existente entre la variabilidad del genoma y el fenotipo 

estudiado. Sin embargo, se requiere de equipo especializado de elevado costo y de 

expertos para su interpretación. Bajo este esquema se han descrito miles de variantes 

génicas en el genoma humano y que tienen una fuerte asociación con enfermedades 

complejas. 

Otra estrategia es a partir de la aplicación genes candidatos que están directa o 

indirectamente relacionados con la patología. Estos genes se seleccionan de estudios 

previos en otras poblaciones. Debido a su abundancia, se utilizan frecuentemente los 

polimorfismos de un sólo nucleótido (SNPs, por sus siglas en inglés). Este tipo de 

variante se debe al cambio de una sola base en la secuencia del DNA y se encuentran 

en más del 1% de los cromosomas de una población (Gibson y Muse, 2004). 

Dependiendo de la zona del gen en que se dé la mutación, se puede inducir cambios en 

el patrón de expresión del gen o en la proteína.  

Los SNPs tienen una forma común de nomenclatura y se expresan de acuerdo a 

un número de registro del SNP (prefijo “rs”) en la base del proyecto de haplotipos del 

genoma humano (HapMap). 

En los estudios de genes candidatos la estrategia se basa en la selección de 

individuos casos y controles no relacionados genéticamente (no incluye familias) y se 
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compara la frecuencia relativa de los polimorfismos entre los individuos afectados y 

un grupo control adecuado. Si un alelo polimórfico es más frecuente en los individuos 

caso, podemos considerar que dicho alelo está asociado, directa o indirectamente a su 

manifestación (el rasgo de evaluación como una enfermedad) (Wang y col., 2011).  

La búsqueda de polimorfismos en el campo de la diabetes se ha encaminado a 

interpretar la relación entre el polimorfismo de los genes y las señales para el control 

de la glucosa. Actualmente, diversos estudios de polimorfismos en individuos 

diabéticos incluyen polimorfismos de enzimas antioxidantes y pro oxidantes, ya que 

influyen en el balance redox de la célula durante la enfermedad. 

 

2.6.1. Polimorfismo C242T (rs4673) de la subunidad p22phox de la 

enzima NADPH oxidasa 

La enzima NADPH oxidasa se localiza en el citoplasma, por lo que su anclaje y 

activación en la membrana para la producción de superóxido depende de la proteína 

p22phox. La alteración en sus niveles de expresión o su estructura, afectan la 

actividad de la enzima y la producción de superóxido (Sumimoto y col., 2005). 

El gen que codifica para la subunidad p22phox es el citocromo b-245, 

polipéptido alfa (CYBA, por sus siglas en inglés), el cual se localiza en el cromosoma 

16q24 (Sumimoto y col., 2005; Bedard y Krause, 2007). Se conocen 7 polimorfismos 

de un solo nucleótido (SNPs, por sus siglas en inglés) con efectos conocidos en 

enfermedades complejas. Uno de los polimorfismos más estudiado es el que contiene 

un cambio de citocina a timina en la posición 242 del gen (C242T, rs4673). Este 

cambio de bases provoca un cambio en el codón CAC a TAC, lo que resulta en una 

sustitución del aminoácido histidina por tirosina. En diversos estudios se ha 

documentado que la presencia de tirosina puede alterar el sitio de unión al grupo 

hemo de la proteína y por tanto, menor actividad de la enzima (Moreno y Zalba, 

2010).  

La prevalencia del genotipo CC fue más alta en diabetes tipo 2 pero no en la 1 

(Matsunaga y col., 2003, Sun y col., 2014). Por otro lado, Santos y col. (2005) 

encontraron que mayor frecuencia del alelo T se asociaba con una susceptibilidad a 

desarrollar nefropatía diabética secundaria a la diabetes mellitus tipo 2. Okano y col. 

(2003) describieron que los pacientes con diabetes tipo 2 con el genotipo TC y TT 

tenían significantemente menor lesión en la región media de la íntima, que aquellos 

con el genotipo CC. Nakano y col. (2003) y por otro lado Hayaishi‐Okano y col. (2002)  
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encontraron asociación directa en este polimorfismo y la rápida oxidación de 

lipoproteínas en pacientes diabéticos.  

 

2.6.2 Polimorfismo Val16Ala (rs4880) de enzima superóxido dismutasa 

Esta enzima reduce el radical superóxido a H2O2 y tiene 3 isoformas: la 

citoplasmática, dependiente de cobre y zinc (CuZn-SOD o SOD1), la isoforma que se 

encuentra matriz mitocondrial y es dependiente de manganeso (Mn-SOD o SOD2) y la 

isoforma extracelular dependiente de cobre y zinc (EC-SOD o SOD3). El gen sod2 se 

localiza en cromosoma 6q25.3 del humano y en él se han identificado 9 polimorfismos 

con asociados a enfermedades que tienen en común el estrés oxidante. Uno de los 

polimorfismos más estudiado es el rs4880, en el cual se produce un cambio de 

citosina a timina en el exón 2, lo cual se traduce en un cambio del aminoácido valina 

por alanina en residuo 16 de la proteína.  

La alta frecuencia de valina se asocia con una menor expresión del gen y se ha 

observado que el mRNA es inestable, lo que afecta el importe de superóxido 

dismutasa a la mitocondria (Sutton y col., 2005). Liu y col. (2009) encontraron en 

pacientes chinos con diabetes tipo 2 que este polimorfismo se asoció con el riesgo de 

padecer nefropatía diabética. Por otro lado, en pacientes ingleses diabéticos, Jones y 

col. (2010) observaron que el genotipo TT se asocia con un incremento en el riesgo de 

padecer enfermedad cardiovascular. 

 

2.7. Integración 

Se ha mencionado que el estrés oxidante es una condición importante para el 

desarrollo de resistencia a insulina, disfunción β-pancreática y por tanto desarrollo de 

la diabetes. Además, es posible que el estrés oxidante se vea incrementado por 

factores genéticos y por una menor actividad del factor de transcripción Nrf2. Por 

tanto, esta investigación se dirigirá bajo el siguiente esquema (Figura 6). 

file:///C:/Users/Sary/AppData/Roaming/Microsoft/MATERIAL%20DE%20SOPORTE/SOD2.pptx
file:///C:/Users/Sary/AppData/Roaming/Microsoft/MATERIAL%20DE%20SOPORTE/AMINOACIDOS.pptx
file:///C:/Users/Sary/AppData/Roaming/Microsoft/MATERIAL%20DE%20SOPORTE/AMINOACIDOS.pptx
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Figura 6. Integración del desbalance redox en los pacientes prediabéticos y diabéticos. Las 

concentraciones de glucosa promueven el desarrollo de estrés oxidante, el cual puede ser 

detectado en eritrocitos y plasma por un incremento malondialdehído (MDA) y disminución de la 

enzimas antioxidantes superóxido dismutasa (SOD), gama glutamato cisteína ligasa (-GCL), 

glutatión reductasa y glutatión peroxidasa (GPx), provoduciendo una caída en el antioxidante 

endógeno glutatión (GSH). Por su parte, en células mononucleares desangre periférica (CMSP), la 

actividad de Nrf2 puede ser defectuosa, constribuyendo a una caída en las defensas antioxidantes. 

Además, polimorfismos de un sólo nucleótido (SNPs) puede ejercer un efecto incrementando la 

actividad de la enzima NADPH oxidasa y disminuyendo la actividad de la enzima SOD, de manera 

que se incremente la cantidad de radical superóxido, incrementando así el estrés oxidante en 

estos pacientes.  
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III. JUSTIFICACIÓN 

México se encuentra entre los 10 países con mayor prevalencia de diabetes en el 

mundo. En las últimas 3 décadas, los cambios negativos en el estilo de vida y el 

ambiente, junto con los factores genéticos, han permitido que su incidencia 

incremente de forma alarmarte.  

Está bien establecido que el estrés oxidante juega un papel crucial en el 

desarrollo de la enfermedad y en la progresión de complicaciones secundarias. Sin 

embargo, hasta hace poco, se ha reconocido el papel del factor de transcripción Nrf2 

en el desarrollo de enfermedades que tienen el común el estrés oxidante, ya que es 

considerado el regulador maestro de la respuesta endógena antioxidante.  

No obstante, hasta la fecha no existen publicaciones en las bases de datos de 

índole nacional ni internacional en donde se evalúe el papel de Nrf2 en la diabetes tipo 

2 y/o sus complicaciones en humanos. Además, el evaluar al regulador endógeno 

maestro puede dar información más relevante que la implementación de un 

antioxidante endógeno. 

Teniendo en cuenta que la dieta es uno de los principales factores involucrados 

en el desarrollo de diabetes y que el factor de transcripción Nrf2 es activado por 

fitoquímicos naturales, entonces se pueden establecer nuevas estrategias a nivel 

alimenticio y farmacológico para el tratamiento de esta enfermedad.  

 

 

IV. HIPÓTESIS 

La presencia de estrés oxidante en los individuos diabéticos estará asociada a 

una menor actividad de Nrf2 en las células mononucleares de sangre periférica de 

pacientes diabéticos.  

Además, el desarrollo de estrés oxidante se asociará con polimorfismos en la 

enzima NADPH oxidasa y superóxido dismutasa.  
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V. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo general 

Determinar los factores que contribuyen al desbalance redox en la diabetes 

tipo 2 en una muestra de población mexicana. 

 

5.2. Objetivos particulares 

a) Generar una base de datos mediante la selección de pacientes diabéticos, 

prediabéticos y controles de acuerdo a los criterios de inclusión y exclusión. 

b) Caracterización clínica de la población de estudio. 

c) Determinar el estado redox de la muestra poblacional por medio de la 

medición de la capacidad antioxidante total, marcadores de estrés oxidante y la 

actividad de enzimas antioxidantes en plasma y eritrocitos. 

d) Establecer si la modificación en los niveles de los marcadores redox se asocian 

con características clínicas o antropométricas. 

e) Cuantificar los niveles de Nrf2 en los núcleos de células mononucleares de 

sangre periférica de los individuos que comprenden la muestra poblacional. 

f) Determinar si los niveles de Nrf2 están asociados con los marcadores del 

estado redox. 

g) Determinar si polimorfismos en enzimas pro oxidantes y antioxidantes están 

asociados a la presencia de diabetes mellitus. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1. Diseño del estudio 

Esta investigación se llevó a cabo bajo un esquema de casos y controles en 

individuos mestizos mexicanos residentes del Distrito Federal. Se trató de un estudio 

multicéntrico y para el reclutamiento de los individuos, se contó con la participación 

de las siguientes instituciones: 

 Hospital Regional Lic. Adolfo López Mateos (HRLALM) del Instituto de Seguridad 

y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE).  

 Cuatro clínicas de medicina familiar del ISSSTE de la zona sur del Distrito Federal: 

CMF Del Valle, CMF Fuentes Brotantes, CMF Ignacio Chávez y CMF Xochimilco 

 La Clínica de Detección y Diagnóstico Automatizado (CLIDDA) del ISSSTE 

 El Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga 

 

Para participar en el estudio, se eligieron los sujetos que cumplieron los 

siguientes criterios de selección.  

 

a) Criterios de inclusión 

 

Controles 

 Hombres o mujeres con edad de 35 a 77 años. 

 Sin diagnóstico de cualquier tipo de diabetes. 

 Glucemia en ayunas <100 mg/dL y hemoglobina glucosilada <5.7  

 Valores de HOMA-IR ≤2.5. 

 

Prediabéticos 

 Hombres o mujeres con edad de 35 a 77 años. 

 Sin diagnóstico previo de cualquier tipo de diabetes. 

 Glucemia en ayunas entre 100 y 125 mg/dL y hemoglobina glucosilada entre 6 

y 6.4%.  

 O glucosa post prandial de 2 horas entre 140-199 mg/dL tras una carga oral de 

glucosa de 75 g. 

 Valores de HOMA-IR > 2.6. 
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Diabéticos 

 Hombres o mujeres con edad de 35 a 77 años. 

 Con diagnóstico previo de diabetes tipo 2. 

 O glucosa post-prandial de 2 horas >200 mg/dL tras una carga oral de glucosa 

de 75 g. 

 

b) Criterios de exclusión 

 Pacientes con diabetes tipo 1, gestacional u otro tipo de diabetes. 

 Pacientes con padres y abuelos no nacidos en México o que desconocieran 

estos antecedentes.  

 

c) Criterios de eliminación 

 El no contar con historia clínica completa y/o resultados completos de 

laboratorio. 

 Que no acepten participar en el estudio o no firmen el consentimiento. 

 

Antes de iniciar el estudio a los pacientes se les solicitó la firma del 

consentimiento informado en las Instituciones Hospitalarias correspondientes 

(ANEXO 1), con previa aprobación del Comité de Ética del Hospital Regional 1º de 

Octubre ISSSTE (número de registro: 218.2013 para el estudio de polimorfismos y 

254.2013 para el estudio de los marcadores de estrés y Nrf2). A cada individuo se le 

realizó una historia clínica con énfasis en antecedentes familiares de diabetes, se les 

midió la presión arterial, el peso y la talla. 

 

6.2. Tamaño de la muestra 

Debido a que se incluyeron estudios de polimorfismos, la muestra poblacional 

total fue de 1116 individuos. Sin embargo, para la medición de los marcadores de 

estrés oxidante y la actividad transcripcional de Nrf2, se requirió procesar las 

muestras en fresco para evitar su oxidación. De esta manera, el tamaño de muestra 

para estos ensayos se ajustó como se muestra en el Diagrama 1. 
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Diagrama 1. Tamaño de la muestra en cada etapa 

 

6.3. Obtención de las muestras sanguíneas 

A los sujetos que consintieron en participar en el estudio se le realizó una toma 

de sangre por punción venosa con sistema vacutainerTM, la cual se recolectó en un 

tubo rojo de 6 ml para la obtención de suero para la química sanguínea. Para los 

ensayos restantes, se utilizó sangre total recolectada en tres tubos lilas vacutainerTM, 

cada uno con 6 ml de capacidad y 1 mg de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 

como anticoagulante. La sangre total se destinó para la obtención de plasma, 

eritrocitos, células mononucleares de sangre periférica y DNA.  

 

6.4. Determinaciones clínicas 

El suero se obtuvo centrifugando la sangre a 3000 x g durante 15 minutos y se 

utilizó para la determinación de glucosa, insulina, colesterol total, colesterol de alta 

densidad (HDL), colesterol de baja densidad (LDL), triglicéridos, creatinina, urea y 

ácido úrico. Para la hemoglobina glucosilada, se tomaron 10 µl de sangre total. Estas 

1116 individuos totales 

Estudio de 

polimorfismos 

500 controles 500 diabéticos 

116 prediabéticos 

Marcadores del 

estado redox 

260 controles 183 diabéticos 

68 prediabéticos 100 controles 112 diabéticos 

Actividad 

transcripcional 

de Nrf2 
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determinaciones se realizaron en los laboratorios centrales de cada institución en 

donde se reclutaron los individuos y se llevaron a cabo el mismo día de la toma de 

sangre, en equipo automatizado. 

 

6.5. Marcadores del estado redox 

Se utilizaron 6 ml de sangre total para la obtención de plasma y eritrocitos, la 

cual se centrifugó a 3000 x g durante 10 minutos a 4° C. Se separó el plasma con micro 

pipeta, se colocó en un tubo estéril de 2 ml y se almacenó a –40° C. Los eritrocitos 

remanentes se lavaron con dos volúmenes de solución salina y se centrifugaron a 

3000 x g durante 10 minutos a 4° C. Posteriormente, se eliminó la fracción acuosa y se 

les agregaron 4 volúmenes de agua para lisarlos. Se centrifugaron a 3000 x g durante 

10 minutos a 4° C y se utilizó el sobrenadante, el cual se almacenaron a –20° C. 

Las determinaciones de los marcadores de estrés, que se enlistan a continuación, 

se realizaron dentro de las 48 horas posteriores a la obtención de la muestra, para 

evitar la oxidación a causa del almacenamiento. 

a) Capacidad antioxidante en plasma y eritrocitos. Se determinó al evaluar la 

capacidad de reducir el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). 

b) Marcadores de estrés en plasma. Se cuantificaron las concentraciones de 

malondialdehído y glutatión total, el cual comprende la cuantificación de 

glutatión reducido y glutatión disulfuro. 

c) Actividad de enzimas antioxidantes. En plasma, se determinó la actividad 

enzimática de glutatión peroxidasa y glutatión reductasa. En eritrocitos lisados, 

la actividad de superóxido dismutasa y gama-glutamato cisteína ligasa. 

 

Se utilizó espectrofluorofotometría para la medir la actividad enzimática de 

gamma-glutamato cisteína ligasa, mientras que las determinaciones restantes se 

realizaron por medio de ensayos espectrofotométricos. Cada ensayo se realizó por 

duplicado y se llevó acabo utilizando un lector de placas multimodal Synergy HT 

(Biotek, Winooski, VA, USA), bajo la siguientes metodologías. 

 

a) Capacidad antioxidante total por el método de DPPH 

Este método provee una evaluación del estado antioxidante total debido a que 

determina la capacidad que tiene la muestra problema de reducir el radical DPPH. 

Éste al estar en disolución forma un radical con una coloración púrpura y al ser 



30 

 

reducido a difenilpicril hidracina, torna a color amarillo, el cual puede ser detectado 

espectrofotométricamente a 517 nm.  

El ensayo se realizó de acuerdo a la metodología descrita por Koren y col. 

(2010), bajo las siguientes especificaciones. En cada tubo de reacción se colocaron 50 

μl de solución salina 0.9% y se añadieron 25 μL de plasma concentrado o 50 μL de 

eritrocitos diluidos 1:2 con agua. Como control positivo de la formación del radical, se 

utilizaron 75 μL de solución salina 0.9%. La reacción se inició al agregar 50 μL  del 

radical DPPH (stock 2mM en etanol) a la muestra y al control positivo, y se incubaron 

durante 2 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 800 µL de etanol absoluto, 

seguido de agitación y se incubó a temperatura ambiente por 2 minutos. Pasado el 

tiempo, los tubos se centrifugaron a 1,500 x g por 2 minutos y se determinó la 

absorbancia del sobrenadante a 517 nm.  

Tomando en cuenta que el control positivo equivale al 100% de generación del 

radical DPPH, la capacidad antioxidante se expresó como la diferencia porcentual de 

la densidad óptica de cada muestra respecto al control positivo.  

 

b) Malondialdehído 

El malondialdehído de la muestra es capaz de reaccionar con el 1-metil-2-

fenilindol, que en condiciones ácidas, produce un cromóforo de alto coeficiente de 

extinción molar con un máximo de absorción de longitud de onda de 586 nm. Esta 

reacción es específica en presencia de ácido clorhídrico. 

La metodología se realizó bajo las modificaciones descritas previamente por 

nuestro grupo (Gaona-Gaona y col., 2011). Se mezclaron 200 μl de plasma con 650 μl 

de una solución 10 mM de 1-metil-2-fenilindol (en acetonitrilo/metanol 3:1). La 

reacción se inició al añadir 150 μL de ácido clorhídrico al 37%. Posteriormente, las 

muestras se incubaron a 45°C por 40 min y se centrifugaron a 15000 x g durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Se determinó la absorbancia del sobrenadante de 

cada muestra a 586 nm. La concentración de malodialdehído se expresó en µM y se 

calculó mediante una curva de calibración con un análogo sintético de 

malondialdehído, el tetrametoxipropano, utilizando 6 estándares con concentraciones 

de 0.74 a 24 μM. 
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c) Glutatión total 

El ensayo se basa en la reacción de glutatión con el ácido ditionitrobenzoico 

(DTNB; también conocido como reactivo de Ellman), produciendo un aducto entre el 

glutatión disulfuro y el ácido tionitrobenzoico (GS-TNB), el cual tiene máxima 

absorbancia a 412 nm. La velocidad de formación de TNB es proporcional a la 

concentración de glutatión en la muestra. El producto GS-TNB es reducido entonces a 

glutatión por la enzima glutatión reductasa en presencia de NADPH. Ya que la enzima 

glutatión reductasa reduce el glutatión disulfuro en 2 moléculas de glutatión, la 

concentración final de glutatión total es:  

[Glutatión] total = [glutatión reducido] + 2[glutatión disulfuro] 

La velocidad de cambio de la absorbancia (ΔA412nm/min-1) es lineal y 

proporcional a la concentración total de glutatión (Rahman y col. 2006).  

El plasma de los sujetos se trató inmediatamente con medio volumen de ácido 

sulfosalicílico al 0.6% para precipitar las proteínas de la muestra. Enseguida se 

centrifugó a 8000 x g durante 10 minutos a 4°C y se utilizó el sobrenadante para los 

ensayos de glutatión total y disulfuro. 

 Glutatión total. La reacción se hizo en microplaca de 96 pozos, en los cuales se 

colocaron 20 µL de muestra o estándar de glutatión (concentraciones de 0.103 a 

26.4 mM). La mezcla de reacción inicial consistió en una solución de DTNB (1.68 

mM) en buffer de fosfatos 0.1 M con EDTA 5mM (buffer KPE) y 10 unidades de 

glutatión reductasa. Se inició la reacción al agregar 120 µL de la mezcla de reacción 

y se agitó la placa 30 segundos, para permitir la reducción del glutatión disulfuro a 

glutatión reducido. Posteriormente, se agregaron 60 µL de NADPH (0.8 mM en 

buffer KPE) y leyó la absorbancia a 412 nm, tomando cada minuto la lectura 

durante 2 minutos (3 lecturas de 0, 60 y 120 segundos).  Se calculó el cambio de 

absorbancia por minuto y se determinó la concentración de glutatión total 

interpolando en la curva estándar de calibración. 

 Glutatión disulfuro. Para esta determinación, se utilizó 100 µL de muestra o 

estándar de glutatión disulfuro (concentraciones de 0.103 a 26.4 mM) y se trató 

con 2 µl de 2-vinilpiridina (diluida 1:10 con buffer KPE) para derivatizar la reacción 

incubando durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se añadieron 6 µL 

de trietanolamina (diluida 1:6 con KPE), se mezcló vigorosamente y se incubaron 

10 minutos a temperatura ambiente para neutralizar la reacción. Posteriormente, 

se procedió de la misma manera que para la determinación de glutatión total. Los 
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niveles de glutatión disulfuro fueron necesarios para determinar la concentración 

de glutatión reducido en la muestra en donde:  

[glutatión reducido] = [glutatión total]  2[glutatión disulfuro] 

 

d) Actividad enzimática de Glutatión Peroxidasa 

La actividad de esta enzima se determinó de manera indirecta por una reacción 

acoplada con la enzima glutatión reductasa, lo que causa la disminución de la 

absorbancia a 340 nm debido al consumo de NADPH. La enzima glutatión peroxidasa 

al reducir los hidroperóxidos consume glutatión, el cual es regenerado a partir de 

glutatión disulfuro por la acción enzimática de glutatión reductasa, proceso que 

consume NADPH (Gaona-Gaona y col., 2011). 

Se utilizó plasma diluido 1:2 con solución salina 0.9%. Se colocaron 35 µL de 

muestra o solución salina 0.9% (blanco) en cada pozo de la microplaca de 96 pozos y 

se añadieron 270 µL de la mezcla de reacción compuesta de: EDTA (1mM), ácida de 

sodio (1 mM), NADPH (0.2 mM), glutatión reducido (1mM) y glutatión reductasa (1 

U/ml), en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.4. Se incubó la placa durante 5 min y 

se agregaron 35 µL de H2O2 (0.625 mM). Inmediatamente, se leyó la absorbancia a 340 

nm cada minuto, durante 3 minutos, a 340 nm. Los resultados se expresaron como 

unidades de glutatión peroxidasa que oxidan 1 µmol de NADPH por mL de plasma. 

 

e) Actividad de glutatión reductasa 

La actividad enzimática de glutatión disulfuro se evaluó por la reducción de 

NADPH a 340 nm cuando a la muestra se le añade glutatión disulfuro y NADPH 

(Gaona-Gaona y col., 2011). 

Se colocaron 20 µL de plasma diluido 1:2 con solución salina 0.9% en cada pozo 

de la microplaca. Se agregaron 340 µL de la mezcla de reacción que contenía glutatión 

disulfuro (1.25 mM), EDTA (0.5 mM) y NADPH (0.1mM) en amortiguador de fosfatos 

10mM pH 7.6. Inmediatamente, se leyó la absorbancia a 340 nm cada minuto, durante 

3 minutos, a 340 nm. 

 

f) Actividad de superóxido dismutasa 

Para determinar la actividad de esta enzima, se utilizó el sistema xantina-xantina 

oxidasa para la generación del radical superóxido y azul de nitrotetrazolio como 

reactivo indicador. Éste es reducido a formazán el cual se mide a 586 nm.  
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Primeramente se determinó que el sistema generara anión superóxido. Se 

colocaron 66 µL de agua en diferentes tubos y se agregaron 332 µL de mezcla de 

reacción compuesta de xantina (0.122 mM), EDTA (0.122 mM), azul de nitrotetrazolio 

(30.6 µM) y carbonato de sodio (49 mM). Para determinar la cantidad de enzima 

necesaria, ya que es muy inestable a temperatura ambiente, se utilizó una solución de 

xantina oxidasa 0.168 U/mL en sulfato de amonio 2 M. Se probaron diferentes 

volúmenes (10 a 20 µL) de solución de xantina oxidasa recién preparada, los cuales se 

agregaron a cada tubo de reacción y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 

min. La reacción se detuvo con 132 µL de cloruro de cobre 0.8 mM y se determinó la 

densidad óptica a 586 nm.  El tubo de reacción con la cantidad de enzima necesaria 

para producir una densidad óptica de 0.2 fue el que se utilizó para el ensayo. 

Para las muestras, se colocaron 60 µL de eritrocitos lisados diluidos 1:200 en 

solución salina 0.9%, se agregaron 332 µL de la mezcla de reacción y el volumen 

necesario de enzima. La reacción se detuvo con 132 µL de cloruro de cobre 0.8 mM y 

se determinó la densidad óptica a 586 nm. Una unidad de superóxido dismutasa se 

definió como la cantidad de enzima que inhibe al 50% la reducción de azul de 

nitrotetrazolio. Los valores se expresaron con U/mg de proteína. 

 

g) Actividad de gamma glutamato cisteína ligasa 

Este ensayo se basa en que el compuesto 2,3-naftalendicarboxialdehído (NDA) 

forma aductos con el producto de la enzima (glutamato-cisteína). El NDA es un 

compuesto no fluorescente pero forma aductos fluorescentes con el glutatión y con el 

compuesto glutamato-cisteína. Se mide la fluorescencia a una longitud de onda de 

excitación de 485 nm y una longitud de onda de emisión de 535 nm. 

Este ensayo se realizó con la metodología descrita por nuestro grupo (Guerrero-

Beltrán y col., 2010), en eritrocitos lisados diluidos 1:2 en agua. Se utilizó una mezcla 

de reacción constituida de tris(hidroximetil) aminometano (400mM), adenosín 

trifosfato (40mM), L-ácido glutámico de sodio (20mM), EDTA (2mM), borato de sodio 

(20 mM), serina (2mM) y cloruro de magnesio (40 mM), la cual se incubó a 37° C por 

15 min antes de añadirla a la muestra. Se tomaron 25 µL de muestra en un micro tubo 

y se añadieron 12.5 µL de la mezcla de reacción, incubando a 37° C durante 20 min. 

Posteriormente, se añadieron 12.5 µL de cisteína 2 mM disuelta en amortiguador 

TES/SB (Tris 20mM, EDTA 1mM, sacarosa 250mM, borato de sodio 20mM y serina 

2mM) y se incubaron a 37° C durante 10 min. La reacción se detuvo añadiendo 12.5 µL 
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de ácido sulfosalicílico (200 mM) e incubándolos a 4°C por 15 min. Los tubos se 

centrifugaron a 5000 x g durante 10 min a 4° C. Para determinar la cantidad de 

glutamato-cisteina generado, se preparó una reacción basal para cada muestra, en 

donde se realizó el mismo procedimiento anterior sin agregar cisteína.  

Se utilizó una placa de 96 pozos negra para fluorescencia, en donde se colocaron 

20 µL del sobrenadante de cada muestra y se agregaron 155 µL de la solución de NDA 

(Tris 50mM pH 10, NaOH 0.5N y NDA 10mM en dimetil sulfato, en relación v/v/v: 

1.4/0.2/0.2). Se protegió de la luz y se incubó a temperatura ambiente durante 30 

min. Se determinó la fluorescencia a una longitud de onda de excitación de 485 nm y 

de emisión de 535 nm. Se utilizó una curva de glutatión (concentraciones de 1nM a 1 

µM) y por medio de regresión lineal e interpolación en la curva, se cuantificó la 

cantidad de glutamato-cisteína-NDA formada. Los resultados se expresan como nmol 

de glutatión por minuto por mg de proteína. 

  

6.6. Determinación de Nrf2  

6.6.1. Extracción de células mononucleares y fracciones nucleares 

La extracción de las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se 

realizó aa partir de 6 ml de sangre total/EDTA, utilizando un gradiente de densidad 

comercial Lymphoprep (Axis-Shield, Oslo, Norway).  Inmediatamente, se aislaron las 

fracciones nucleares utilizando un estuche comercial de extracción de núcleos (Active 

Motif, Carlsbad, CA, USA). Las fracciones se almacenaron a -80°C hasta su 

procesamiento.  

 

6.6.2. Ensayo de la actividad transcripcional de Nrf2 

Las concentraciones de proteínas se determinaron utilizando el colorante de 

Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Se utilizaron 20 µg de proteína 

nuclear para la determinación de Nrf2.  

El ensayo de la actividad transcripcional o de unión de Nrf2 se realizó por medio 

de un kit comercial (TransAm Nrf2, Active-Motif., CA, EUA) tipo ELISA, el cual contiene 

inmovilizado en cada pozo las secuencias consenso de unión ARE 

(5'GTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG-3'). La forma activa de Nrf2 que se encuentra en 

la fracción nuclear se une específicamente a  estos oligonucleótidos. Se utilizó un 

anticuerpo primario para detectar Nrf2, el cual reconoce un epítope en la proteína 

cuando está unida a las secuencias ARE. Finalmente, la adición de un segundo 
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anticuerpo (peroxidasa de rábano conjugada-HRP), provee una coloración detectable 

a 450 nm, proporcional a la cantidad de Nrf2 unida a las secuencias ARE y por tanto, 

transcripcionalmente activa. Como control positivo del ensayo se utilizaron células 

COS-7, transfectadas con Nrf2. 

 

6.7. Extracción del DNA y genotipificación 

La extracción de DNA se realizó por medio del protocolo descrito por Lahiri y 

Numberger (1991), el cual utiliza sales no caotrópicas para la extracción de DNA a 

partir de 6 ml de sangre total con 1 mg de EDTA.  

Se determinó la concentración de DNA de cada muestra utilizando una placa de 

micro volúmenes (Take 3, Bioteck) acoplada a un lector de absorbancia uv-visible 

(Epoch™, Bioteck) a partir de 2 µL de muestra. Se realizaron alícuotas de 8 a 14 ng/µL 

de DNA para la genotipificación. 

La detección de polimorfismos se realizó en el laboratorio de la Dra. Martha 

Eunice Rodríguez Arellano; en el Departamento de Investigación del HRLALM y en el 

laboratorio de Genómica, bajo la dirección del Dr. Gilberto Vargas Alarcón, en el 

Instituto Nacional de Cardiología Ignacio Chávez.  

La genotipificación se realizó utilizando la reacción de oligohibridación alelo 

específica con sondas Taqman®, para determinar las variantes genéticas de la 

subunidad p22 phox de la enzima NOX (rs4673) y de la enzima SOD (rs4880).  

La técnica de PCR‐Tiempo Real se realizó en un equipo 7500 marca Applied 

Biosystems y con el sistema TaqMan® Universal Master Mix. El volumen de reacción 

comprendió 10 µL que contiene 5 µl de master mix, 0.125 µL de sonda, 4 µL de DNA  

(concentración de 8-14 ng/µL) y 0.875 µL de agua. Las condiciones utilizadas en el 

termociclador fueron las siguientes: temperatura inicial de 50º C por 2 min, seguido 

de 95 °C por 10 min y 40 ciclos de: 95 °C por 15 s y 60 °C por 1 min.  

 

6.8. Análisis estadístico. 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa STATA 12 

(StataCorp, College Station, TX, EUA). Se determinó la distribución de Gauss por medio 

de la prueba de Shapiro - Wilk.  
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a)  Variables con distribución gaussiana 

Las comparaciones entre grupos se realizaron por medio de un análisis de 

varianza seguidos de un análisis post hoc (Bonferroni). Los resultados se expresan en 

tablas como la media ± desviación y en las figuras como la media ± error estándar.  

 

b)  Variables con distribución no gaussiana 

Se utilizó una prueba no paramétrica de Kruskal - Wallis y los  valores se 

describen como la media (rango intercuartílico, con presentación de 1er y 3er cuartil).  

Se realizaron análisis de regresión múltiple para estimar la relación entre los 

marcadores redox o actividad Nrf2 y los parámetros clínicos o antropométricos. Los 

gráficos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism v. 6.0 (GraphPad Prism 

Inc., San Diego, CA, EUA).  

Para los resultados de la genotipificación, se utilizó una prueba Chi-cuadrada 

para evaluar el equilibrio de Hardy-Weinberg en los individuos controles. Para el 

análisis de asociación entre los rasgos cuantitativos y los polimorfismos, se utilizarán 

modelos multivariados ajustando por sexo, edad, índice de masa corporal (IMC), 

estado de fumador, nivel de actividad física y otros potenciales confusores. 

Según se requirió, las variables se normalizaron a través de una transformación 

logarítmica. La significancia estadística se consideró con una p<0.05. 
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VII. RESULTADOS  
 

7.1. Características de la población de estudio 

 7.1.1. Características clínicas y antropométricas 

 Para la determinación del estado redox se incluyó un total de 559 sujetos, 260 

sujetos control, 116 prediabéticos y 183 sujetos con diabetes tipo 2. Las 

características de los valores clínicos y antropométricos de cada grupo de estudio se 

presentan en la Tabla 3.  

 

Tabla 3. Características clínicas y antropométricas de los sujetos control (CTRL), 

prediabéticos (PRE) y diabéticos (DM2).  

Variables CTRL n = 260 PRE n = 116 DM2 n = 183 P 

Edad (años) 48 (41–52) 45(43–54) 58.87 (50–64) a,b <0.001 

Masculino, n (%) 127 (48) 47 (18) 87 (34) 0.4360 

Femenino, n (%) 138 (45) 69 (23) 96 (32) - 

IMC (kg/m2) 27.7 (25–30) 31.4 (27.5–34.4) a 29 (26–31.4) a,b <0.001 

PAS (mmHg) 114 (110–120) 117 (110–120) 120.6 (110–130) a <0.001 

PAD (mmHg) 74.6 (70–80) 78 (70–80) a 77.5 (70–81) a <0.001 

Tabaquismo, n (%) 61 (24) 29 (25) 35 (19) 0.4050 

Glucosa (mg/dL) 91 (86–97) 107 (99–113) a 154 (108-169) a,b <0.001 

HbA1c (%) 4.6 (4.2–5.1) 5.9 (5.7–6.1) a 7.4 (5.8–8.4) a,b <0.001 

HOMA-IR 1.8 (1.3–2.3) 4.8 (3.2–6) a - <0.001 

T-G (mg/dL) 168 (106–210) 202 (130–242) a 214 (126–244) a 0.0059 

C-T (mg/dL) 194 (167–217) 195 (168.5–218.5) 185 (150–212) 0.0910 

HDL-C (mg/dL) 51 (43–58) 46 (39–53) a 44 (35–55) a <0.001 

LDL-C (mg/dL) 113 (94.5–132.5) 110 (90–130) 110 (84–129.5) 0.8800 

Los datos se presentan como la media (rango intercuartílico). IMC: índice de masa corporal, 

PAS: presión arterial sistólica, PAD: presión arterial diastólica, HOMA-IR: modelo de 

evaluación de la homeostasis de la resistencia a la insulina, HbA1c: hemoglobina glucosilada, 

T-G: triglicéridos, C-T: colesterol total, HDL-C: colesterol de alta densidad, LDL-C: colesterol de 

baja densidad. Significancia estadística: p<0.05: a vs CTRL y b vs PRE. 
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 Se puede observar que desde el estado prediabético existe un perfil lipídico 

adverso y la presencia de resistencia a la insulina medida por medio del modelo de 

evaluación de HOMA-IR. Además, es el grupo con la media del IMC en el rango de 

obesidad 

 En el grupo de diabetes tipo 2 se encontraron diferencias significativas con la 

edad, IMC, presión arterial sistólica, presión arterial diastólica, glucosa, hemoglobina 

glucosilada, triglicéridos y colesterol HDL. Por lo tanto, estos parámetros se 

incluyeron en el análisis multivariado como potenciales factores de confusión en la 

respuesta redox.  

 En términos de sobrepeso, la muestra poblacional es representativa de México. 

De hecho, la media del IMC se encuentra en rangos de obesidad en los sujetos 

prediabéticos y es menor en el grupo diabético (31 vs 29 kg/m2). La presión arterial 

sistólica y diastólica se altera en los pacientes diabéticos, con un incremento de la 

media de entre 5  y 3.2 %, respectivamente.  

 Para hacer una mejor distribución de los individuos en los grupos se 

determinaron los niveles de glucosa en ayunas y hemoglobina glucosilada de acuerdo 

a los criterios establecidos por la ADA (2014). Se encontró mayor variabilidad en el 

grupo de diabéticos, lo que refleja el descontrol de la enfermedad.  

 En cuanto al perfil lipídico, los niveles de triglicéridos aumentan durante el 

estado de prediabético y son más altos en la diabetes. De estos sujetos prediabéticos y 

diabéticos, 27% y 23%, respectivamente, informaron estar bajo tratamiento con 

fibratos principalmente. El colesterol HDL fue menor en los sujetos prediabéticos y 

diabéticos, en comparación con el grupo control (10% y 14% vs controles), no se 

observaron cambios significativos en el colesterol total y el colesterol LDL. 

 

 7.1.2. Características de los individuos diabéticos. 

 Tanto el control de la glucosa, así como el tiempo de evolución de la enfermedad, 

pueden tener un efecto en la regulación del estado redox, ya que el fármaco de 

elección depende del tiempo de evolución de la enfermedad.  

 Los individuos diabéticos incluidos en el estudio se encontraban bajo 

tratamiento médico, debido a que se reclutaron en las clínicas de atención al paciente 

diabético. El 75% de los pacientes refirieron estar bajo tratamiento con biguanidas 

(metformina), sulfonilureas (glibenclamida), insulina o su combinación. El 14% de los 

diabéticos no recordaron el fármaco y el 11% refirieron no apegarse al mismo. En la 
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Tabla 4 se muestran los niveles de glucosa, la hemoglobina glucosilada y el tiempo de 

evolución de acuerdo al fármaco referido. 

 

Tabla 4. Niveles de glucosa y hemoglobina glucosilada de acuerdo al tratamiento 

antidiabético referido por los sujetos diabéticos. 

Fármaco n Frecuencia Glucosa (mg/dL) HbA1c (%) Evolución 

Biguanidas  34 0.18 145 (108-147) 6.5 (5.7-7.4) 6 (3-9) 

Sulfonilureas 5 0.3 148 (100-139) 5.9 (5.1-6.8) 11 (8-14) 

Insulina 24 0.13 166 (125-231) 7.6 (6-9.2) 13 (5-20)a 

Biguanida-insulina 48 0.26 146 (99-167) 8.3 (7-9.7)a,b 11 (5-16) 

Biguanida-sulfonilurea 27 0.15 186 (124-237) 8 (5.8-9.2)a 11 (6-13) 

No recuerda 26 0.14 142 (95-167) 7 (5.6-8) 8 (4-13) 

No se apega al tratamiento 21 0.11 140 (108-148) 6.4 (5.7-7.1) 5 (1-8) 

Los datos de glucosa y hemoglobina glucosilada (HbA1c) se presentan como la media (rango 

intercuartílico). Evolución se refiere al tiempo de evolución en años. Significancia estadística 

p<0.05: a vs Biguanidas y b vs no se apega al tratamiento. 

 

 No se observó diferencia significativa entre las concentraciones de glucosa en 

ayunas, empero, los niveles de hemoglobina glucosilada se observaron más altos en 

aquellos pacientes que refieren el uso de la combinación de biguanidas con insulina o 

sulfonilureas, en comparación con los que se tratan sólo con biguanidas. Además, 

aquellos que utilizan sólo biguanidas, tienen menor tiempo de evolución de la 

enfermedad que aquellos que utilizan insulina. 

 Existe la limitación de que muchos pacientes refieren estar bajo tratamiento sin 

que realmente se apeguen a él. Para evitar sesgo estadístico por este factor, la 

medición de la hemoglobina glucosilada resulta una herramienta importante, ya que 

provee una medida de los valores crónicos de la glucosa. Por tanto, el grupo de 

diabéticos se dividió en dos grupos de acuerdo a los niveles de hemoglobina 

glucosilada, según lo recomendado por la ADA (2014):  

 DM2-NC se refiere a los pacientes diabéticos con niveles de hemoglobina 

glucosilada ≥ 7% asociados a un pobre control glicémico 

 DM2-C se refiere a los pacientes diabéticos con niveles de hemoglobina 

glucosilada <7%, lo que se asocia con un mejor control de la hiperglucemia. 
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 Por tanto, estas características y aquellas significativas de los pacientes 

diabéticos se muestran en la Tabla 5 y en el ANEXO 2, se reportan las características 

totales determinadas en los pacientes. 

 Los niveles de glucosa en ayunas se observaron 25% más altos en promedio en 

los pacientes que tienen un control deficiente de la enfermedad. Así mismo, estos 

pacientes refirieron tener más eventos de hospitalización por hipoglucemia (50% más 

que los sujetos con HbA1c <7%). En cambio, no se observó diferencia significativa en 

el tiempo de evolución de la enfermedad y en el tratamiento (referido como variable 

dicotómica: con o sin tratamiento farmacológico).  

 

Tabla 5. Características de los pacientes diabéticos de acuerdo a los niveles de 

hemoglobina glucosilada 

Característica 
 

DM2-NC 

HbA1c ≥ 7%  

DM2-C 

HbA1c < 7% 
P 

Glucosa (mg/dL) 
 

175 (125-226) 
 

130 (98-141.5) <0.001 

HbA1c (%) 
 

9 (7.4-9.9) 
 

5.8 (5.5-6.2) <0.001 

Tiempo de evolución (años) 
 

9.6 (5-14) 
 

9.8 (5-15) 0.840 

Tratamiento, n (%) 81 (93) 
 

83 (84) 0.072 

Hospitalización por hipoglucemia n (%)* 23 (26.4) 
 

13 (13.3) 0.024 

Los datos se presentan como la media (rango intercuartílico), para las variables continuas y 

en las variables dicotómicas la cantidad de individuos positivos “n” (porcentaje). HbA1c: 

hemoglobina glucosilada. * Indica al menos un evento de hospitalización por hipoglucemia. 

 
7.2. Estado redox 

 7.2.1. Capacidad antioxidante y marcadores de estrés 

 El estado antioxidante total, se determinó en el plasma y en los eritrocitos por el 

método de DPPH (Figura 6 a, b). En los sujetos prediabéticos no se observaron 

diferencias significativas. Sin embargo, en los pacientes diabéticos con un pobre 

control glucémico, la capacidad antioxidante disminuyó tanto en  plasma como en 

eritrocitos (15 ± 6% y 5 ± 0.8%, p <0.001 en comparación con el grupo control).  

 Para explicar el efecto de diversas variables en la capacidad antioxidante, en los 

sujetos diabéticos, se realizó un modelo de regresión lineal múltiple. Se encontró que 

la capacidad antioxidante total se asoció negativamente con la edad, el género y la 

hemoglobina glucosilada en el plasma y en eritrocitos sólo con la edad y la 

hemoglobina glucosilada (Tabla 6).  
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Figura 6. Capacidad antioxidante y marcadores de estrés. (a) estado antioxidante 

total (CAT) expresado en % de atrapamiento del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) 

en plasma y (b) en eritrocitos; (c) concentración de malondialdehído (MDA) en plasma; (d) 

concentración total de glutatión (GSH total)  y (e) concentración de glutatión (GSH) en plasma. 

CTRL: Control, PRE: prediabetes, DM2-NC: sujetos diabéticos con pobre control glucémico 

(hemoglobina glucosilada ≥ 7%), DM2-C: sujetos diabéticos en control glucémico 

(hemoglobina glucosilada <7%). Cada barra representa la media ± S.E. Significancia 

estadística de p<0.05: a vs CTRL, b vs PRE y c vs DM2-C. 

   

 Por otra parte, las concentraciones de malondialdehído fueron mayores en el 

grupo de diabéticos con hemoglobina glucosilada ≥7% en comparación con el grupo 

control (p <0.001) y el grupo con hemoglobina glucosilada <7%  (p=0.032) (Figura 

6c). De hecho, la regresión múltiple reveló que las concentraciones de 
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malondialdehído están asociadas con los niveles de hemoglobina glucosilada y el IMC 

(Tabla 6). 

 Las concentraciones de glutatión total (glutatión reducido y glutatión disulfuro), 

fueron menores en sujetos con diabetes (Figura 6d). Sin embargo, el grupo de sujetos 

diabéticos con hemoglobina glucosilada <7% tenían concentraciones más altas de 

glutatión total y de glutatión reducido en comparación con el grupo de diabéticos con 

hemoglobina glucosilada ≥7% (Figura 6e). Las concentraciones de glutatión se 

asociaron negativamente con la edad y la hemoglobina glucosilada (Tabla 6). No se 

encontraron diferencias significativas en los niveles de glutatión disulfuro y la 

relación glutatión/glutatión disulfuro. 

 

Tabla 6. Asociaciones de marcadores del estado redox y actividades antioxidantes con 

la edad, el sexo, el IMC, glucosa y la hemoglobina glucosilada en pacientes diabéticos.  

Variables Edad Género IMC Glucosa HbA1c 

CAT 
Plasma 

β −0.21 −2.28 0.01 −0.02 −0.98 

95% CI −0.28 a −0.13 −3.82 a −0.19 −0.16 a 0.18 −0.04 a 0.08 −1.7 a −0.2 

p <0.001 0.004 0.894 0.511 0.014 

R2 0.19 - - - - 

CAT 
Eritrocitos 

β −0.26 −1.59 0.09 −0.012 −1.2 

95% CI −0.36 a −0.17 −3.4 a 0.2 −0.11 a 0.3 −0.015 a 0.04 −1.95 a −0.44 

p <0.001 0.084 0.411 0.381 0.002 

R2 0.22 - - - - 

MDA β 0.006 −0.14 0.04 −0.02 0.17 

95% CI −0.01 a 0.23 −0.43 a 0.15 0.004 a 0.074 −0.004 a 0.003 0.06 a 0.28 

p 0.45 0.34 0.026 0.94 0.003 

R2 0.08 - - - - 

GSH β −0.07 −0.46 0.04 0.002 −0.25 

95% CI −0.1 a −0.04 −1.01 a 0.08 −0.02 a 0.11 −0.0007 a 0.004 −0.45 a −0.055 

p <0.001 0.097 0.19 0.159 0.013 

R2 0.13 - - - - 

SOD β 0.29 7.04 0.052 −0.005 3.0 

95% CI 0.06 a 0.51 3.1 a 10.9 −0.42a 0.53 −0.07 a 0.06 1.14 a 4.84 

p 0.01 <0.001 0.83 0.89 0.002 

R2 0.124 - - - - 

Modelos de regresión múltiple en el grupo de diabéticos y controles. Se presenta el coeficiente 

β, intervalo de confianza (CI) del 95%, p de cada variable regresora y la R2 de cada modelo 

incluyendo la capacidad antioxidante total (CAT) en plasma y eritrocitos, malondialdehído 

(MDA), glutatión (GSH) y la actividad de la enzima superóxido dismutasa en eritrocitos (SOD) 

como variables dependientes. 
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7.2.2. Actividad de las enzimas antioxidantes 

Las actividades de la enzima glutatión peroxidasa y glutatión reductasa en el 

plasma no fueron diferentes en los grupos estudiados (Figura 7a, b). Solamente, la 

actividad de la enzima glutatión peroxidasa disminuyó en el grupo de sujetos 

prediabéticos en comparación con los sujetos diabéticos no controlados (hemoglobina 

glucosilada≥ 7%).  

La actividad de gama glutamato cisteína ligasa se observó disminuida en los 

sujetos con  pobre control glucémico, en comparación con el grupo control y 

prediabetes (Figura 7c). Sin embargo, no se encontró asociación significativa al ajustar 

la actividad de -glutamato cisteína ligasa por la edad, el género, IMC, glucosa y 

hemoglobina glucosilada. En cambio, la actividad  de la enzima superóxido dismutasa 

fue mayor en los sujetos diabéticos en comparación con el grupo control (Figura 7d) y 

se asoció positivamente con la edad, el género y la hemoglobina glucosilada en los 

modelos  de regresión múltiple (Tabla 6). 

 

 

Figura 7. Actividad de las enzimas antioxidantes. Actividad plasmática de (a) glutatión 

peroxidasa (GPx), (b) glutatión reductasa (GR) y (c) -glutamato cisteína ligasa (-GCL) y (d) 

superóxido dismutasa Cu-Zn (SOD-1) en eritrocitos hemolizados. CTRL: Control, PRE: 

prediabetes, DM2-NC: sujetos diabéticos con pobre control glucémico (hemoglobina 

glucosilada ≥7%), DM2-C: sujetos diabéticos en control glucémico (hemoglobina glucosilada 

<7%). Cada barra representa la media ± S.E. Significancia estadística de p<0.05: a vs CTRL, b vs 

PRE. 
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7.2.3. Efecto de la acumulación de enfermedades metabólicas y el 

tabaquismo en el estado redox de los sujetos de estudio 

Se ha establecido que las enfermedades metabólicas (dislipidemias, el sobrepeso 

u obesidad y la hipertensión) y el tabaquismo pueden favorecer el estrés oxidante. 

Para evaluar el efecto de la acumulación de estas condiciones metabólicas en el 

desarrollo de estrés oxidante en los sujetos de estudio, el grupo de controles y 

prediabéticos se dividió en dos grupos cada uno, de acuerdo a la presencia de una o 

más enfermedades metabólicas y/o el hábito de fumar más de 3 cigarrillos por 

semana (Tabla 7).  

 

Tabla 7. Criterios de división de los grupos de estudio para evaluar el efecto de la 

acumulación de enfermedades metabólicas y el tabaquismo en el estado redox. 

Grupo 
Criterios de inclusión 

iniciales 
Codificación 

Criterios de división de 
grupos 

Controles 
n=260 

- Individuos no diabéticos  
- Glucemia en ayunas  
<100 mg/dL 
- Hemoglobina glucosilada 
<5.7% 
- HOMA-IR<2.5 

CTRL1 

- IMC <25 
- no hipertensos 
- no dislipidémicos 
- no fumadores 

CTRL2 

Con una o más de las 
siguientes características:  
- IMC ≥ 25 
- Hipertensión arterial 
- Alguna dislipidemia  
- Fumador habitual 

Prediabéticos 
n=116 

- Individuos no diabéticos  
- Glucemia en ayunas entre 
100 y 125 mg/dL 
- Hemoglobina glucosilada 
entre 5.7 y 6.4% 
- HOMA-IR≥2.5 

PRE1 

- IMC <25 
- no hipertensos 
- no dislipidémicos 
- no fumadores 

PRE2 

Con una o más de las 
siguientes características:  
- IMC ≥ 25 
- Hipertensión arterial 
- Alguna dislipidemia  
- Fumador habitual 

Diabéticos 
n=183 

Individuos con diagnóstico 
previo de diabetes 

DM2-C 
Hemoglobina glucosilada 
 <7% 

DM2-NC 
Hemoglobina glucosilada  
≥ 7% 

HOMA-IR: modelo de evaluación de homeostasis de la resistencia a insulina.  

 

 Los sujetos hipertensos  incluidos en los grupos correspondientes, se definieron 

como aquellos que refirieron ser previamente diagnosticados y/o tomar algún 
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fármaco anti hipertensivo. Aquellos sujetos que no se reconocieron como hipertensos 

y en la medición de la presión arterial sistólica dieron valores mayores a 140 (mmHg) 

fueron tomados como hipertensos. Para los sujetos con dislipidemias se tomó en 

cuenta tener hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia previamente diagnosticada 

con o sin tratamiento. Aquellos individuos que no refirieron ser diagnosticados con 

alguna de estas condiciones y presentaron valores de colesterol total mayor a 250 

mg/dL y/o triglicéridos mayor a 200 mg/dL, fueron incluidos en los grupos de 

enfermedades metabólicas (CTRL2 y PRE2).  

 Las características clínicas de cada grupo se presentan en la Tabla 8, en donde se 

observa que tan sólo 6.9% de los 260 individuos se clasificaron como “controles 

sanos”, es decir, sujetos que no presentaban obesidad, no fumadores, no 

dislipidémicos y/o no hipertensos. De forma similar, en el grupo de individuos 

prediabéticos, sólo 5.1% de estos sujetos presentó prediabetes sin ningún otra 

enfermedad crónica o consumo de tabaco. Todos los individuos clasificados en los 

grupos con enfermedades metabólicas (CTRL2 y PRE2) presentaron al menos 2 

características de selección.  

En cuanto al género, las mujeres se encontraron en mayor frecuencia en los grupos de 

sujetos sanos (grupo CTRL1 y PRE1) y con diabetes controlada,  que en sus 

respectivos grupos. Los valores de glucosa, hemoglobina glucosilada y triglicéridos se 

encontraron elevados significativamente en los sujetos prediabéticos 2 y diabéticos. 

Mientras que el colesterol HDL se encontró elevado en los grupos prediabéticos sin 

enfermedades metabólicas, éste se observó disminuido en el grupo de diabéticos 

controlados. No se encontraron diferencias significativas en el colesterol total y el 

colesterol LDL. 
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Tabla 8. Características clínicas y antropométricas de los grupos divididos de acuerdo a la presencia de 1 o más enfermedades 

metabólicas.  

Variables CTRL1 n = 18 CTRL2 n = 242 PRE1 n = 6 PRE2 n=110 DM1 n=98 DM2 n=87 

Edad (años) 45 (38-50) 48 (42–53) 49 (37–61.5) 50 (43-53.5) 57 (50-65)a,b,c 56 (50-64)a,b,c 

Masculino, n(%) 7 (2.7) 114 (44.5) 1 (0.4) 47 (18.3) 37 (14.4) 50 (19.5) 

Femenino, n(%) 11 (3.6) 127 (42) 5 (1.6) 62 (20) 61 (20) 27 (12) 

IMC (kg/m2) 23.4 (22–25) 28 (26–30)  23.1 (22–25)b 31.8 (28-34.5)a,b,c 29.5 (26-32.5)a,c,d 29.5 (26-31)a,c,d 

PAS (mmHg) 105 (110–115) 115 (110–120) 106.3 (110–112) 118 (110-130)a 122 (112-130)a,b,c 119 (110-130)a,b 

PAD (mmHg) 70.6 (60–80) 75 (70–80) 73.3 (70–80) 78.3 (70-80)a,b 78 (70-85)a,b 76 (70-80) 

Tabaquismo, n(%) 0 61 (25.5) 0 29 (26.6) 18 (18.3) 17 (19.5) 

Glucosa (mg/dL) 88 (84–94) 91.3 (86-97) 100 (91-112) 107 (99-113)a,b 130 (98-142)a,b 176 (123-226)a,b,d,e 

HbA1c (%) 4.4 (4.1–4.8) 4.6 (4.2–5.1) 5.2 (4.4–5.8) 5.1 (4.5-5.6)b 5.8 (5.5-6.2)a,b,d 8.8 (7.4-10)a,b,c,d,e 

HOMA-IR 1.8 (1.3–2.3) 4.8 (3.2–5.9) -    

T-G (mg/dL) 123 (83–131) 171 (108–214) 143 (99–194) 232 (133-259)a 193 (120.5-245)a 244 (128-245)a 

C-T (mg/dL) 174 (149–211) 196 (169–217) 191 (175–203) 196 (168-219) 185 (148-220) 186 (150-208) 

HDL (mg/dL) 48.6 (43–54) 51 (43–59) 53 (45–59)b 45.5 (38-53) 43.5 (36-55)b 44 (34-54) 

LDL (mg/dL) 104.5 (88–122) 113 (94–132) 116 (97–133) 110 (88-131) 113.5 (85-134) 107 (71-127) 

Los datos se presentan como la media (rango intercuartílico). IMC: índice de masa corporal, PAS: presión arterial sistólica, PAD: presión 

arterial diastólica, HOMA-IR: modelo de evaluación de la homeostasis de la resistencia a la insulina, HbA1c: hemoglobina glucosilada, T-G: 

triglicéridos, C-T: colesterol total, HDL: colesterol de alta densidad, LDL: colesterol de baja densidad. Significancia estadística: p<0.05: a vs 

CTRL1, b vs CTRL2, c vs PRE1, d vs PRE2, e vs DM1. 
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 7.2.4. Efecto del conjunto de enfermedades metabólicas en los marcadores 

de estrés y actividad de enzimas antioxidantes 

 La división de los sujetos controles en sujetos controles sanos (CTRL1) y sujetos 

controles con una o más enfermedades metabólicas (CTRL2), no modificó de manera 

significativa los marcadores del estado redox evaluados. Esta tendencia se observó en 

los grupos de los sujetos prediabéticos (Figura 8).  

 
Figura 8. Capacidad antioxidante y marcadores de estrés en grupos clasificados por la 

presencia de una o más enfermedades metabólicas. (a) Capacidad antioxidante total (TAS) 

expresado en % de atrapamiento del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) en plasma y 

(b) en eritrocitos; (c) concentración de malondialdehído (MDA) en plasma; (d) concentración 

de glutatión total (GSH) y (e) concentración de glutatión reducido (GSH) en plasma. Cada 

barra representa la media ± S.E. Significancia estadística de p<0.05: a vs CTRL1, b vs CTRL2, c vs 

PRE1, d vs PRE2, e vs DM1. 
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 Sin embargo, hay que considerar que el tamaño de muestra de los grupos control 

sano y prediabéticos sin otras enfermedades metabólicas, son muy bajas (n=18 y n=6, 

respectivamente) por lo que las tendencias no resultaron significativas. Es evidente 

que la hiperglicemia tiene un efecto directo sobre tales marcadores, ya que estos se 

modificaron en los grupos de individuos diabéticos.  

 La actividad de las enzimas antioxidantes presentó el mismo efecto de la 

hiperglicemia sobre la disminución de la actividad de -glutamato cisteína ligasa en 

eritrocitos respecto al grupo control con enfermedades metabólicas (Figura 9).  

 

 
Figura 9. Actividad de las enzimas antioxidantes en individuos clasificados por la 

presencia de una o más enfermedades metabólicas. Actividad plasmática de (a) glutatión 

peroxidasa (GPx), (b) glutatión reductasa (GR) y (c) -glutamato cisteína ligasa (-GCL) y (d) 

superóxido dismutasa Cu-Zn (SOD) en eritrocitos lisados. Cada barra representa la media ± 

S.E. Significancia estadística de p<0.05: a vs CTRL1, b vs CTRL2, c vs PRE1, d vs PRE2, e vs DM1. 

 

 En cambio, en la actividad de la enzima superóxido dismutasa en eritrocitos, se 

observó un incremento de la actividad para los grupos con diabetes mellitus, 

independientemente de los niveles de hemoglobina glucosilada o de la presencia de 

una o más enfermedades metabólicas como obesidad, dislipidemias, hipertensión o 
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hábitos de tabaquismo. Ningún cambio se observó en la actividad de la enzima 

glutatión peroxidasa y glutatión reductasa en el plasma de los individuos de estudio.  

 Para ajustar el error causado por el tamaño de muestra, se realizaron modelos 

de regresión lineal multivariada, para explorar si alguna variable en los sujetos 

controles y prediabéticos podía explicar la distribución de cada uno de los marcadores 

de estrés. En la Tabla 9 se presentan las variables que se asociaron significativamente 

con los marcadores del estado redox. 

 

Tabla 9. Asociaciones significativas de marcadores del estado redox y actividades 

antioxidantes en pacientes diabéticos.  

Marcador redox 
Variable 
asociada 

P de asociación 
en el modelo 

R2 del modelo P del modelo 

CAT plasma HbA1c 
C-T 
T-G 
Ac. Ur. 

0.006 
0.041 
0.046 
0.011 

0.09 0.010 

CAT en 
eritrocitos 

HbA1c  
Género 
 

0.010 
0.002 

 

0.40 <0.001 

SOD- 1 HbA1c 
HOMA-IR Género 
IMC 

0.009 
0.004 
0.021 
0.033 

0.13 0.009 

 

Modelos de regresión lineal múltiple en individuos controles y prediabéticos. Se presenta la P 

del coeficiente β confianza (P de asociación de la variable en el modelo), la R2 de cada modelo 

y la significancia del modelo. CAT: capacidad antioxidante en plasma y eritrocitos, (SOD-1): 

actividad de la enzima superóxido dismutasa en eritrocitos, HbA1c: hemoglobina glucosilada, 

C-T: colesterol total, T-G: triglicéridos, Ac. Ur.: ácido úrico, Género: codificado como 0=si y 

1=no, HOMA-IR: modelo de evaluación de la homeostasis de la resistencia a la insulina e IMC: 

índice de masa corporal. 

 

 Como variable de asociación (variable regresora) se incluyó la edad, el género, la 

presión arterial sistólica y diastólica, y los parámetros clínicos. Sólo la capacidad 

antioxidante total en plasma y eritrocitos, y la actividad de superóxido dismutasa 

pudieron ajustarse con las variables incluidas en el estudio (P<0.05). 
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 7.2.5. Efecto del tipo de fármaco antidiabético en los marcadores del 

estado redox 

 Se ha demostrado que los marcadores de estrés y la actividad de las enzimas 

antioxidantes se ven modificados en los pacientes diabéticos de acuerdo a los niveles 

de hemoglobina glucosilada y éstos, a su vez, se modifican de acuerdo al tipo de 

fármaco referido por los pacientes. En la Tabla 10 se muestran los niveles de los 

marcadores del estado redox que resultaron modificados de acuerdo al tipo de 

tratamiento que refirió seguir cada paciente. 

 

Tabla 10. Efecto del fármaco antidiabético en los marcadores del estado redox en los 

pacientes diabéticos incluidos en el estudio. 

Fármaco MDA GSH total GSH  GR SOD 

Biguanidas 2.6 
(1.9-3.3) 

5 
(3.3-6) 

3.8 
(1.8-5.3) 

0.13 
(0.09-0.16) 

63 
(51-76) 

Sulfonilureas 3.2 
(3.1-3.5) 

4.5 
(0.79-7.3) 

3.8 
(0.5-5.8) 

0.3 
(0.13-0.22)a,d 

67 
(42-79) 

Insulina 3.6 
(2.4-3.9) 

3.4 
(1.2-4) 

2.4 
(0.4-3.7) 

0.19 
(0.11-0.25) 

66 
(50-89) 

Biguanida-insulina 3.9 
(3-4.1)a 

2.2 
(1.2-2.6)a,c,d 

1.43 
(0.5-1.8)a,d 

0.15 
(0.11-0.16)b 

78.4 
(65-94)a,c,d 

Biguanida-sulfonilurea 3.2 
(2.4-3.7) 

3 
(2-4)a,d 

2 
(0.7-3) 

0.15 
(0.09-0.2) 

64 
(48-74) 

No recuerda 3.3 
(3.1-4) 

4.4 
(1.8-7.3) 

2.6 
(0.3-5.9) 

0.18 
(0.1-0.17) 

49 
(36-61) 

No se apega al tratamiento 2.8 
(2-3.5) 

5.3 
(3.7-7.4) 

3.7 
(2.9-4.9) 

0.11 
(0.08-0.14) 

55.8 
(42-65) 

Los valores se expresan como la media (rango intercuartílico). MDA: concentraciones (µM) de 

malondialdehído, GSH total: concentraciones totales (µM) de glutatión reducido más glutatión 

oxidado, GSH: concentración (µM) de glutatión reducido, GR: actividad de glutatión reductasa 

(U/ml de plasma) y SOD: superóxido dismutasa (U/mg de proteína). Significancia estadística 

p<0.05: a vs biguanidas, b vs sulfonilureas, c vs no recuerda y d vs no se apega al tratamiento. 

 

 En general, la combinación de biguanida-insulina mostró incrementar el estrés 

oxidante en los pacientes diabéticos en comparación  a cuando se utiliza sólo la 

biguanida o cuando no se apegan al tratamiento. El tratamiento con sulfonilureas 

mostró incrementar significativamente la actividad de la enzima glutatión reductasa 

en plasma. Sin embargo,  sólo 5 pacientes refirieron estar bajo este tratamiento. 
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 7.3. Actividad transcripcional de Nrf2  

 Para determinar si el estado prediabético y diabético se asocia con la activación 

de Nrf2, se aislaron las fracciones nucleares a partir de las células monucleares de 

sangre periférica de una muestra representativa de cada grupo (Diagrama 1). La 

actividad transcripcional de Nrf2 nuclear disminuyó en los grupos de prediabéticos y 

sujetos diabéticos con pobre control glicémico, en comparación con el grupo control 

(22% y 40% de disminución vs grupo control) (Figura 10).  

 

Figura 9. Ensayo de actividad transcripcional de Nrf2. Las proteínas nucleares de CTRL: 

sujetos control (n = 100), PRE: sujetos prediabéticos (n=68), DM2-NC: sujetos diabéticos con 

pobre control glucémico (hemoglobina glucosilada ≥7%, n=54), DM2-C: sujetos diabéticos en 

control glucémico (hemoglobina glucosilada <7%, n=58), se incubaron con el oligonucleótido 

de ARE (elemento de respuesta antioxidante). Cada barra representa la media ± S.E. 

Significancia: a vs CTRL con p <0.05. 

 

 Se aplicó un modelo de regresión lineal para explicar el efecto de variables como 

el IMC, la edad, el género, la glucosa y la hemoglobina glucosilada en los sujetos 

prediabéticos y controles, sin embargo los niveles de Nrf2 no se asociaron con estas 

variables. En cambio, hubo una asociación independiente con la capacidad 

antioxidante total en plasma y la actividad de glutatión peroxidasa (β: -0.001, p: 0.047, 

R2 = 0.024; β = 0.2, p = 0.008, R2 = 0.05; respectivamente), pero estas asociaciones 

explican menos del 10% de la variabilidad de Nrf2 en el grupo con prediabetes.  

 Para explicar la variabilidad en la actividad transcripcional de Nrf2 en los 

pacientes con diabetes, se realizó un modelo de regresión lineal, transformando los 

niveles de Nrf2 a escala logarítmica para lograr un buen ajuste y evitar 
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heterocedasticidad. El modelo incluyó la variable glucosa, hemoglobina glucosilada, 

edad, sexo, IMC, la hospitalización por episodios de hipoglucemia (0 = no, 1 = sí) y la 

interacción de la capacidad antioxidante con los niveles de glutatión (Tabla 11). La 

presión sistólica y diastólica, el tiempo de evolución y los niveles de triglicéridos no se 

asociaron de forma significativa en los modelos de regresión y por tanto, no fueron 

incluidos en el modelo multivariado. Para realizar este análisis, los grupos de 

diabéticos se clasificaron por el control de la glucemia como variables dicotómicas en 

comparación con el grupo control. 

  

Tabla 11. Asociaciones de los niveles de Nrf2 con la hemoglobina glucosilada, edad, 

hospitalización, y el estrés oxidante. 

Variable  β ± S.E. of β p R2 

HbA1c −0.1 ± 0.04 0.042 0.194 

Edad −0.01 ± 0.005 0.045 - 

Hospitalización 0.48 ± 0.19 0.013 - 

DM2-NC −1.06 ± 0.23 <0.001  - 

DM2-C −0.5 ± 0.14 0.001 - 

CAT * GSH −0.008 ± 0.0004 0.044 - 

Regresión lineal múltiple incluyendo en el grupo de diabéticos y controles. Los resultados se 

muestran como β ± S.E. de β y la p de cada variable regresora. Los datos de Nrf2 fueron 

transformados a escala log para evitar heterocedasticidad. HbA1c: hemoglobina glucosilada, 

Hospitalización: hospitalización por eventos hipoglucémicos, 0 = no, 1 = sí, DM2-NC y DM2-C 

variables dicotómicas donde la DM2-NC incluyen sujetos diabéticos con pobre control de la 

glucemia (hemoglobina glucosilada ≥7%) y la DM2-C incluyen los sujetos diabéticos con 

glucemia controlada (hemoglobina glucosilada <7%), CAT * GSH: la interacción del estado 

antioxidante total (DPPH plasma) y glutatión reducido. 
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7.4. Efecto de la carga genética en el estado redox 

 Para la genotipificación de la subunidad p22phox de la enzima NADPH oxidasa 

(rs4673) y  superóxido dismutasa mitocondrial (rs4880), se incluyeron un total de 

500 individuos para el grupo control y 500 individuos para el grupo con diabetes.  

 Se ha observado que los polimorfismos evaluados pueden ser factores de riesgo 

para desarrollar enfermedades cardiovasculares. Teniendo en cuenta que la 

prediabetes es un estado en el que se puede progresar a la diabetes o a enfermedades 

cardiovasculares (sin que se progrese necesariamente a diabetes), estos pacientes se 

excluyeron del estudio.  

 

 7.4.1. Genotipificación del polimorfismo rs4673 

La distribución de los genotipos y las frecuencias alélicas de polimorfismo 

rs4673 en los sujetos diabéticos y no diabéticos se presentan en la Tabla 12. Las 

frecuencias alélicas se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg (X2 = 2.7, P = 0.1). 

No se observó asociación significativa de las frecuencias con los grupos de estudio. 

 

Tabla 12. Frecuencias genotípicas y alélicas de polimorfismo C242T (rs4673) en 

pacientes diabéticos y no diabéticos. 

Genotipo Diabéticos 

n=500 

Controles 

n=500 

Significancia 

CC, n (%) 351 (63.82) 413 (60.03) X2 =2.33 

CT, n (%) 171 (31.09) 230 (33.43) P = 0.312 

TT, n (%) 28 (5.09) 45 (6.54)  

Alelo C 0.80 0.76  

Alelo T 0.20 0.23  

 

Se realizó un análisis de regresión lineal múltiple para determinar si el genotipo se 

encontraba asociado con la glucosa y la hemoglobina glucosilada. Los resultados 

revelaron una asociación positiva del genotipo expresado como un modelo aditivo, 

con la hemoglobina glucosilada (Tabla 13), ya que ésta se encontró significativamente 
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aumentada en los individuos que portan el genotipo TT (Tabla 14). Esta asociación no 

se encontró con la glucosa. 

 

 

 

 

Tabla 13. Asociación del polimorfismo rs4673 con la hemoglobina glucosilada. 

Variable β ± SE of β P R2 

Edad -0.0036 ± 0.015 0.827 0.189 

Género 0.113  ± 0.2 0.709  

IMC  0.017 ± 0.03 0.230  

Obesidad -0.285 ± 0.4 0.120  

T-G 0.002 ± 0.001 0.078  

T-C 0.005 ± 0.003 0.067  

rs4673 2.29  ± 0.5 <0.000  

El género, la obesidad y el polimorfismo C242T se encuentran como variables 

dicotómicas. IMC: índice de masa corporal, T-G: triglicéridos y T-C: colesterol total. El 

polimorfismo rs4673 se presenta bajo un modelo aditivo.  

 



55 

 

Tabla 14. Características de los grupos no diabéticos y diabéticos según el genotipo del polimorfismo rs4673. 

 

Diabéticos 

  

No diabéticos 

 Variable TT CT CC P 

 

TT CT CC P 

Edad 52.5 ± 7 54 ± 9.5 53 ± 9 0.171 

 

48 ± 7 48 ± 7 48 ± 6 0.784 

IMC (kg/m2) 30 ± 7 29 ± 5 30± 6 0.179 

 

28 ± 5 29 ± 4 29 ± 5 0.724 

PAS (mmHg) 126± 17 124 ± 18 122 ± 16 0.508 

 

111 ± 14 116 ± 14 116 ± 14 0.388 

PAD (mmHg) 79 ± 7 78 ± 12 78  ± 10 0.741 

 

73 ± 9.4 78 ± 10 76 ± 10 0.183 

Glucosa (mg/dL) 131 ± 41 142 ± 51 155 ± 71 0.033 

 

93 ± 6.5 92.5 ± 7 93 ± 7 0.694 

T-G (mg/dL) 166 ± 51 200 ± 97 224 ± 148 0.024 

 

177.5 ± 8 181 ± 96 84 ± 94 0.856 

HbA1c (%) 6.7 ± 1.9 7.5 ± 1.9 7.6 ± 2 0.040 

 

4.3 ± 0.5 4.3 ± 0.6 4.4 ± 0.7 0.911 

C-T (mg/dL) 198 ± 41 204 ± 45 197 ± 44 0.216 

 

196 ± 31 200 ± 35 203 ± 49 0.424 

HDL (mg/dL) 45 ± 8 45 ± 11 45 ± 13 0.974 

 

49 ± 12 47.1 ± 11 49.5 ± 21 0.328 

LDL (mg/dL) 121 ± 35 122 ± 33 116 ± 31 0.319 

 

113 ± 33 117 ± 30 118 ± 30 0.571 

Urea (mg/dL) 34.3 ± 18.3 32.4 ± 13 35 ± 24 0.487 

 

27.7 ± 7 29.4 ± 8 30 ± 8 0.163 

Creat (mg/dL) 0.87 ± 0.3 0.79 ± 0.2 1.1 ± 2.3 0.238 

 

0.77 ± 0.1 0.81 ± 0.4 0.8 ± 0.2 0.577 

Ac. Ur. (mg/dL) 5.4 ± 1.3 5.4 ± 1.4 5.4 ± 1.4 0.978 

 

5.26 ± 1.3 5.5 ± 1.3 5.6 ± 1.5 0.195 
 

Los datos se presentan como la media ± D.E. IMC: índice de masa corporal, la PAS: presión arterial sistólica, la PAD: presión arterial 

diastólica, HbA1c: hemoglobina glucosilada, T-G: triglicéridos, C-T: colesterol total, HDL-C: colesterol de alta densidad, LDL-C: colesterol de 

baja densidad, Creat: creatinina y Ac.Ur.: ácido úrico. 
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 7.4.2 Genotipificación del polimorfismo rs4880 

En la Tabla 15 se presentan la distribución de los genotipos y las frecuencias 

alélicas de polimorfismo rs4880 del gen que codifica para la enzima superóxido 

dismutasa mitocondrial en los sujetos diabéticos y controles. Las frecuencias de los 

genotipos en los sujetos controles se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg (X2 = 

1.02, P = 0.32). 

 

Tabla 15. Frecuencias genotípicas y alélicas de polimorfismo C201T (rs4880) del gen 

SOD2 en pacientes diabéticos y no diabéticos. 

Genotipo Diabéticos  

n=500 

Controles 

n=500 

Significancia 

CC, n (%) 336 (40.82) 310 (43.66) X2 =3.1 

CT, n (%) 294 (48.2) 309 (43.52) 0.21 

TT, n (%) 67 (10.98) 91 (12.82)  

Alelo C 0.65 0.654  

Alelo T 0.35 0.346  

 

No se observaron diferencias significativas en las distribuciones de los genotipos 

en los grupos de estudio. Al analizar las características clínicas de los individuos por 

genotipo, no se encontró asociación significativa con las variables evaluadas (Tabla 

16). 
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Tabla 16. Características de los grupos no diabéticos y diabéticos según el genotipo del polimorfismo rs4880. 

 

Diabéticos 

  

Controles 

 Variables TT CT CC P 

 

TT CT CC P 

Edad 55 ± 7.5 53 ± 9.5 54 ± 9 0.196 

 

49.5 ± 8 47.9 ± 7.3 48.2 ± 7.2 0.521 

IMC (kg/m2) 29 ± 4 30 ± 5 30 ± 5.8 0.395 

 

29 ± 5 28.6 ± 4 28.5 ± 4.5 0.329 

PAS (mmHg) 121 ± 19 121 ± 15 123 ± 5 0.608 

 

116 ± 13 115 ± 14 117 ± 14 0.695 

PAD (mmHg) 77.5 ± 10.5 78 ± 11 77 ± 10 0.585 

 

77.5 ± 9 76 ± 11 78 ± 9.6 0.486 

Glucosa (mg/dL) 144 ± 66 153 ± 71 148 ± 64 0.504 

 

93.5 ± 8 92.8 ± 7 92.7 ± 7.5 0.616 

HbA1c (%) 6.5 ± 2 6.7 ± 2 7.04 ± 2 0.215 

 

4.3 ± 0.7 4.4 ± 0.7 4.4 ± 0.7 0.977 

T-G (mg/dL) 186 ± 67 216.6 ± 158 213 ± 117 0.298  201 ± 117 185 ± 96 179 ± 81 0.131 

C-T (mg/dL) 195 ± 44 202 ± 47 194.5 ± 44 0.135 

 

207 ± 30 201 ± 51 200 ± 33 0.422 

HDL (mg/dL) 43.6 ± 10.5 45 ± 13 44 ± 13 0.511 

 

49 ± 12 48 ± 11 48 ± 25 0.989 

LDL(mg/dL) 118 ± 35.5 122 ± 33 115 ± 30 0.220 

 

119 ± 28 117 ± 32 117 ± 28 0.871 

Urea (mg/dL) 38.5 ± 34 33 ± 17 35 ± 23 0.286 

 

30.5 ± 7 29.6 ± 8 30 ± 11 0.693 

Creat (mg/dL) 1.6 ± 0.3 0.99 ± 1.4 1.0 ± 1.6 0.240 

 

0.78 ± 0.15 0.8 ± 0.18 0.9 ± 1.1 0.246 

Ac. Ur. (mg/dL) 5.7 ± 2 5.4 ± 1.3 5.3 ± 1.4 0.300 

 

5.6 ± 1.6 5.6 ± 1.3 5.5 ± 1.5 0.787 
 

Los datos se presentan como la media ± D.E. IMC: índice de masa corporal, la PAS: presión arterial sistólica, la PAD: presión arterial 

diastólica, HbA1c: hemoglobina glucosilada, T-G: triglicéridos, C-T: colesterol total, HDL-C: colesterol de alta densidad, LDL-C: colesterol de 

baja densidad, Creat: creatinina y Ac. Ur.: ácido úrico.
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VIII. DISCUSIÓN 

Marcadores del estado redox en pacientes prediabéticos 

Desde hace dos décadas se ha establecido que el estrés oxidante juega un papel 

importante en la patogénesis de la diabetes y sus complicaciones secundarias. Sin 

embargo, existe poca información acerca del estrés oxidante en individuos con 

prediabetes. En esta investigación no se observaron cambios significativos en los 

marcadores de estrés oxidante en estos individuos, tan sólo se observó una 

disminución de la actividad de la enzima glutatión peroxidasa en los sujetos 

prediabéticos comparados con los sujetos diabéticos con un pobre control de la 

glucosa, mas no al comparar con los sujetos control.  

Un factor importante del desarrollo de estrés oxidante en el estado prediabético 

es la edad. En un estudio con individuos prediabéticos mayores de 60 años, se observó 

que la capacidad antioxidante total en plasma, determinada por el método de 2,2'-

azobis-3-ethylbenthiaazoline-6-sulfónico (ABTS), se encuentra disminuida y que los 

niveles de malondialdehído están aumentados en 28 sujetos prediabéticos ancianos 

(Dziegielewska-Gęsiak y col., 2014). Los individuos prediabéticos incluidos en este 

estudio se encuentran por debajo de este rango de edad, lo que puede influir en que 

los marcadores de estrés no se hayan visto alterados.   

Otro factor importante es el tipo de marcador evaluado. Al-Aubaidy y Jelinek 

(2010), y por su parte, Zengi y sus colaboradores (2011), no encontraron cambios en 

las concentraciones de glutatión y peroxidación de lípidos en sujetos prediabéticos. 

No obstante, encontraron mayores niveles de 8-hidroxi-2-desoxi-guanosina (8-OHdG), 

un marcador de daño oxidante al DNA. Los investigadores sugieren que el daño por 

estrés oxidante al DNA durante la prediabetes puede ocurrir incluso antes de la 

peroxidación de lípidos o disminución de las defensas antioxidantes, que se observa 

durante la diabetes.  

Se ha documentado que los pacientes no diabéticos con resistencia a insulina 

presentan mayores concentraciones de malondialdehído en plasma, lo que 

correlaciona con una mayor circunferencia de cintura y altos niveles de triglicéridos 

(Lee, 2001). Una característica importante de los sujetos prediabéticos seleccionados 

en este estudio, fue que presentaron resistencia a la insulina y la media de los 

triglicéridos se encontró en niveles limítrofes, sin observar cambios en las 

concentraciones de malondialdehído. En este estudio sólo el 5% de los pacientes 
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prediabéticos mostraron tener resistencia a insulina sin alguna condición metabólica 

adversa. El 95% restante tuvo más de 2 alteraciones, principalmente hipertensión, 

hipertrigliceridemia, sobrepeso u obesidad, sugiriendo que los individuos clasificados 

como prediabéticos se encuentran en un estado de síndrome metabólico.  

Se ha reportado que la expresión de enzimas antioxidantes como superóxido 

dismutasa, glutatión peroxidasa, catalasa, y las vitaminas A, E y C disminuyen en 

sujetos obesos (Ozata y col., 2002; Furukawa y col., 2004). Si bien, en este estudio no 

se determinó la expresión de las enzimas antioxidantes, los resultados de la actividad 

de las enzimas antioxidantes revelan que no hay cambios en estos marcadores.  

Por tanto, siendo conscientes de que los sujetos controles presentan sobrepeso u 

obesidad, aunado a que el 24% son fumadores habituales, se decidió hacer una 

subdivisión para evaluar el comportamiento de los marcadores del estado redox en 

los pacientes comparados con individuos sanos. Sin embargo, no se observó cambio 

significativo en los marcadores de estrés y actividad de enzimas antioxidantes.   

Para explicar el comportamiento de las variables con mayor robustez, se 

ajustaron los marcadores de estrés por las características clínicas y antropométricas 

de los prediabéticos y controles, observando que la hemoglobina glucosilada 

contribuye a la modulación de la capacidad antioxidante en plasma y eritrocitos, así 

como en la actividad de la enzima superóxido dismutasa. Sin embargo, la variabilidad 

de éstos marcadores no puede explicarse del todo por las variables evaluadas, ya que 

los coeficientes de regresión lineal de cada modelo, son pequeños.  

Ante estas discrepancias, hay que tener en cuenta que el tamaño de muestra de 

los controles sanos resultó muy pequeño en comparación con aquellos individuos que 

presentan un conjunto de enfermedades metabólicas. Por tanto, sugerimos que un 

estudio más fino, con un tamaño de muestra más grande de individuos sanos, puede 

contribuir a aclarar estas discordancias, teniendo en cuenta que la respuesta ante el 

daño oxidante puede estar dada por la carga genética, el ambiente y la alimentación, 

parámetros que no se determinaron en este estudio. 

 

Marcadores del estado redox en pacientes diabéticos 

Se han descrito ampliamente los mecanismos por los cuáles la hiperglicemia 

crónica puede provocar estrés oxidante en la diabetes, observándose disminución en 

la capacidad antioxidante total asociado a la disminución de glutatión y de la actividad 
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de enzimas antioxidantes, y mayor producción de H2O2 mitocondrial (Sohal y col., 

2002).  

En el presente estudio se observó disminución de la capacidad antioxidante total 

en plasma y eritrocitos, en las concentraciones de glutatión total y reducido, y menor 

actividad de la enzima gama glutamato cisteína ligasa. En cambio, las concentraciones 

de malondialdehído y la actividad de superóxido dismutasa se incrementaron en los 

sujetos diabéticos. Estas modificaciones dependieron de los niveles de hemoglobina 

glucosilada, asociado al control de la enfermedad y se asociaron al tipo de fármaco 

antidiabético referido. 

Se observó que los niveles de hemoglobina glucosilada varían dependiendo del 

fármaco referido. Los resultados sugieren que la combinación de biguanidas con 

insulina no es favorable tanto en el control de la enfermedad así como en el combate 

al estrés oxidante y resulta mejor el uso de biguanida sola. La metformina es el 

fármaco tipo biguanida más utilizado en las clínicas para el control de la enfermedad. 

Se ha demostrado que tiene acción antioxidante y anti-inflamatoria (Skrha y col., 

2007; Formoso y col., 2008; Ansari y col., 2008). Estos resultados también pueden 

asociarse al tiempo de evolución de la enfermedad, ya que las biguanidas solas se 

utilizan cuando la enfermedad se diagnostica recientemente.  

Los resultados observados por el tratamiento y el tiempo de evolución no son 

concluyentes, ya que existen cuatro limitaciones importantes: 

a) Las dosis de cada fármaco utilizado difieren entre individuos.  

b) No todos los pacientes realmente se apegan al tratamiento.  

c) El tiempo de evolución referido refleja el tiempo que los pacientes 

recuerdan que se les diagnosticó la enfermedad, aunque ésta ha estado 

presente años atrás 

d) La información referida por los pacientes no es del todo certera ya que 

algunos pacientes no recordaron el fármaco que utilizan o el tiempo de 

evolución referido depende de una estimación. 

Ante estas limitaciones, la medición de la hemoglobina glucosilada es una buena 

herramienta para determinar el control de la hiperglucemia. Esto se confirmó al 

realizar los modelos de regresión lineal multivariados para explicar la variabilidad de 

cada marcador del estado redox en los pacientes diabéticos. Se observó que la 

hemoglobina glucosilada se asocia con la disminución de la capacidad antioxidante 

total y las concentraciones de glutatión, y el incremento de malondialdehído y la 
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actividad de superóxido dismutasa. Sin embargo, otras variables como la edad, el 

género y el IMC tienen un efecto importante en la variabilidad de los marcadores 

redox evaluados. 

El estado antioxidante total refleja la capacidad que poseen las enzimas y los 

compuestos no enzimáticos tanto exógenos como endógenos, de reducir las especies 

reactivas del medio en el que se encuentren. En esta investigación se observó que el 

incremento de la edad y la hemoglobina glucosilada se asocian negativamente con la 

capacidad antioxidante. Además, el hecho de ser mujer incrementa el riesgo de que 

disminuya la capacidad antioxidante en plasma, aunado a la disminución del 

antioxidante endógeno glutatión.  

En estudios previos se ha encontrado una disminución de los niveles de 

glutatión durante la hiperglicemia en plasma y eritrocitos (Yoshida y col., 1995; 

Seghieri y col., 2000; Kalkan y Suher, 2013). En la presente investigación se 

encontraron disminuidos los niveles de glutatión total y glutatión reducido en los 

pacientes diabéticos. No obstante, la relación entre glutatión reducido y glutatión 

oxidado (o glutatión disulfuro), no se afectó significativamente en los grupos 

estudiados. Esto puede deberse al hecho de que las actividades plasmáticas de la 

enzima glutatión reductasa y glutatión peroxidasa, encargadas del reciclamiento de 

glutatión, no se modificaron, sugiriendo que la caída de las concentraciones de 

glutatión se debe a defectos en su biosíntesis. 

Cuando los sujetos diabéticos están en control de la glucemia en ayunas, medido 

por la hemoglobina glucosilada (<7%) como lo indica la ADA (2011), los niveles de 

glutatión disminuyen en menor magnitud que cuando se encuentran bajo descontrol 

glucémico. Además, se observó que aquellos pacientes que estaban bajo tratamiento 

farmacológico con metformina, mostraron mayores concentraciones de glutatión total 

y reducido. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Pavlović y col. (2000) 

y por Kulkarni y col. (2014), quienes demostraron que los niveles de glutatión 

aumentan por el tratamiento con sulfonilureas y biguanidas. De hecho, nuevos 

estudios se enfoca en el uso de glutatión como un marcador de control de la 

hiperglucemia (Kulkarni y col., 2014). 

En los eritrocitos de pacientes diabéticos no controlados se observó una menor 

capacidad antioxidante, lo cual se asoció con mayores niveles de hemoglobina 

glucosilada y a una menor actividad de la enzima -glutamato cisteína ligasa, la cual 
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cataliza la reacción limitante de la velocidad de biosíntesis de glutatión (Franklin y 

col., 2009).  

Interesantemente, en eritrocitos de los pacientes diabéticos se encontró una 

mayor actividad de la enzima superóxido dismutasa independientemente del control 

glicémico. Esta enzima se encarga de reducir los radicales superóxido a peróxido de 

hidrógeno. Posiblemente, ante un mecanismo de defensa bien establecido, la actividad 

de superóxido dismutasa eritrocitaria se encuentra más activa para defender a la 

célula del daño causado por oxidasas (Bandeira y col., 2012; Aouacheri y col., 2014)  y 

evitar la oxidación del oxígeno.  

Sin embargo, hay que tomar en cuenta que el producto de la enzima (peróxido 

de hidrógeno) es una especie reactiva, lo cual contribuye al mantenimiento del estrés 

oxidante en los pacientes diabéticos. Por tanto, se sugiere que existe un defecto en la 

producción o acción de la enzima catalasa o glutatión peroxidasa en eritrocitos, 

enzimas encargadas de reducir el peróxido de hidrógeno a agua. Nuestros resultados 

están de acuerdo con esta hipótesis, pero este punto aún es muy controversial. Otros 

informes indican que la actividad de superóxido dismutasa está disminuida en los 

pacientes diabéticos (Soliman, 2008). La medición de las enzimas catalasa y glutatión 

peroxidasa, pueden contribuir a esclarecer este punto. Además, hay que tener en 

cuenta que los factores genéticos podrían alterar la funcionalidad y la actividad de 

estas enzimas de acuerdo a las poblaciones. 

 

Evaluación de Nrf2 en la diabetes y la prediabetes 

En modelos animales, se reconoce que el estrés oxidante, la inflamación y la 

resistencia a la insulina tienen una estrecha relación con Nrf2. Este factor regula la 

expresión de las enzimas que mantienen la homeostasis redox celular incluyendo 

hemo oxigenasa 1, glutatión peroxidasa, glutatión S-transferasa, y -glutamato cisteína 

ligasa. Los inductores de Nrf2 mejoran de manera significativa la resistencia a la 

insulina, disminuyen la masa de adipocitos y previenen la apoptosis en células beta 

del páncreas (Yu y col., 2011; Zhao y col., 2011; Palsamy y Subramanian., 2011; 

Bhakkiyalakshmi y col., 2014). Sin embargo, no hay informes de su participación en la 

prediabetes y diabetes en humanos. 

Esta investigación demostró que los niveles de Nrf2 en las fracciones nucleares 

de las células mononucleares de sangre periférica (leucocitos), son menores en los 
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sujetos prediabéticos y diabéticos no controlados (hemoglobina glucosilada >7%), lo 

que indica que su actividad transcripcional se altera durante estas patologías. 

Interesantemente, se observó una menor actividad de Nrf2 desde la prediabetes, 

no obstante las variables incluidas en este estudio no fueron suficientes para explicar 

la variabilidad de Nrf2 en los individuos prediabéticos. Sólo se encontró una 

asociación débil con la capacidad antioxidante en plasma y la enzima glutatión 

peroxidasa, mas estas variables tan sólo explicaron el 5% de la variabilidad de Nrf2 

durante la prediabetes.  

Se sabe que Nrf2 puede ser activado por algunos antioxidantes de la dieta 

(Cardozo y col., 2013 y Wu y col., 2014), sin embargo, el consumo de antioxidantes 

exógenos no se controló en este estudio. En un estudio en sujetos prediabéticos que 

recibieron un tratamiento oral de curcumina, un activador de Nrf2, durante nueve 

meses para prevenir el desarrollo de la diabetes (Chuengsamarny col., 2012), se 

encontró que el grupo tratado con curcumina presentó mejoría de la función general 

de β-células y ninguno progresó a diabetes tipo 2 en 9 meses. El 16% del grupo con 

placebo progresó a diabetes tipo 2. Con base en este estudio, se propone que el efecto 

de los compuestos dietéticos en Nrf2 y la prediabetes puede ser un tema para futuras 

investigaciones. 

En pacientes diabéticos con hemoglobina >7%, se observó una disminución 

significativa en la actividad de Nrf2. Se esperaba que el estrés oxidante condujera a 

una mayor activación de los niveles de Nrf2, hecho que no se observó, lo que sugiere 

que la respuesta de Nrf2 en estos pacientes se encuentra deteriorada. El análisis de 

regresión sugiere que la falta de inducción de Nrf2 se puede explicar, al menos en 

parte, por el aumento de los niveles de hemoglobina glucosilada, por la edad y por la 

disminución concomitante de la capacidad antioxidante y glutatión. Sin embargo, 

estas variables sólo explicaron el 19% de la variabilidad de los niveles de Nrf2 en la 

muestra poblacional.  

Hasta ahora se desconoce el mecanismo por el cual la hiperglucemia provoca 

una disminución en la activación de Nrf2 en leucocitos. En algunos estudios en los 

podocitos y cardiomiocitos incubados con altas concentraciones de glucosa se 

demuestra que la transcripción de Nrf2 se incrementa (He y col., 2009; Wang y col., 

2014). En contraste, en los animales con insuficiencia renal crónica se encontró que el 

estrés oxidante y la inflamación en el riñón se agravan por un defecto en la activación 

de Nrf2 y la consiguiente regulación a la baja de las enzimas antioxidantes (Kim y 
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Vaziri, 2010). Sin embargo, se puede especular que durante un estado hiperglucémico 

continuo se inducen cambios adaptativos que conducen a un efecto negativo en la 

inducción de Nrf2 por mecanismos aún desconocidos, junto con una condición 

inflamatoria que puede influir en la activación de Nrf2.  

Por otro lado, la carga genética puede tener una mayor influencia en la respuesta 

de Nrf2. Los SNP´s en la región promotora de Nrf2 están asociados con el desarrollo 

de diferentes enfermedades que tienen en común la presencia de estrés oxidativo 

(Marzec y col., 2007; Marczak y col., 2012; Chen y col., 2013; Shimoyama y col., 2014) 

pero hasta el momento no hay registros de su asociación con la diabetes.  

Por último, este estudio presenta algunas limitaciones. En primer lugar, no se 

determinaron la expresión de las enzimas blanco de Nrf2 en los leucocitos, así mismo, 

no se determinaron otros parámetros tales como los marcadores de inflamación, los 

cuales están involucrados en la regulación de Nrf2. Sin embargo, nuestros resultados 

sugieren que Nrf2 puede ser un objetivo para atenuar las complicaciones diabéticas 

inducidas por el estrés oxidante desde el estado prediabético. 

 

Estudio de los polimorfismos rs4673 y rs4880 

Se determinaron las frecuencias genotípicas del polimorfismo rs4673, que 

representa un cambio de citosina por timina en la base 242 del gen den la subunidad 

p22phox de la enzima NADPH oxidasa. Se encontró una asociación positiva de este 

polimorfismo con niveles más altos de glucosa, la hemoglobina glucosilada y 

triglicéridos en los sujetos diabéticos que presentan el genotipo CC. 

Bajo un modelo aditivo, en el cual se supone que una copia del alelo C modifica el 

riesgo en una cantidad aditiva y por tanto, los homocigotos CC tienen el doble de 

riesgo que los heterocigotos TC. Por medio del análisis de regresión ajustando los 

valores de hemoglobina glucosilada por variables como la edad, el género, el IMC, los 

niveles de triglicéridos y colesterol, y le genotipo, se observó que el tener el genotipo 

CC se asocia fuertemente con el incremento de los niveles de hemoglobina. Por tanto, 

los individuos diabéticos que portan en genotipo TT tienen menor riesgo de 

incrementar los niveles de hemoglobina glucosilada. 

Varios estudios se han centrado en la asociación de este polimorfismo con 

diversas enfermedades cardiovasculares y renales, linfomas y algunos otros tipos de 

cáncer. Sin embargo, hay discrepancias acerca del efecto que se produce en la 

proteína, por la mutación de citosina a tima. Algunos autores han documentado que el 
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alelo T está asociado con actividad reducida de la enzima NADPH oxidasa, ya que se 

genera menos radical superóxido, produciendo un efecto protector contra 

enfermedades cardiovasculares (Guzik y col., 2000) y la hipertensión (Moreno y col., 

2006). En otras investigaciones, se encontró aumento en la producción del radical 

superóxido en los sujetos portadores del alelo T lo que se asoció con alteraciones en el 

perfil metabólico (Shimo-Nakanishi, 2004). Sin embargo, en el presente estudio no fue 

posible determinar la producción de radical superóxido por limitaciones en la 

cantidad de muestra. 

La respuesta a los cambios fenotípicos producidos por el polimorfismo rs4673 

depende de la población. Este polimorfismo se asoció con una menor prevalencia de 

diabetes mellitus tipo 2 en población japonesa (Matsunaga-Irie y col., 2004). En 

contraste, Schreiber y col., (2012) encontraron una asociación del este polimorfismo 

con la obesidad y la diabetes mellitus en pacientes hipertensos originarios de Brasil. 

En este sentido, esta investigación mostró la limitante de que los resultados no fueron 

ajustados por marcadores de ancestría, lo que puede modificar la relación fenotipo-

genotipo. Estudios contemplando estos marcadores ayudarán a comprender mejor 

estas diferencias.  

Se ha reportado que la hiperglucemia es el principal factor que induce el estrés 

oxidante, principalmente por la activación de la NADPH oxidasa en monocitos de 

pacientes con diabetes (Huang y col., 2011) y es un factor importante en el desarrollo 

de complicaciones secundarias. Esto es importante porque hay un vínculo entre el 

descontrol de la hiperglicemia (determinado por las concentraciones de hemoglobina 

glucosilada) y el desarrollo de las complicaciones diabéticas. Por tanto, los resultados 

aquí reportados sugieren que la variante rs4673 puede contribuir a explicar la mayor 

susceptibilidad a desarrollar la diabetes mellitus en individuos mexicanos.  

No obstante, el polimorfismo rs4880 no se asoció con la enfermedad o alguna 

característica clínica en los grupos de estudio. Este polimorfismo se estudió en la 

población mexicana con macroalbuminuria encontrando que aquellos que portan el 

genotipo CC tienen mayor riesgo de desarrollar la enfermedad (Ascencio-Montiel, 

2013). Este polimorfismo se ha asociado principalmente a enfermedades renales en la 

diabetes, por lo cual,  se puede inferir que la presencia del genotipo CC es un factor de 

riesgo para enfermedades renales independientemente de la presencia de diabetes. 
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Integración de los resultados 

En los pacientes prediabéticos se observaron menores niveles de Nrf2 en las 

fracciones nucleares de los leucocitos, lo cual se sugiere que precede el desarrollo de 

estrés oxidante en estos pacientes (Figura 11a). En cambio, en los pacientes diabéticos 

existe un desbalance redox tanto en el incremento de marcadores de estrés, así como 

en la disminución de enzimas antioxidantes. Además, la hemoglobina glucosilada, que 

provee una idea del control de la enfermedad, está fuertemente asociada el desarrollo 

de estrés oxidante, los niveles bajos de Nrf2 en núcleos de leucocitos y puede verse 

incrementada cuando los individuos sujetos portan el genotipo CC (rs4673) de la 

subunidad p22phox de la enzima NADPH oxidasa (Figura 11b). 

Otros factores como el tratamiento y el tiempo de evolución en la diabetes 

pueden modular específicamente la respuesta antioxidante y los resultados sugieren 

que el uso de metformina con insulina, no provee buen control de la enfermedad 

medido por los niveles de la hemoglobina glucosilada y por el incremento de estrés 

oxidante.  

 

 

Figura 11. Integración de los resultados en los individuos prediabéticos (a) y 

diabéticos (b). 

Abreviaturas: -GCL: gama glutamato cisteína ligasa, SOD: superóxido dismutasa, CAT: 

capacidad antioxidante total, MDA: malondialdehído, GSH: glutatión, GR: glutatión reductasa, 

GPx: glutatión peroxidasa, CC: genotipo citosina, rs4673: polimorfismo C242T en la subunidad 

p22phox de la enzima NADPH oxidasa. 
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IX. CONCLUSIONES 

En general se concluye que en los pacientes prediabéticos y diabéticos se 

observó menor actividad transcripcional de Nrf2 en las células mononucleares de 

sangre periférica. Sin embargo, la variabilidad en los niveles de este factor no se pudo 

explicar del todo por los marcadores de estrés evaluados en plasma y eritrocitos. 

Lo anterior sugiere que la disminución transcripcional de Nrf2 podría preceder 

al desarrollo de estrés oxidante desde la prediabetes y podría ser un blanco para el 

tratamiento de la enfermedad y sus complicaciones. 

En particular, un común denominador de la modulación del estado redox fue el 

control de la enfermedad determinado por los niveles de hemoglobina glucosilada, sin 

olvidar que el tratamiento y el tiempo de evolución modifican la respuesta redox. En 

este sentido, los resultados sugieren que la combinación de insulina-metformina no 

provee una buena combinación para combatir el estrés oxidante.  

Finalmente, el polimorfismo rs4673 en el gen de la subunidad p22phox de la 

enzima NADPH oxidasa, se encontró significativamente asociado con la hemoglobina 

glucosilada. Sin embargo, el polimorfismo rs4880 de la enzima superóxido dismutasa 

no está asociado con la diabetes en nuestra población. 

 

X. PERSPECTIVAS  

A partir de los resultados mostrados en esta investigación, en dónde se establece 

por primera vez la participación de Nrf2 en sujetos prediabéticos y diabéticos, se 

considera ampliar la investigación en los siguientes sentidos: 

 Establecer como se modulan el estrés y la inflamación en leucocitos de 

individuos prediabéticos y diabéticos, para explicar la caída en la actividad de 

Nrf2. 

 Se sugiere el estudio del uso de activadores naturales de Nrf2 desde la 

prediabetes 

 Es posible que la respuesta de Nrf2 dependa de factores genéticos, por lo que 

podrían estudiarse polimorfismos u otras variaciones en este gen. 

 Un hecho importante a esclarecer es la relación entre el tratamiento, el tipo de 

fármaco, la hiperglucemia y el desarrollo de estrés oxidante en la diabetes. 
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XII. ANEXOS  

Anexo 1. Consentimiento Informado 

Carta de Consentimiento informado para participar en el estudio de investigación 
 

Título de los proyectos: Evaluación del factor de transcripción Nrf2 como posible blanco 
terapéutico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y su asociación con polimorfismos en la 
región promotora: primera etapa y Caracterización de la aldehído deshidrogenasa ALDH de 

eritrocitos humanos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2. 
 

Dra. Eunice Rodríguez Arellano, Lab. Medicina Genómica HRLALM. Dr. José Pedraza Chaveri, 
Facultad de Química, UNAM. M. en C. Angélica Jiménez Osorio, UNAM, Dra. Diana Barrera Oviedo, 

Facultad de Medicina, UNAM, M en C. Alejandra Picazo Sansón. 
 
Usted está siendo invitado a participar en un par de estudios de investigación científica 
interinstitucional con el objetivo de evaluar el papel de una molécula endógena y caracterizar 
enzimas antioxidantes como la ALDH de eritrocitos en pacientes con DM2 como posible marcador 
de estrés en el desarrollo de la diabetes a nivel molecular y genético. Por lo tanto, su participación 
en estos estudios es completamente voluntaria. Usted debe leer la siguiente información y sus 
dudas deben ser aclaradas por la persona que aplica este consentimiento, antes de decidir si 
desea participar o no. 
Propósito del estudio: El objetivo es identificar si una molécula endógena (Nrf2) y algunas enzimas 
antioxidantes están involucradas en el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y sus complicaciones, 
así como saber si existe asociación entre los niveles de estas moléculas y la genética 
(polimorfismos). Como resultado de esta investigación se pretende establecer un biomarcadores 
de la enfermedad y estrategias de prevención y/o control de la enfermedad. 
Procedimiento: Si decide ser voluntario su participación consistirá en lo siguiente. 
Al aceptar participar en el estudio deberá llenar un cuestionario sobre su historial médico. El 
médico o enfermera le medirá la presión arterial, su peso y talla.  Se le hará una toma de muestra 
de sangre que se obtiene de la vena del brazo de la misma manera para un análisis rutinario de 
sangre en un laboratorio clínico. Se requiere que usted tenga de 9 a 12 horas de ayuno. El volumen 
máximo de extracción será de 16 ml (2 tubos). Esta muestra servirá para los análisis de química 
sanguínea, biometría hemática y análisis químicos y moleculares necesarios para cumplir los 
objetivos de esta investigación. Además, se extraerá el ADN, que es aquella molécula que contiene 
los genes que heredamos de nuestros padres. Los datos clínicos y la muestra de ADN se 
identificarán con un código interno para proteger su privacidad. Sólo los investigadores 
involucrados en el estudio tendrán acceso a la información  y ningún dato de identificación 
personal se vinculará con los datos clínicos para su privacidad. 
Riesgos potenciales y molestias: La toma de muestra sanguínea le puede ser incómoda y en 
ocasiones puede resultar en un pequeño moretón en el sitio de punción. Su muestra de sangre y 
datos cínicos se etiquetarán con número de identificación interno para proteger sus datos 
personales dentro del marco de la ley. 
Beneficios potenciales: en estudios de investigación no hay beneficios directos para los 
participantes. Los resultados derivados de este estudio no pueden ser interpretados de manera 
individual, sino a nivel poblacional. Por tanto, no recibirá ningún resultado molecular o genético de 
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manera individual. Debido a que se trata de una primera etapa, estos resultados servirán para 
establecer estrategias nuevas de control de la enfermedad y se divulgarán por medio de revistas 
científicas.  
Alternativas a la participación: usted puede elegir participar o no en el estudio, en caso de retiro 
de la investigación, cerciórese que su cuestionario ha sido destruido así como su muestra 
desechada. No se afectará su relación con el HRLALM. 
Pago: no hay ninguna retribución económica para los participantes en el estudio. 
Productos comerciales: las muestras de sangre son importantes para el estudio y formarán parte 
de un repositorio único que permanecerá en resguardo de la institución. Si un producto comercial 
es desarrollado a partir de este proyecto, será propiedad de las instituciones y no del participante. 
Contribución financiera: su participación no le generará costo. 
Compensación por daños relacionados a su participación: en caso de que usted sufriera daño 
como resultado de su participación directa en el estudio, se le otorgará asistencia médica.  
Información: usted podrá pedir información acerca del desarrollo del estudio al solicitarlo a la M. 
en C. Angélica Jiménez al tel. 5622 3878 o por vía electrónica al correo: 
dmnrf2_hrlalm@gmail.com. Considere que la obtención de resultados finales puede tardar más de 
2 años. 
Investigadores: 
Dra. Martha Eunice Rodríguez Arellano. Jefa de la unidad de Investigación, HRLALM. 
Dr. José Pedraza Chaverri. Profesor investigador titular C de la Fac. de Química. UNAM. 
M. en C. Angélica Saraí Jiménez Osorio. Candidata a Doctor. Fac. de Química. UNAM. 
Dra. Diana Barrera Oviedo, Facultad de Medicina. Profesor investigador titular  de la Fac. de 
Medicina. UNAM. 
M en C. Alejandra Picazo Sansón. Candidata a Doctor. Fac. de Química. UNAM. 
 
Yo, _________________________________________________________________ he sido 
informado de los riesgos potenciales del estudio y declaro que es mi decisión participar en estos 
estudio. Mi participación es voluntaria. He sido informado que puedo retirarme de los estudios en 
el momento que así lo decida, sin penalización alguna y sin perder mis beneficios como 
derechohabiente. Si decido terminar mi participación, seguiré recibiendo atención médica en la 
unidad de adscripción que le corresponde y no se mostrará ningún prejuicio hacia mí para recibir 
atención médica o para participar en estudios de investigación futuros. Puedo solicitar 
información adicional acerca de los riesgos potenciales o beneficios derivados de mi participación 
en este estudio. Puedo obtener los resultados de mi evaluación clínica si así los solicito. Puedo 
solicitar también información sobre las conclusiones generales del estudio, a través de contactar a 
la M. en C. Angélica Saraí Jiménez Osorio a M en c. Alejandra Picazo o la Dra. Martha Eunice 
Rodríguez Arellano al teléfono 53222300 Ext 89203.  
He leído y entendido toda la información que me ha sido proporcionada acerca de mi participación 
en este estudio. Se me dio la oportunidad de preguntar todas mis dudas y estas han sido aclaradas 
a mi entera satisfacción. Entiendo y recibo una copia firmada de este consentimiento informado. 
 
Nombre, fecha y firma del paciente__________________________________________________ 
Nombre y firma de la persona que aplicó este consentimiento____________________________ 
Nombre y firma del testigo 1_______________________________________________________ 
Fecha de firma testigo 1_____________________________________________________________ 
Nombre y firma testigo 2____________________________________________________________ 
Fecha de firma testigo 2_____________________________________________________________ 
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HOJA DE RECOLECCIÓN DE DATOS 
Nombre Edad Fecha 

Fecha de nacimiento Clínica ISSSTE Teléfono 

 
Antecedentes Heredofamiliares 

¿Sus familiares son mexicanos? Si No Entidad federativa de procedencia 

Padre    

Madre    

Abuelos paternos    

Abuelos maternos    

¿Alguno de sus familiares padece (padeció) alguna de las siguientes enfermedades? (marca con una X 
en caso afirmativo) 

Familiar Diabetes Hipertensión Infarto al 
corazón 

Enf. 
Cerebrovascular 

Nefropatía
s 

Enf. 
neurodegenerativa 

Abuelo Paterno       

Abuelo Materno       

Abuela Paterna       

Abuela Materna       

Padre       

Madre       

Hermanos       

Hijos       

Tíos directos       

Primos directos       

Antecedentes Personales (marque con una X según corresponda) 

 si no  

Consumo de tabaco   Cantidad 

Consumo de alcohol   Cantidad 

Tratamiento hormonal    

Pancreatitis    

Infarto    

Enfermedad vascular periférica    

Cirugías   Cual 

Hipotiroidismo    

Acantosis Nigricans    

Ejercicio   Tiempo a la semana: 

Hipertensión   Edad de diagnóstico:                          Tx: 

Hipercolesterolemia (colesterol alto)   Edad de diagnóstico:                          Tx: 

Hipertrigliceridemia (triglicéridos altos)   Edad de diagnóstico:                          Tx: 

Consumo de alimentos antioxidantes   Cantidad 

Consumo de suplementos para bajar de peso   Cantidad 

Consumo de Complejo B y/o hierro.   Cantidad 

Periodo normal de regla (Mujeres)   Fase: 

Alguna otra enfermedad   Cual 

Medidas antropométricas 

Peso: Talla: Presión arterial Cintura (cm): Cadera (cm): Brazo (cm): 

Diabetes: Si____ No____ 

Edad de 
diagnóstico:_______    

Glucosa promedio:  Tx: Hospitalización: si___ no___ 
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Complicaciones 

Nefropatía: si__ no__ Tx: Edad de diagnóstico:_______    

Pie diabético: si__ no__ Tx: Edad de diagnóstico:_______    

Neuropatía: si__ no__ Tx: Edad de diagnóstico:_______    

Otra:  Tx: Edad de diagnóstico:_______    

 
DIETA ALIMENTICIA 

Nombre Edad Fecha 

Fecha de nacimiento Clínica ISSSTE Teléfono 

 
¿Cuantos días a la semana  consume los siguientes alimentos?   Respuestas posibles:  

Diario, 2 a 3 veces por semana, 4 a 6 veces por semana,  Nunca 
 

Alimento Frecuencia Alimento Frecuencia 
Zarzamora  Aguacate  

Nuez  Almendra  

Fresa  Sandía  

Alcachofa  Granada roja  

Arándanos  Pescado  

Café  Apio  
Frambuesa  Arándano azul  

Mora azul  Té negro  

Vino tinto  Pimiento morrón amarillo  

Piña  Pimiento morrón verde  

Guayaba  Zanahoria  

Ciruela pasa  Betabel  

Col (repollo)  Acelgas  

Naranja  Verdolagas  

Manzana  Perejil  

Mango  Berros  

Ciruela negra  Mandarina  

Espinacas  Lima  

Cereales de grano  

Kiwi  

Papas  

Té verde  

Tamarindo  

Jitomate  

Pimiento morrón rojo  

Pimiento morrón 
naranja 
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Anexo 2: Características de los sujetos diabéticos 

Característica DM-NC DM-C                  P 

Edad 56.3 (50-64) 57 (50-65) 0.467 

IMC (kg/m2) 28.8 (26.4 - 31.2) 29.5 (26-32) 0.679 

PAS (mmHg) 119 (110-130) 122 (113-130) 0.170 

PAD (mmHg) 76 (70-80) 78 (70-85) 0.269 

T-G (mg/dL) 244 (129-244) 193 (121-244) 0.671 

C-T (mg/dL) 185 (151-207) 185 (148-220) 0.933 

HDL (mg/dL) 44 (35-54) 43.5 (36-55) 0.914 

LDL (mg/dL) 107 (71-127) 113.5 (86-131) 0.702 

Urea (mg/dL) 37 (26.5-39) 42 (24-41.5) 0.838 

Creatinina (mg/dL) 1.9 (0.6-0.95) 1.3 (0.7-0.9) 0.311 

Ácido Úrico (mg/dL) 6 (4.5-6.5) 5.9 (5-7.1) 0.326 

Tabaquismo n (%) 17 (19.54) 18 (18) 0.840 

Tratamiento n (%) 81 (93) 83 (84) 0.072 

Pancreatitis n (%) 3 (3.49) 6 (6.25) 0.306 

Infarto al miocardio n (%) 3 (3.5) 8 (8.25) 0.149 

Hipertensión diagnosticada n (%) 42(48.3) 50 (51) 0.709 

Hipercolesterolemia n (%) 33(38) 33(34) 0.546 

Hipertrigliceridemia n (%) 36 (41.4) 39 (40) 0.827 

Nefropatía n (%) 4 (4.6) 8 (8.1) 0.250 

Pie diabético n (%) 3 (3.45) 4 (4.08) 0.566 

Neuropatía n (%) 5 (5.75) 9 (9.2) 0.275 

Los datos se presentan como la media (rango intercuartílico). IMC: índice de masa corporal, 

PAS: presión arterial sistólica, PAD: presión arterial diastólica, HbA1c: hemoglobina 

glucosilada, T-G: triglicéridos, C-T: colesterol total, HDL-C: colesterol de alta densidad, LDL-C: 

colesterol de baja densidad. DM-NC: sujetos diabéticoscon hemoglobina glucosilada ≥7% y 

DM-C: sujetos diabéticos con hemoglobina glucosilada <7%. 
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Abstract: The redox status associated with nuclear factor erythroid 2-related factor-2 

(Nrf2) was evaluated in prediabetic and diabetic subjects. Total antioxidant status (TAS) in 

plasma and erythrocytes, glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) content and 

activity of antioxidant enzymes were measured as redox status markers in 259 controls, 

111 prediabetics and 186 diabetic type 2 subjects. Nrf2 was measured in nuclear extract 

fractions from peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Nrf2 levels were lower in 

prediabetic and diabetic patients. TAS, GSH and activity of glutamate cysteine ligase were 

lower in diabetic subjects. An increase of MDA and superoxide dismutase activity was 

found in diabetic subjects. These results suggest that low levels of Nrf2 are involved in the 

development of oxidative stress and redox status disbalance in diabetic patients. 
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1. Introduction 

Diabetes mellitus (DM) is an epidemic disease that is considered a health problem around the 

world. According to the International Diabetes Federation in 2013, 381 million people suffered from 

diabetes, and it is estimated that it will be almost double by 2030 [1]. Almost 6.4 million Mexican 

adults with diabetes were identified by the 2012 National survey, which represents about 9.2% of 

adults in Mexico with diabetes type 2 (DM2) [2,3]. DM2 diagnosis is based on fasting plasma glucose 

(FPG; >126 mg/dL or 7.0 mmol/L) and glycated hemoglobin (HbA1c; >6.5%). Furthermore the 

identification and diagnosis of prediabetic states (FPG: 100–125 mg/dL or 5.5–6.9 mmol/L; HbA1c: 

5.7%–6.4%) [4] are crucial to understand the development of the disease. 

DM is a multifactorial disease that includes genetic and environmental factors and the role of 

oxidative stress in this pathology was recognized two decades ago. Studies have shown that oxidative 

stress is associated with beta cell dysfunction [5] and the development of insulin resistance [6,7]. 

Diabetic patients from these studies showed a decrease in antioxidant levels, low activity of 

antioxidant enzymes, and an increase in both reactive oxygen species (ROS) production and oxidative 

stress markers. In addition, hyperglycemia can induce the overproduction of superoxide anions that 

affect several pathways that leads to diabetic complications [8,9]. Oxidative stress is often seen as  

an imbalance resulting from altered gene expression. The transcription factor called nuclear factor 

(erythroid-derived 2)-like 2 or Nrf2 is referred to as the “master regulator” of the antioxidant response; 

it modulates the expression of a considerable number of genes, including not only those that control 

antioxidant enzymes, but also genes that control immune and inflammatory responses [10]. Under  

non-stress conditions, concentrations of Nrf2 are low, and the protein is retained in the cytoplasm 

owing to its association with Kelch-like ECH-associated inhibitor 1 (Keap1), also called Nrf2 

inhibitor. In response to oxidative stress, a complex series of events leads to the stabilization of Nrf2 

and its translocation into the nucleus [11], where it upregulates the expression of several genes whose 

promoter region contains an antioxidant response element (ARE) [12]. The relationship between Nrf2 

and diabetes has been evaluated. In animal models, it has been shown that insulin signaling is 

necessary for Nrf2 activation [13]. When Nrf2 is activated, it protects β-cells from damage, and 

prevents the onset of diabetes [14,15], increasing insulin sensitivity [16,17], which can lead to a better 

glucose control [13,18] and prevention of the development of diabetic micro and macro vascular 

complications [19–22]. However, the way that Nrf2 exerts its anti-diabetic action is not fully 

understood at clinical level. Besides, by ethical constraints, it is inaccessible to use many 

methodologies in clinical trials. Thus, Nrf2 was measured in nuclear fractions of peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) from prediabetic and diabetic patients to establish the role of Nrf2 in 

diabetes. Total antioxidant status (TAS), glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) were 

measured as oxidative markers and the activity of glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase 

(GR), γ-glutamate cysteine ligase (GCL) and Cu-Zn-superoxide dismutase (SOD-1) were chosen to 

describe the redox status. 
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2. Results 

2.1. Clinical and Anthropometrical Characteristics 

A total of 559 subjects were involved in the study, with 260 control (CTRL), 116 prediabetic (PRE) and 

183 DM2 subjects. Characteristics of clinical and anthropometrical values are shown in Table 1. There is 

an adverse lipid profile and presence of insulin resistance measured by homeostasis model assessment of 

insulin resistance (HOMA-IR) since prediabetic status. Significant differences in the DM2 group were 

found in age, body mass index (BMI), systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), 

glucose, HbA1c, triglycerides (TG) and high-density lipoprotein-cholesterol (HDL-C). Therefore, these 

parameters are included in the multivariated analysis as possible potential confounders in the redox 

response. The population sample was representative of Mexico in overweight terms. In fact, the average of 

BMI is in obesity ranges in the prediabetic subjects and is lower in diabetic group (31.14 vs. 29.14 kg·m2). 

Systolic and diastolic pressures are altered in the DM2 group, with an increment of the average between 

5.08% and 3.24%. From the CTRL group, 26.6% reported with diagnosed hypertension and 15.2% and 

58.2% for PRE and DM2 subjects, respectively. As expected, fasting glycemia and HbA1c are altered in 

prediabetic and diabetic status (average increase of glucose: 15% for PRE and 41% for DM2, and for 

HbA1c: 22% for PRE and 30% for DM2, each vs. CTRL). TG levels increase during prediabetic status and 

are higher in diabetes. Of these prediabetic and diabetic subjects, 26.7% and 23%, respectively, reported 

being on treatment. HDL-C was found lower in PRE and DM2 subjects when compared with the CTRL 

group (9.8% and 13.7%, respectively lower than CTRL), no changes were observed in total cholesterol  

(T-C) and low density lipoprotein-cholesterol (LDL-C). 

Table 1. Clinical and anthropometrical characteristics of control (CTRL), prediabetic (PRE) 

and diabetes mellitus (DM2) individuals. Data are presented as mean (interquartile range). 

Statistical significance p < 0.05: a vs. CTRL and b vs. PRE with a Wilcoxon rank-sum test. 

Characteristics CTRL n = 260 PRE n = 116 DM2 n = 183 p Value

Age (years) 48.25 (41–52.5) 49.97 (43–54) 58.87 (50–64) a,b <0.001 
Male, n (%) 127 (47.6) 47 (18.3) 87 (34) 0.4360 

Female, n (%) 138 (45.54) 69 (22.77) 96 (31.6) - 
BMI (kg·m−2) 27.7 (25.3–29.8) 31.37 (27.5–34.4) a 29.14 (26–31.4) a,b <0.001 
SBP (mmHg) 113.9 (110–120) 117.1 (110–120) 120.6 (110–130) a <0.001 
DBP (mmHg) 74.6 (70–80) 77.9 (70–80) a 77.5 (70–81) a <0.001 

Smoking, n (%) 61 (23.6) 29 (25) 35 (19.1) 0.4050 
Glucose (mg·dL−1) 91.1 (86–97) 106.8 (99–113) a 153.8 (108-169) a,b <0.001 

HbA1c (%) 4.6 (4.2–5.1) 5.9 (5.7–6.1) a 7.4 (5.8–8.4) a,b <0.001 
HOMA-IR 1.8 (1.3–2.3) 4.8 (3.2–5.9) a - <0.001 

TG (mg·dL−1) 167.6 (106–210) 202 (130–242) a 214.2 (126–244) a 0.0059 
T-C (mg·dL−1) 194.1 (167–217) 195.3 (168.5–218.5) 185.3 (150–212) 0.0910 

HDL-C (mg·dL−1) 50.9 (43–58) 46.1 (39–53) a 43.7 (35–55) a <0.001 
LDL-C (mg·dL−1) 112.7 (94.5–132.5) 110.1 (90–130) 110.3 (84–129.5) 0.8800 

BMI: Body mass index, SBP: systolic blood pressure, DBP: diastolic blood pressure, HOMA-IR, 

homeostasis model assessment of insulin resistance, HbA1c: glycated hemoglobin, TG: triglycerides,  

T-C: total cholesterol, HDL-C: high density lipoprotein cholesterol, LDL-C: low density cholesterol. 
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2.2. Oxidative Markers 

To evaluate the role of glucose control in oxidative stress, the DM2 group was divided in two 

groups according to the HbA1c levels. DM2-NC refers to diabetic patients without glucose control  

(HbA1c ≥ 7%) and DM2-C which refers to diabetic patients with glucose control (HbA1c < 7%). The 

redox status was determined in prediabetic and diabetic individuals by measuring TAS in plasma and 

erythrocyte by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method (Figure 1a,b). The results showed  

no significant differences in oxidative markers in prediabetic individuals. TAS on plasma (DM2-NC: 

15.1% ± 5.8% and DM2-C: 17.4% ± 8%, p < 0.001 compared vs. CTRL) and erythrocytes was 

decreased in diabetic individuals. DPPH was negatively associated with age, gender and HbA1c in 

plasma and just with age and HbA1c in erythrocytes (Table 2). Moreover, MDA was found higher in 

DM2-NC compared vs. CTRL (µM MDA, p < 0.001) but there was a lower concentration in DM2-C 

group compared with DM2-NC (3.07 ± 1.5 vs. 3.5 ± 1.5 p: 0.032) (Figure 1d). In fact, multiple 

regression showed that MDA is associated with BMI and HbA1c levels (Table 2). GSH concentrations 

were lower in DM2 subjects, but the DM2-C group had higher concentrations of total GSH and 

reduced form vs. CTRL and DM2-C group. GSH was associated negatively with age and HbA1c 

(Table 2). No significant differences were found in glutathione disulfide GSSG and GSH/GSSG ratio. 

Figure 1. Oxidative markers in the studied groups. (a) Total antioxidant status (TAS) 

expressed as % of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging in plasma and  

(b) erythrocytes; (c) malondialdehyde (MDA) levels in plasma; (d) total glutathione (GSH) 

and (e) reduced form of GSH concentrations in plasma. CTRL: control, PRE: prediabetes, 

DM2-NC: diabetic subjects without glycemic control (glycated hemoglobin ≥ 7%), DM2-C: 

diabetic subjects under glycemic control (glycated hemoglobin < 7%). Each bar represents 

mean ± S.E. Statistical significance p < 0.05: a vs. CTRL and b vs. PRE c vs. DM2-C with a 

Wilcoxon rank-sum test. 
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Figure 1. Cont. 

 

Table 2. Associations of significant redox status markers and antioxidant activities with 

age, gender, BMI, glucose and HbA1c in diabetic subjects. Multiple linear regressions in 

diabetic group and controls. Results are β, 95% CI, p of each regressor variable and R2 of 

each model including plasma TAS, erythrocyte DPPH, MDA, GSH and SOD activity as 

dependent variables. 

Variables Age Gender BMI Glucose HbA1c 

Plasma 

TAS 

β −0.21 −2.28 0.012 −0.019 −0.98 

95% CI −0.28 to −0.13 −3.82 to −0.19 −0.16 to 0.18 −0.037 to 0.076 −1.7 to −0.2 

p <0.001 0.004 0.894 0.511 0.014 

R2 0.190 - - - - 

Erythocyte 

TAS 

β −0.26 −1.59 0.086 −0.012 −1.2 

95% CI −0.36 to −0.17 −3.40 to 0.20 −0.11 to 0.29 −0.015 to 0.040 −1.95 to −0.44 

p <0.001 0.084 0.411 0.381 0.002 

R2 0.221 - - - - 

MDA 

β 0.006 −0.14 0.04 −0.019 0.17 

95% CI −0.01 to 0.23 −0.43 to 0.15 0.004 to 0.074 −0.004 to 0.003 0.06 to 0.28 

p 0.45 0.34 0.026 0.941 0.003 

R2 0.08 - - - - 

GSH 

β −0.074 −0.46 0.04 0.002 −0.25 

95% CI −0.1 to −0.04 −1.01 to 0.08 −0.02 to 0.11 −0.0007 to 0.004 −0.45 to −0.055 

p <0.001 0.097 0.19 0.159 0.013 

R2 0.13 - - - - 

SOD-1 

β 0.29 7.04 0.052 −0.005 2.99 

95% CI 0.06 to 0.51 3.1 to 10.9 −0.42 to 0.53 −0.07 to 0.06 1.14 to 4.84 

p 0.011 <0.001 0.831 0.89 0.002 

R2 0.124 - - - - 

Gender: 0 males, 1 females, BMI: body mass index, HbA1c: glycated hemoglobin, MDA: malondialdehyde, 

GSH: glutathione, SOD-1: Cu-Zn superoxide dismutase activity. 

2.3. Activities of Antioxidant Enzymes 

Activities of GPx and GR in plasma were not different in the studied groups when compared with 

CTRL group (Figure 2a,b). There is a trend of GPx to decrease in PRE group vs. DM2-NC, but not  

vs. CTRL group. There was a decrease in GCL activity in DM2-NC compared with CTRL and PRE 
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groups (Figure 2c). The activity of GCL was adjusted by age, gender, BMI, glucose and HbA1 levels, 

but there was no association. SOD-1 activity was higher in DM2-NC and DM2-C when compared with 

CTRL group SOD-1 was associated positively with age, gender and HbA1c (Table 2). 

Figure 2. Activity of antioxidant enzymes. Plasma activity of (a) Glutathione peroxidase 

(GPx) and (b) Glutathione reductase (GR) and (c) γ-Glutamate cysteine ligase (GCL)  

and (d) Cu-Zn-superoxide dismutase (SOD) activities in erythrocytes hemolysates. CTRL: 

control, PRE: prediabetes, DM2-NC: diabetic subjects without glycemic control (glycated 

hemoglobin ≥ 7%), DM2-C: diabetic subjects under glycemic control (glycated hemoglobin 

< 7%). Each bar represents mean ± S.E. Statistical significance p < 0.05: a vs. CTRL and  
b vs. PRE with a Wilcoxon rank-sum test. 

 

 

2.4. Nrf2/ARE Binding Activity Assay  

To determine if prediabetic and diabetic status is associated with activation of Nrf2, nuclear 

fractions were isolated from PBMC of a representative sample of each group (100 CTRL, 68 PRE,  

54 DM2-NC and 58 DM2-C). Nrf2 binding activity is decreased in PRE and DM2-NC compared with 

CTRL (22% and 40% of decrease vs. CTRL) (Figure 3). DM2-C tends to decrease (compared  

vs. CTRL and to increase compared vs. DM2-NC) but these differences were not significant. A 

regression model was applied to explain the effect of variables such as BMI, age, gender, glucose and 

HbA1c in prediabetic subjects and controls, however Nrf2 levels were not associated with these 

variables. However, there was an independent association with plasma TAS and GPx (TAS: β: −0.001, 

p: 0.047, R2: 0.024; GPx: β: 0.2, p: 0.008, R2: 0.05), but these associations explain less than 10% of 

Nrf2 variability. To explain Nrf2 variability in DM2 patients a linear regression model was made. The 

Nrf2 levels were transformed to logarithm scale to achieve a good fit and to avoid heteroscedasticity. 

The model includes glucose, HbA1c, age, gender, BMI, hospitalization by hypoglycemic events (0 = no, 
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1 = yes) and interaction of TAS with GSH levels. Systolic and diastolic pressure, as well as TG  

levels were not significantly associated in regression models and they were not included in the model. 

To perform this analysis, the groups of diabetics were categorized by glycemic control (DM2-C)  

and without control (DM2-NC) as dummy variables compared with CTRL group. HbA1c, age, 

hospitalization by hypoglycemic events (0 = no, 1 = yes) and interaction of TAS with GSH levels 

showed significant associations (Table 3). 

Figure 3. Nrf2/ARE binding activity assay: Nuclear proteins from CTRL: control subjects 

(n = 100), PRE: prediabetic subjects (n = 68), DM2-NC: diabetic subjects without 

glycemic control (Hb > 7.0%, n = 54), DM2-C: diabetic subjects with glycemic control  

(n = 58) were incubated with the oligonucleotide for ARE (antioxidant response element). 

Each bar represents mean ± S.E. a Significant difference vs. CTRL with p < 0.05. 

 

Table 3. Associations of Nrf2 levels with HbA1c, age, hospitalization, diabetic groups and 

oxidative stress. Multiple linear regression including diabetic and control group. Results are 

shown as β ± S.E. of β, p of each regressor variable and R2 of the model including. Nrf2 data 

were transformed to log scale to avoid heteroscedasticity. HbA1c: glycated hemoglobin, 

Hospitalization: hospitalization by hypoglycemic events, 0 = no, 1 = yes, DM2-NC and 

DM2-C dummy variable for groups where DM2-NC include diabetic subjects without 

glycemic control and DM2-C include diabetic subjects with glycemic control, TAS * GSH: 

interaction of total antioxidant status (plasma DPPH) and reduced glutathione. 

Variables β ± S.E. of β p R2 
HbA1c −0.097 ± 0.04 0.042 0.194 

Age −0.011 ± 0.005 0.045 - 
Hospitalization 0.48 ± 0.19 0.013 - 

DM2-NC −1.06 ± 0.23 <0.001  - 
DM2-C −0.48 ± 0.14 0.001 - 

TAS * GSH −0.008 ± 0.0004 0.044 - 

3. Discussion 

DM is an important area of investigation worldwide and represents an important disease with an 

increase of morbidity and mortality. Oxidative stress plays an important role in the pathogenesis of 

diabetic complications when glucose levels are not controlled. Since the protective role of Nrf2 in 
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diabetes and its complications in rat models has been known, its activation has been suggested for the 

control of diabetes and oxidative stress induced by hyperglycemia. There are no clinical researches 

about the role of Nrf2 in diabetic patients. 

The levels of different oxidative stress markers in plasma and erythrocytes from prediabetic and 

diabetic individuals were measured in the present study. Initially, our population sample was 

representative from Mexico in terms of BMI, because 70% of the Mexican population suffers from 

overweight and obesity [3]. Patients over 70 years old without diabetes are not common patients in 

Family Medical Clinics. Therefore, we adjusted each variable of oxidative stress with age, gender, 

BMI, glucose and HbA1c levels. Consistent with previous findings it was found that TAS, total GSH 

and reduced GSH are diminished in diabetic status, but this trend in the prediabetic group was not 

found. There are few clinical studies about redox status in prediabetic patients and results are 

controversial. Dzięgielewska-Gęsiak et al. [23] found diminished plasma TAS (measure by the  

2,2'-azobis-3-ethylbenthiaazoline-6-sulfonic acid (ABTS) method) and an increment of MDA levels in  

28 elderly prediabetic subjects. However, Al-Aubaidy and Jelinek [24] and Zengi et al. [25] did not 

find changes in GSH and lipid peroxidation in prediabetic subjects but they found an increased level  

of 8-hydroxy-2-deoxy-guanosine (8-OHdG), suggesting that DNA damage during prediabetes may 

occur before lipid peroxidation or decreased antioxidant defenses, that is observed during diabetes. 

These differences are probably due to the sample size and genetic factors that predispose to changes in 

oxidative stress during prediabetes. 

A decrease in GSH levels in diabetes was reported in previous studies [26–28]. Total GSH and GSH 

levels were found decreased in the diabetic population, but the GSH/GSSG ratio was not significantly 

affected in the studied groups. This may be due to the fact that GPx and GR activities were not 

modified in any group. In addition, GCL, the enzyme that catalyzes the rate-limiting step in GSH 

biosynthesis [29], was significantly lower in DM2-NC subjects compared with the CTRL group. These 

data suggest that decreased GSH levels may be secondary to GCL activity and not by its recycling. 

When diabetic subjects are in glycemic control, measure by HbA1c (<7%) as indicated by the 

American Diabetes Association (ADA) [4], GSH levels were not strongly decreased. These results 

agree with Kulkarni et al. [30] and Pavlović et al. [31]; they found that GSH levels increased by 

treatment with sulfonylureas and biguanides. In fact, new studies focus on the use of GSH as a marker 

of glycemic control [30]. 

TAS reflects both exogenous and endogenous antioxidants in plasma. Due to the major antioxidant, 

GSH decreases and lipid peroxidation products measured as MDA increases, lead to diminished  

TAS in DM2 in plasma and erythrocytes. Oxidative stress is more evident in diabetes status than 

prediabetes. Recent reports suggest that oxidative damage, despite the increase in the activity of  

SOD [32,33] by a possible adaptive response due to ROS, is generated during diabetes. Our results 

agree with this hypothesis, but this point is very controversial. Other reports indicate that SOD is 

diminished in diabetic patients [34]. It has been suggested that the mechanism by which this occurs 

requires higher activity of catalase and GPx. Plasma GPx tends to be higher in the DM2-NC group, but 

differences were not significant and this investigation did not include catalase activity; thus further 

analysis is needed to elucidate this point. Another explanation may involve genetic factors that could 

alter the functionality and activity of these enzymes according to populations. 
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Our results are consistent with previous reports showing oxidative stress in diabetic patients, a novel 

role of Nrf2 from PBMC associated with HbA1c levels was found in this study. It is recognized  

that oxidative stress, inflammation and insulin resistance have a close relationship with Nrf2 in  

animal models. This factor up regulates the expression of enzymes that maintain cellular redox 

homeostasis including heme oxygenase 1 (HO-1), GPx, glutathione S-transferase A1, NAD(P)H 

quinone oxidoreductase 1 and GCL. In animal models, Nrf2 agonists improve insulin resistance and 

obesity in adipose tissue and prevent apoptosis in β-cells [16,17,21,35]. Nevertheless, it is not clear 

which tissue exerts the principal action against insulin resistance and the development of diabetes.  

In this study, we found lower Nrf2 activity since prediabetes, but the variables included in this study 

were not enough to explain Nrf2 variability during prediabetes. We just find a weak association of 

TAS and GPx with Nrf2, but these associations do not explain more than 5% of the Nrf2 variability 

during prediabetes. We speculate that the ranks of HbA1c levels need to be much closer to find a 

strong association with Nrf2 between PRE and CTRL groups. Also, it is known that Nrf2 is regulated 

by dietary compounds [36,37], but exogenous antioxidant consumption was not controlled in this  

study. A trial has been published on prediabetic subjects, who were randomly assigned to receive either 

curcumin, an activator of Nrf2, or a placebo for nine months to prevent diabetes development [38]. They 

found an improvement of overall function of β-cells and a diminution in the number of prediabetic 

individuals who eventually developed T2DM was lower. We propose that the effect of dietary 

compounds in Nrf2 and prediabetes maybe be a topic for future research. 

A significant decrease was found of Nrf2 in DM2-NC patients. It would be expected that oxidative 

stress in these diabetic patients would enhance Nrf2 levels. Therefore, these findings suggest that the 

Nrf2 response in these patents is impaired. The regression analysis suggest that the lack of Nrf2 

induction may be explained, at least in part, by the increase of HbA1c levels, by the age and by the 

diminution in TAS and GSH. However, these variables just explain 19% of the variability of the levels 

in our population sample. Lower levels of Nrf2 in individuals with poor glucose control were found. 

So far a mechanism by which hyperglycemia causes a decrease in the activation of Nrf2 is unknown in 

peripheral blood mononuclear cells. Some studies in podocytes and cardiomyocytes incubated with 

high glucose concentrations show that Nrf2 transcript is increased [18,39]. In contrast, in animals with 

chronic renal failure it was found that oxidative stress and inflammation in the kidney are compounded 

by conspicuous impairment of Nrf2 activation and consequent downregulation of the antioxidant 

enzymes [40]. However, we assume that most severe hyperglycemic states have a longer negative 

effect on the induction of Nrf2 by yet unknown mechanisms, coupled with an inflammatory condition 

that may influence the activation of Nrf2. On the other hand, single nucleotide polymorphism (SNP) of 

the promoter region of Nrf2 is associated with the development of different diseases that have in 

common the presence of oxidative stress [41–44], but so far there are no records of its association with 

diabetes. We suggest that SNP may be a factor that modulates the response of Nrf2 in our populations. 

Finally, our study has some limitations. First, mRNA levels of Nrf2-dependent enzymes and other 

parameters such as inflammation markers, known to be involved in Nrf2 regulation, were not 

measured in these patients. However, our results suggest that Nrf2 can be a target to attenuate diabetic 

complications induced by oxidative stress starting after the prediabetes state. 
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4. Experimental Section 

4.1. Study Design and Subjects 

The present study was conducted according to the Declaration of Helsinki. The project was 

approved by the Research, Ethics and Biosafety Committee of the Hospital Regional Lic. Adolfo 

López Mateos (registration number 253.2013). Subjects were recruited from Family Medical Clinics of 

the Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) in the south of 

Mexico city. A total of 559 Mexican individuals older than 35 years old were included. According to 

their FPG and HbA1c levels, individuals were classified into three groups. Normoglycemic subjects 

(FPG < 100 mg/dL and HbA1c < 5.7%) were referred to as Control (CTRL) group (n = 259). PRE 

group included subjects whose FPG values were of 100–125 mg/dL and HbA1c 5.7%–6.4%, known as 

pre-diabetic subjects. The third group consisted of previously diagnosed diabetic subjects with or 

without medical supervision, with over five years of disease evolution (DM2). Patients with other 

types of DM, alcoholic subjects, pregnant women, persons with clotting disorder and erythrocythemia 

were excluded. All participants gave informed consent and completed a questionnaire comprising 

heredofamilial diseases and medical history. 

4.2. Sample Collection and Biochemical Analysis 

Three samples (each of 6 mL) of venous peripheral blood were obtained from the antecubital vein 

after 8–10 h of night time fasting. One sample was collected into a serum separator tube and was 

centrifuged at 1500× g for 10 min at 4 °C. Fasting glucose levels and lipid status parameters such as  

T-C, LDL-C, HDL-C and TG concentrations were measured in serum using a Miura 200 autoanalyzer 

employing commercial kits (I.S.E., Rome, Italy). One ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) sample 

tube was used for blood collection. Ten µL of EDTA-blood were used for HbA1c quantification in  

a Miura 200 autoanalyzer and the remnant was used for plasma and erythrocytes isolation by 

centrifugation (1500× g for 10 min at 4 °C). The second blood EDTA tube was used for the PBMC 

isolation. Plasma was used to measure TAS, MDA and GSH and activity of GPx and GR. Erythrocytes 

were washed with cold 0.9% saline solution twice and hemolysates with double distilled (dd) H2O 

(1:5) and centrifuged at 1500× g for 10 min at 4 °C. Lysates from erythrocytes were used for GCL and 

SOD-1 activity assays. 

4.3. PBMC and Nuclear Extract Isolations 

PBMC isolation was performed on a representative sample of each group (100 CTRL, 68 PRE,  

112 DM2), using a commercial kit (Lymphoprep™) from Axis-Shield (Oslo, Norway) and the 

procedure was conducted according to the manufacturer’s instructions. Immediately, the nuclear 

fraction was isolated using Nuclear Extract commercial Kit (Active Motif, Carlsbad, CA, USA).  

The nuclear fractions were stored at −80 °C until the Nrf2 determinations were performed. 
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4.4. Redox Status Markers 

DPPH, MDA, GSH, GPx, GR and SOD-1 were measured spectrophotometrically by colorimetric 

assays. GCL was measured fluorophotometrically using the corresponding fluorophore. Each assay 

was carried out in a Multi-Mode Reader Synergy HT (Biotek, Winooski, VA, USA). 

4.4.1. Total Antioxidant Status (TAS) 

This was measured using DPPH as previously described by Koren et al. [45]. The antioxidant potencies 

of plasma and washed erythrocytes reduce the DPPH to the yellow-colored dyphenylpricryl-hydrazine. 

The adduct absorbance was measured at 518 nm and the results were expressed as percentage of  

DPPH inhibition. 

4.4.2. MDA and GSH Content in Plasma 

MDA concentration was measured in plasma using a standard curve of 1,1,3,3-tetramethoxypropane [46]. 

Total glutathione (GSH + GSSG) levels were measured in plasma using the GR enzyme method.  

This assay is based on the reaction of GSH which produces 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) 

(DTNB) from 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB), detectable at 412 nm. The procedure was carried out 

as previously reported [47]. 

4.4.3. Activity of Antioxidant Enzymes in Plasma 

The activity of GPx was measured using H2O2 as substrate and GR activity was determined using 

GSSG as substrate and both by measuring the disappearance of NADPH at 340 nm each minute  

for 3 min. One unit of GPx or GR is defined as the amount of enzyme that oxidizes 1 µmol of 

NADPH/min. The activities of both enzymes were expressed as U/mL of plasma. 

4.4.4. Activity of Antioxidant Enzymes in Erythrocyte 

SOD-1 activity was measured using xanthine-xanthine oxidase for generation of superoxide anion 

and nitroblue-tetrazolium (NBT) as indicator reagent that is reduced to formazan detectable at 586 nm. 

One unit of SOD-1 is defined as the amount of protein that inhibits NBT reduction by 50%.  

γ-GCL activity was determined according to White et al. [48]. When glutamate and cysteine were 

added to the reaction mixture, the formation of fluorescent adducts of the compound 2,3-naphthalene 

dicarboxaldehyde (NDA), was measured. The fluorescence was determined using an excitation and 

emission wavelengths of 485 and 535 nm, respectively. Results were expressed as nmol GSH 

synthesized above basal/min/mg erythrocyte protein.  

4.5. Nrf2 Binding Activity Assay 

Protein concentration was determined using the Bio-Rad Protein Assay Dye from Bio Rad 

Laboratories (Hercules, CA, USA). A commercial kit (TransAm® Nrf2, Active-Motif., Carlsbad, CA, 

USA) was used for the binding activity assay of Nrf2. This kit contains an immobilized oligonucleotide 

containing the ARE consensus-binding site (5'-GTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG-3'). The active 
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form of Nrf2 contained in the nuclear extract specifically binds to this oligonucleotide. Twenty µg of 

nuclear extract was allowed to bind to the ARE on 96-well plates. A primary antibody was used to 

detect Nrf2, which recognizes an epitope on Nrf2 protein upon DNA binding. A horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated secondary antibody was added to provide a sensitive colorimetric readout at 450 nm. 

Nuclear extracts from COS-7 cells transfected with Nrf2 were used as positive control. 

4.6. Statistical Analyses 

Statistical analyses were performed using STATA 12 (StataCorp, College Station, TX, USA). The 

Gaussian distribution was tested by the Shapiro-Wilk test. Analysis of variance was used to compare 

CTRL, PRE and DM2 subjects followed by a post hoc analysis (Bonferroni). A nonparametric 

Kruskal-Wallis test was used to evaluate variables with a non-Gaussian distribution. For evenly 

distributed outcomes, values were described as mean and with standard error, otherwise outcomes, 

were expressed as median and interquartile ranges (with presentation of 1st and 3rd quartile). Linear 

multiple regressions were used to estimate the relationship between redox markers or Nrf2 activity and 

clinical or anthropometric parameters. Graphics were made using GraphPad Prism software v. 6.0 

(GraphPad Prism Inc., San Diego, CA, USA). A p < 0.05 was considered significant. 

5. Conclusions 

Nrf2 was diminished during prediabetic and diabetic states and oxidative stress was elevated in 

diabetes. Thus, these data suggest that Nrf2 decrease could precede the onset of oxidative stress during 

diabetes and could be a target for treatment of diabetes and its complications by improving redox status. 
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