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RESUMEN

Antecedentes: La diabetes mellitus es una de las primeras causas de muerte
en México. El estrés oxidante juega un papel importante en el desarrollo de la
resistencia a la insulina y de la diabetes. Como una de las derivaciones del estrés
oxidante, se encuentra aumenta la lipoperoxidacion asociada con la diabetes mellitus
tipo 2, por lo que el sistema antioxidante resulta esencial. La enzima aldehido
deshidrogenasa, participa en la detoxificacion de los aldehidos formados durante esta

lipoperoxidacion.

Sin embargo, la informacion de la actividad del aldehido deshidrogenasa y otras
variables de estrés oxidante durante la prediabetes y la diabetes con tratamiento
hipoglucemiante es escasa. Estudios clinicos con respecto al aldehido deshidrogenasa
se han enfocado en el estudio de la asociacion de los polimorfismos en la diabetes y el
metabolismo del alcohol, que sugieren la asociacién del aldehido deshidrogenasa con
la diabetes. Por lo que seria atil conocer la asociacion de la actividad antioxidante
ademas de otras variables de estrés oxidante en la diabetes mellitus tipo 2 con el
tratamiento hipoglucemiante y con el control glucémico para determinar su utilidad

como prondstico en el desarrollo y establecimiento de la enfermedad.

Hipotesis: La actividad de la enzima ALDH presente en eritrocitos humanos
sera mayor y presentara una asociacion en pacientes con DM2 y tratamiento

farmacoldgico hipoglucemiante.

Objetivo: Evaluacion de la actividad de la ALDH y el estatus de estrés oxidante
(marcadores de EO y actividades de enzimas antioxidantes) en pacientes con
resistencia a la insulina y pacientes con DM2 y tratamiento hipoglucemiante.

Metodologia: Este fue un estudio transversal. La poblacion consistié en 507
sujetos mexicanos, 177 sujetos normo glucémicos, 60 sujetos normo glucémicos con
resistencia a la insulina, 104 pacientes con glucosa alterada en ayunas y 166

pacientes con diagnostico de diabetes mellitus tipo 2.
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El grupo de diabetes mellitus tipo 2 se re-clasifico con base al tratamiento
hipoglucemiante. Finalmente tanto los grupos de diabéticos con y sin tratamiento se
clasificaron en controlados y no controlados de acuerdo a la hemoglobina glucosilada.

Se evaluaron los paradmetros clinicos, actividades enziméaticas antioxidantes de
la aldehido deshidrogenasa, superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y se
determinaron especies reactivas de oxigeno y sustancias reactivas al acido

tiobarbiturico).

Resultados: Las actividades de enzimas antioxidantes y marcadores de estrés
oxidante fueron mayores en pacientes con diabetes tipo 2 con tratamiento
hipoglucémico. Asimismo, desde la presencia de resistencia a la insulina se encontr
un desbalance presentando tanto mayor actividad de glutation peroxidasa y de
concentraciones de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico. EI aumento de las
actividades de las enzimas aldehido deshidrogenasa y superdxido dismutasa se
asociaron a la diabetes mellitus tipo 2 con tratamiento siendo un efecto compensatorio

contra los productos de lipoperoxidacion y las especies ractivas de oxigeno.

Se sugiere que este nuevo estado antioxidante permita a los pacientes
disminuir la predisposicion de la enfermedad y no desarrollar las complicaciones

clasicas de la diabetes mellitus tipo 2.

Conclusion: En este estudio se determinaron mayores actividades de ALDH y SOD
asociadas al tratamiento farmacoldgico hipoglucemiante. La DM2 con tratamiento
farmocolégico hipoglucemiante y control glucémico presento un mayores actividades
antioxidantes (ALDH, SOD, GPx y CAT) lo cual puede ayudar a prevenir el desarrollo

de complicaciones.
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l. INTRODUCCION

La Federacion Internacional de la Diabetes (FID) estimé en el 2015 que
aproximadamente 451 millones de personas en el mundo padecen diabetes [1]. Cerca
del 80% vive en paises de ingresos medios y bajos. Si siguen estas tendencias, para
el afio 2035 habra unos 592 millones de personas, o un adulto de cada 10, tendra
diabetes. Esto equivale a aproximadamente tres casos nuevos cada 10 segundos, es
decir, casi 10 millones por afio [2]. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012
(ENSANUT), identific6 que alrededor del 9.2% de la poblacion mexicana sufre de
diabetes [3].

Durante el EO presente desde la RI existe un incremento de las especies
reactivas de oxigeno (ERO) involucrados en la RI [6, 7,8] y que en algunos estudios se
ha demostrado que el EO se asocia con disfuncion de las células beta (B) y posterior

desarrollo de resistencia a la insulina (RI) [4, 5, 6].

Asimismo, durante la hiperglucemia y la diabetes en conjunto con un aumento
de EO también existe mayor lipoperoxidacién (LPO) [8, 9]. Durante la LPO existen
productos finales oxidados como el MDA los cuales son tdéxicos sin embargo, la
enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) puede metabolizarlos. La ALDH es una de
las principales enzimas responsables del metabolismo o la desintoxicacion de
acetaldehido y otros aldehidos toxicos [9-12]. Sin embargo, poco se sabe de su papel
en humanos en etapas previas a la diabetes, como es en la glucosa alterada en

ayunas (GAA) y en el desarrollo de la enfermedad.

Durante la Rl y la DM2 se han estudiado variables involucradas en los estados
de EO que sirvan como predictores y/o marcadores circulantes de EO y LPO
permitiendo la apertura de una nueva via de estudio e intervencion de la enfermedad

en poblacion mexicana.
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[I. ANTECEDENTES

2.1 Diabetes mellitus

El término diabetes mellitus (DM) define alteraciones metabdlicas de multiples
etiologias caracterizadas por trastornos en el metabolismo de los hidratos de carbono
gue provocan hiperglucemia cronica y de los lipidos comoresultado de defectos en la

secrecion de insulina, en la accion de la misma o en ambas [13].

En la DM pueden presentarse sintomas caracteristicos, como poliuria,
polidipsia, polifagia y pérdida de peso. Frecuentemente, los sintomas no son graves o
no se aprecian por lo cual, la hiperglucemia puede provocar cambios funcionales y
patolégicos previos a la aparicion de alguna manifestacion clinica. Las complicaciones
cronicas de la DM incluyen el progresivo desarrollo de micro y macroangiopatias,
como la retinopatia, con potencial ceguera, la nefropatia, que puede llevar a falla renal,
neuropatia periférica con riesgo de Ulceras plantares, pie de Charcot con necrosis
distal que puede llevar a la amputacidén, infecciones cronicas, alteraciones
odontologicas, neuropatia autondmica, enfermedades cardiovasculares, como

cardiopatia isquémica, accidentes cerebrovasculares o arteriopatia periférica [13, 14].
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2.2 Epidemiologia

En el 2015, la FID estim6 que habia 415 millones de personas diagnosticadas
con diabetes en el mundo y que para el afio 2035, el nimero de personas diabéticas
se incrementara a 592 millones [1]

Segun la ENSANUT 2012 [2], emitida por el Instituto Nacional de Salud Publica
(INS), México se encuentra entre los primeros 10 paises con mayor numero de
diabéticos. La prevalencia nacional de diabetes en adultos fue de 7.0% (7.3% mujeres
y 6.5% hombres). A nivel nacional; el Distrito Federal, Nuevo Leon, Veracruz, el
Estado de México, Tamaulipas y Durango, presentan la prevalencia mas alta de
diabetes que va de 10.2 a 12.3 % [3].

En México, la DM representa un problema de salud publica considerando
costos elevados para el sector salud [15]. Las personas que padecen esta enfermedad
acuden con mayor frecuencia a las unidades de atencion médica y tienen una mayor
probabilidad de ingresar a los servicios de urgencias y, debido a las mudltiples
complicaciones, requieren hospitalizaciones més prolongadas en comparacion con los
individuos no diabéticos [15]. Los costos directos e indirectos de la diabetes en el
Sistema Nacional de Salud Mexicano anualmente alcanzan hasta los 7 mil 784
millones de dolares, de los cuales 3 mil 422 mil millones corresponden a costos
directos del sistema de salud y 4 mil 352 millones a gastos indirectos atribuibles a

discapacidad permanente, temporal y a mortalidad prematura [15].
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2.3 Tipos clinicos de diabetes mellitus
1) Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

Conocida como diabetes mellitus (DM) dependiente de insulina, de inicio en la
juventud, con tendencia a la cetosis o inestable, es la forma mas grave de la diabetes
mellitus primaria y la menos frecuente (1 a 2 % del total en México). Suele afectar a
individuos jovenes, aunque puede iniciarse a cualquier edad. Se caracteriza por la falta
de insulina enddégena y por una notable tendencia a la cetosis cuando la
administracion exdgena de insulina falta. En su forma caracteristica tiene inicio subito
y a menudo su primera manifestacion es la cetoacidosis. Por lo general afecta a

individuos que estan en su peso ideal [16].

La DM1, afecta mas a nifios y adolescentes, se acompafia de marcadores
serologicos de autoinmunidad y avanza con rapidez hacia la cetosis por la falta

absoluta de insulina [16].
2) Diabetes mellitus tipo 2 (DM2):

Conocida anteriormente diabetes mellitus no dependiente de insulina, diabetes
de adulto, de inicio en la madurez, resistente a la cetoacidosis o estable, es la forma
mas frecuente de diabetes mellitus primaria (98 a 99% del total en México). Suele
iniciarse a partir del cuarto decenio de la vida y su prevalencia aumenta con la edad.
Sus sintomas aparecen de manera gradual a diferencia de la DM1, y con frecuencia
tiene un curso asintomatico, en cuyo caso se descubre en forma incidental por un
examen de laboratorio de rutina. 80 a 85% de los pacientes con DM2 es obesa en el
momento del diagndstico (algunos pierden peso después) y una minoria esta en su

peso ideal [16].

Aungue la concentracion plasmatica de insulina puede parecer normal o aun
elevada en cifras absolutas (en comparacion con la de individuos no obesos con
tolerancia normal a la glucosa), en realidad es anormalmente baja para la
concentracion prevalente de glucosa o cuando se comparan sujetos diabéticos y no

diabéticos con el mismo grado de obesidad [17].

18



3) Diabetes gestacional (DG):

Se refiere a cualquier grado de hiperglucemia con el inicio en el embarazo. Se
caracterizan por valores que, pese a ser superiores a los normales, son inferiores a los
establecidos para diagnosticar una diabetes. Durante el embarazo se producen mas
hormonas placentarias que no permiten que el cuerpo use insulina de forma adecuada
ademas, de tener un aumento de peso y de un aumento de produccion de péptidos por

tejido adiposo que desencadenan en RI [16, 18].

Es importante identificar a los pacientes con este diagndstico, porque el
tratamiento oportuno, reduce la mortalidad tanto materna como fetal y las mujeres
afectadas tienen un elevado riesgo de presentar diabetes mellitus en los afios que
siguen al parto. Aunque se estima que la DG ocurre en alrededor de 2% de todos los
embarazos en paises industrializados, en México la situacion es diferente y la mayor
parte de los estudios de prevalencia de DG sefiala una frecuencia de 6 a 11% de
todos los embarazos [18].

4) Otros tipos especificos de diabetes son provocados por diversas causas

como defectos genéticos y del pancreas exocrino: debido a otras causas como:

e Entre los defectos genéticos de la funcion de las células beta pancreaticos
(MODY, por sus siglas en inglés). Incluyen los defectos monocitogenéticos que
afecta la capacidad funcional de la célula beta. Se caracterizan por tener un
patron hereditario autosomico dominante, por que la hiperglucemia por lo
general se inicia antes de los 25 afios de edad y c) por que el defecto radica en
la secrecion de la insulina 'y no en su accion [16, 18]

e Entre las enfermedades del pancreas exocrino cualquier proceso patoldgico que
afecte el pancreas en forma difusa puede causar diabetes, incluye
enfermedades como pancreatitis, traumatismo, infeccién, pancreatectomia,

hemocromatosis, fibrosis quistica y carcinoma pancreatico.
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2.4 Diagnéstico de la diabetes

Los criterios de diagnéstico de la diabetes, establecidos por OMS [13] y la Asociacién
Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) [18] son los mas utilizados
(Tabla 1). Ambas organizaciones incluyen como criterios de diagnostico los niveles de
glucosa plasmatica, ya sea en ayunas (de 8 a 12 horas de ayuno) o posterior a 2 horas
tras una carga oral de 75 g de glucosa. Sin embargo, la ADA propuso la inclusién de la
HbAlc como un tercer criterio de diagndstico [18, 20] y recomienda la medicién de la
glucosa al azar cuando los individuos presentan sintomas propios de la hiperglucemia

como mareos frecuentes, polidipsia, poliuria y polifagia [18].

Tabla 1. Criterios de diagnostico de diabetes establecidos por la OMS y la ADA.

Criterio OMS 2006 ADA 2010
Glucosa sérica en ayunas >125mg/dL6 =126 mg/dL 6
(Ayuno de 8 a 12 horas) 7 mmol/L 7 mmol/L
Glucosa séricade 2 h >199mg/dLé6 =200 mg/dL 6
Tras carga oral de 75 g de glucosa 11.0 mmol/L 11.1 mmol/L
HbAlc en ayunas No lo considera 26.5
(Ayuno de 8 a 12 horas)

Glucosa al azar No lo considera =200 mg/dL 6
en pacientes con poliuria, polidipsia o polifagia 11.1 mmol/L

Abreviaturas: OMS: Organizacion mundial de la Salud, ADA: Asociacion Americana de

Diabetes. Datos adaptados de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) [13, 18, 19].

La encuesta de Salud Nacional y Examen de Nutricion (ESNEN) [21], indica que
un punto de corte de HbAlc = 6.5% detecta un tercio mas de pacientes con diabetes

sin diagnosticar que una prueba de glucosa en ayuno = 126 mg/dl.
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Es importante tener en cuenta algunas variables como la edad, raza/etnia y la
presencia de anemia o de alguna hemoglobinopatia cuando se usa la HbAlc para
diagnosticar diabetes debido a que se ha encontrado que estos valores se ven
modificados. Los estudios epidemiolégicos muestran, hasta el momento, que la
HbA1C es solo util para adultos, sin embargo, sigue en discusion si debe seguir siendo

el mismo punto de corte tanto para adultos como adolescentes y nifios [18].

2.5 Prediabetes.

En 1979, el Grupo Nacional de Datos propuso el término tolerancia a la glucosa
alterada (TGA) para reemplazar a la denominacion mas antigua de diabetes quimica,
asintomatica o limitrofe acufiada en 1965. En este concepto anterior se incluia a
individuos con carga genética de DM aun sin alteraciones bioquimicas demostrables

del metabolismo de los carbohidratos [21].

En 1997, la ADA recomendo utilizar el término prediabetes cuando el valor de la
glucemia en ayuno oscilara entre 110 y 125 mg/dL (glucosa alterada en ayunas) o
entre 140 y 199 mg/dL (intolerancia a la glucosa (ITG) dos horas después después de
una carga oral de 75 g de glucosa anhidra. En el afio 2004, la ADA precisa el punto de
corte de la glucemia normal por debajo de 100 mg/dL y amplia los limites para el
diagnostico de GAA [18, 22].

Es posible definir la prediabetes o estado prediabético como una anomalia en la
cual las concentraciones de glucemia son mas elevadas que las referencias
consideradas normales hoy en dia, pero por debajo del punto de corte asignado para

la DM. Este trastorno incluye los términos de GAA, IGTo ambos (Tabla 2) [23].

21



Tabla 2. Criterios para diagndéstico de prediabetes (categoria de riesgo aumentado de

diabetes).

Criterio Categoria

100 a 125 mg/dL 6

Hiperglucemia en ayuno 5.6 a 6.9 mmol/L  Glucemia alterada en ayuno

Intolerancia a la glucosa 140 a 199 mg/dL
6 7.8 al1ll mmol/L

Tolerancia a la glucosa alterada

[21, 22]

En el afio 2003, la ADA reconocié un grupo de individuos cuyos valores de

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

diagnostico de la diabetes (Tabla 3) sin embargo, se encuentran en rangos mas

elevados como para ser considerados normales [18, 19].

Tabla 3. Criterios de diagndstico para la prediabetes.

Criterio Normal Prediabetes
Glucosa sérica en ayunas < . .
(Ayuno de 8 a 12 horas) <99mg/dL 6 100 a 125 mg/dL 6
5.5 mmol/L 5.6 a 6.9 mmol/L
Hemoglobina glucosilada en ayunas <56 % 5.6 2 6.4%

(Ayuno de 8 a 12 horas)

Glucosa séricade 2 h

tras carga oral de 75 g de glucosa =139 mg/dL o

7.7 mmol/L

140 a 199 mg/dL 6

7.8 a 11 mmol/L

Datos adaptados de la Asociaciébn Americana de Diabetes (ADA) [18, 19]
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Es importante identificar la prediabetes como entidad. Mdltiples estudios
demuestran que al identificar y modificar el estilo de vida, regular los factores de riesgo
gue integran el sindrome metabdlico y controlar de mejor forma la intolerancia a los
carbohidratos es posible retrasar y evitar la progresién hacia la diabetes hasta en un
58% de los casos [23].

2.6 Fisiopatologia de la diabetes

En la DM2, el pancreas es incapaz de mantener la produccion adecuada de
insulina ante una demanda que se incrementa por la disminucién de la actividad
biologica de la hormona, esta disminucion en la sensibilidad de los tejidos, también
llamada resistencia, afecta en diferentes grados el metabolismo de la glucosa y los
lipidos, sobre todo en los tejidos muscular, hepatico y adiposo. Aunque la disminucién
en la captacién y uso de la glucosa mediada por insulina en el masculo representa
sb6lo un aspecto de este fendbmeno, a menudo se utiliza como indicador de la

resistencia a la insulina [24].

La insulina es un péptido de 51 residuos de aminoacidos secretado por las
células B de los islotes de Langerhans del pancreas, ejerce acciones en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas, electrolitos ademas de promover la
division celular y el crecimiento [25]. Es una hormona anabdlica por excelencia,
permite disponer a las células del aporte necesario de glucosa para los procesos de

sintesis con gasto de energia.

Sin embargo, la retroalimentacion fisiologica dominante se da en la glucosa, por
lo que la secrecién de insulina esta acoplada a los niveles de glucosa por medio de
una relacién dosis respuesta que es necesaria para mantener la concentracion de

glucosa plasmatica dentro de un rango (~ 4.5 mmol/L) [26].
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La insulina ejerce acciones metabdlicas a través de sus Organos blancos
impidiendo la liberacién de glucosa por el higado y promoviendo la captura de glucosa
por el musculo y tejido adiposo (Figura 1). Asi como también, la insulina favorece el
metabolismo de glucosa, regula el transporte de iones y aminoacidos, regula el
metabolismo de lipidos, sintesis de glucogeno, transcripcion genética, sintesis y

degradacion de proteinas y acido desoxirribonucleico (ADN) [25].

HiGADO mUscuLo

+ GLUCONEOGENESIS
+ GLUCOGENESIS
¢ GLUCOGENOLISIS

A TRANSPORTE DE GLUCOSA
A GLUCOGENESIS
At SINTESIS DE PROTEINAS

\INSULINA/
SN

A TRANSPORTE DE GLUCOSA
CRECIMIENTO + SINTESIS DE PROTEINA
CEL- A LIPOGENESIS
J' LIPOLISIS
PANCREAS ADIPOCITO

Figura 1. Funciones metabdlicas de la insulina.

La liberacion de insulina se desencadena por el pancreas en respuesta a un
aumento en el nivel de glucosa en sangre, por ejemplo después de una comida rica en
energia. Posterior a su liberacidon la insulina actia incrementando el namero de
transportadores (GLUT) en el cuerpo permitiendo que la glucosa entre a las células y

se utilice como fuente de energia [27].
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Entre otras sustancias que pueden estimular la liberacion de insulina tenemos a
los aminoacidos de las proteinas ingeridas, la acetilcolina liberada de las
terminaciones del nervio vago (sistema nervioso parasimpatico), la colestocinina
(secretada por células enteroendocrinas de la mucosa intestinal) y el péptido

insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) [27].
El mecanismo de liberacion de insulina dependiente de glucosa en las células {3 del
pancreas se muestra en la Figura 2 [27,28].
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Figura 2. Mecanismo de liberacién de insulina dependiente de glucosa en las
células 3 del pancreas (adaptado de Vinay y col, 2005 [29]).
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Donde:

1. La glucosa entra en las células B a través del transportador de glucosa
GLUT2.
2. La glucosa es metabolizada mediante la glucolisis, el ciclo de acidos

tricarboxilicos donde se producen, por oxidacion, varias moléculas de ATP

(adenosina trifosfato).

3. Los canales de potasio (K*) dependientes de ATP vy, por tanto, de los

niveles de glucosa en sangre, se cierran despolarizando la membrana.

4. Con la despolarizacién de la membrana, los canales de calcio (Ca?")

dependientes de voltaje se abren y el calcio entra la célula.

5. Un aumento en el nivel de Ca®" intracelular produce la activacion de
fosfolipasa C, que desdobla los fosfolipidos de membrana fosfatidil inositol 4,5-

bifosfato en inositol 1,4,5-trifosfato y diacilglicerol.

6. El inositol 1, 4,5-trifosfato (IP3) se une a los receptores proteicos sobre la
membrana del reticulo endoplasmico (RE). Esto permite la liberacion de Ca** del
RE a través de los canales IP3 aumentando més aun la concentracion intracelular

de calcio.

7. Estas cantidades significativamente mayores de Ca®* dentro de la célula
funcionan como mensajeros para la liberacion de la insulina previamente

sintetizada y almacenada en las vesiculas secretoras.

Las acciones de la insulina son mediadas por cascadas de sefalizacion
intracelular (Figura 3), en las cuales la fosforilacion inicial del receptor en residuos
de tirosina (Tyr) lleva una serie de eventos de fosforilacion/desfosforilacion de

cinasas de Tyr y serina/treonina (Ser/Thr).
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Estas cinasas son las responsables de transmitir la sefial de la insulina para la
regulacion de eventos metabdlicos dentro de la célula. La activacion de estas
cinasas, estimulan que el transportador de glucosa (GLUT) se transloque a la

membrana [28].
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Figura 3. Via de sefalizacion de la insulina en una célula del musculo esquelético.
IRS-1: Receptor de insulina, P13 Kinasa (fosfoinocitol 3-kinasa o PI3K), GLUT-4: Transportador

de glucosa.

Diferentes acontecimientos estan involucrados en la culminacién de la DM2,
entre ellos tenemos a la RI la cual precede por afios a la intolerancia a la glucosa y al
inicio de la diabetes, como. También la sensibilidad a la insulina. En ambos casos la
resistencia es independiente del grado de obesidad. Estos argumentos llevaron a
proponer que el fenébmeno primario en la presentacién de la DM2 es la Rl y que el
defecto pancreatico no es sino la consecuencia del agotamiento de las células beta.
Sin embargo, también se demostraron defectos muy tempranos en la secrecion de
insulina tanto en etapas preclinicas de la diabetes como en familiares de primer grado

de pacientes con DM2.
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Ademas, muchos individuos con RI igual o mayor que la que se observa en la
diabetes son capaces de mantener una secrecién elevada de insulina durante
periodos prolongados y conservar normal la tolerancia la glucosa, por lo que el grado y
la duracion de la resistencia a la insulina que se requieren para la presentacion de
diabetes quiza dependan de la capacidad innata de las células beta de adaptarse a la

situacion.

La respuesta secretoria disminuye en términos absolutos y la glucemia en
ayunas se eleva una vez que se pierde 75% de la capacidad funcional de las células

beta del pancreas [24].

En cualquier caso es claro que ambos defectos, tanto de secreciéon como la

accion de insulina, son necesarios para el desarrollo de la DM2 [30].

La susceptibilidad de padecer DM2 tiene un claro componente hereditario
siendo de una enfermedad multifactorial y poligénica. La enfermedad ocurre con
mayor frecuencia en los familiares de un individuo afectado que en la poblacion en
general [24- 31].

Los principales factores adquiridos que contribuyen a la presentacion de DM2
son aquellos que se relacionan con aumento de la RI, los identificados son obesidad,
inactividad fisica, embarazo y edad. La inmensa mayoria de los pacientes con esta
forma de diabetes es obesa en los afios que anteceden al inicio de la enfermedad y
aun quienes se encuentran dentro de su peso ideal con frecuencia tienen exceso de

tejido adiposo en la regién abdominal [32].

La RI es una alteracion genética o adquirida de la respuesta tisular a la accién
de la insulina teniendo que las alteraciones mas importantes son: a) disminucién de la
accion antilipolitica, b) reducciéon en la capacidad de suprimir la gluconeogénesis y la
produccion hepatica de glucosa y c¢) descenso en la captacion y utilizacion de glucosa
por el tejido muscular [32].
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De Fronzo [33], menciona hasta ocho mecanismos implicados en la
fisiopatologia de la DM2, por la participacion no solo del musculo, higado y células B
del pancreas, sino también las células del tejido adiposo, el tracto gastrointestinal, las
células a del pancreas, el rifion y el cerebro. Estos mecanismos juegan un papel
importante en el desarrollo de la intolerancia a la glucosa en individuos con DM2
(Figura 4).
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HIGADO CEREBRO MUSCULO
() =
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Incremento de produccion Disfuncidn a nivel de neurotransmisores

hepatica de glucosa de glucosa

Figura 4. Mecanismos implicados en la fisiopatologia de la DM2 (adaptado de
DeFronzo, 2009) [33].
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Se ha determinado que durante la DM2 existe un incremento en la produccion
de glucagon, no era de esperarse que se reconociera a las células a del pancreas en
la patogenia de la enfermedad [34]. Asi mismo, se ha reconocido que el tejido adiposo,
el cual es resistente al efecto de la insulina, puede conducir a la elevacion de la
concentracion de acidos grasos libres en plasma. Si este estado persiste, se estimula
la gluconeogénesis induciendo la resistencia a la insulina en higado y musculo, lo que

puede disminuir o alterar a largo plazo la secrecion a insulina [35].

Por otro lado, las incretinas juegan un papel importante en la secrecion de
insulina y por tanto, en la disminucién de la produccién de glucagon. Dos de las
incretinas secretadas en el intestino durante periodos de alimentacion son el péptido 1
similar al glucagon (GLP-1) y el péptido inhibidor gastrico (GIP). En la DM2 se ha visto
una produccién deficiente de GLP-1 y un aumento de la estimulacién de insulina por el
GIP [36].

Se ha observado una respuesta adaptativa del riidn de conservar la glucosa
necesaria al fin de satisfacer las demandas del cuerpo, por lo que esta se reabsorbe.
Ademas, el cerebro y otros tejidos neuronales, principalmente, demandan mas del
50% de glucosa [37, 38]. Aunado a esto, se ha documentado que durante la diabetes
existe un déficit de produccién y/o acciébn de neurotransmisores, principalmente los

involucrados en el control del apetito y la saciedad [36].

Asimismo, también influyen tanto factores genéticos como ambientales en el
desarrollo de la enfermedad. Se ha visto que la asociacidon genética es mayor en la
DM2 que en la DM1 [39]. La DM2 afecta tanto a poblacién caucasica [40], pero es
mucho mas alta en algunos grupos étnicos como los indios Pima [41], arabes e hidus
[42]. El efecto del medio ambiente puede ser una posible razén de la mayor tasa de
concordancia para la DM2 que para la DM1 [39].Sin embargo, no todos estos factores
se manifiestan en todos los pacientes por ello es importante la evaluacién de
diferentes marcadores involucrados que evidencien su presencia en el individuo, para

la implementacién de un mejor tratamiento.
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2.7 Resistencia a la Insulina

La resistencia a la insulina (RI), es un estado patologico en el que las células
del cuerpo tienen sensibilidad anormalmente baja a la insulina. Los individuos con RI
estan predispuestos al desarrollo de DM2, ademas de asociarseles frecuentemente un
numero importante de desordenes de salud entre los que se encuentran la obesidad,

la hipertension, infeccion cronica y enfermedades de tipo cardiovascular [28].

De manera general, la Rl se caracteriza por una disminucion en la captacion de
glucosa en adipocitos y musculo esquelético ademas, de un aumento de la produccion
de glucosa hepatica y alteraciones en el metabolismo de lipidos en tejidos adiposo y
hepatico. A nivel molecular, los mecanismos por los cuales se genera Rl pueden ser
multiples y variar de un individuo a otro. Por lo tanto la RI, es la consecuencia de una
deficiente sefalizacion de insulina causada por mutaciones o modificaciones
postraduccionales del receptor de insulina (IR) o de moléculas efectoras del mismo
[43]. La RI puede deberse a un defecto en la union de la insulina a su receptor (IR),
pero frecuentemente se atribuye a las alteraciones posteriores a la union de la insulina
durante la transduccion de sefiales, alterando la funcionalidad de su receptor hasta la

actividad de proteinas localizadas [46-47].

Entre las alteraciones mas comunes se encuentran la disminucion del nimero
de receptores y de su actividad cinasa; un aumento en el estado de fosforilacién en
residuos de Ser/Thr de proteinas clave como el receptor y su sustrato; la disminucion
de la actividad de las cinasas PI3K y Akt, y defectos en la expresion y funcién del
transportador GLUT- 4 [44]. De estas alteraciones el aumento en la fosforilacion y la
disminucién de la N-acetilglucosaminilacién de los residuos de Ser/Thr a nivel del IR,
ha sido considerado como uno de los mecanismos clave en el desarrollo de la RI [45-
47].

Un aumento en el estado de fosoforilacion de ambas proteinas puede alterar su
asociacion a otras proteinas, bloquear sitios de fosforilacion Tyr, disminuir su

activacion e inducir su degradacion [45-47].
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Varios agentes y condiciones metabdlicas han sido implicados como inductores
de la RI. Los mas comunes son los acidos grasos libres; el factor de necrosis tumoral-
a (TNF-a) y otras citocinas. De esta forma, parece que la Rl es consecuencia de la
accion de una multitud de diferentes inductores. Por ejemplo, el incremento en la
concentracion plasmatica de acidos grasos libres se encuentra asociado con muchos
estados de resistencia a la insulina incluyendo obesidad y DM2. En humanos el
contenido y composicion de triglicéridos y fosfolipidos en el musculo correlaciona

directamente con la presencia de RI [43, 48].

La RI es el defecto metabdlico mas comudn de las alteraciones que se agrupan en
el sindrome metabdlico, como la obesidad, la intolerancia a la glucosa, la hipertension
arterial, la dislipidemia y DM2 [43], es de gran importancia contar con herramientas
para cuantificar la sensibilidad a la insulina en humanos que puedan ser usadas para
investigar apropiadamente la epidemiologia, los mecanismos fisiopatologicos, el

beneficio de las intervenciones terapéuticas y el curso clinico de pacientes con RI.

El método ideal para medir sensibilidad a la insulina deberia ser fisiologico,
seguro, sencillo, reproducible, no invasivo, barato, cuantitativo, identificando pequefias
diferencias y distinguiendo entre sensibilidad hepatica y periférica.
Desafortunadamente los métodos existentes no retnen todos estos criterios , por lo
gue la eleccién del procedimiento para determinar sensibilidad a la insulina dependera

de las caracteristicas de la poblacion y de la informacién requerida [26].

El Modelo homeostatico (HOMA) se describié por primera vez en por Matthews et
al; 1985 [49] y ha sido ampliamente usado desde su descripcién siendo un método
sencillo, no invasivo y barato para determinar la sensibilidad a la insulina. Es usado
exclusivamente en estudios poblacionales y ensayos clinicos, donde la determinacion
de la sensibilidad a la insulina es de interés secundario o la factibilidad impide la
realizacion de mediciones directas. El uso de HOMA para hacer comparaciones entre
grupos étnicos es valida.
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La relacion entre la glucosa y la insulina en el estado basal refleja el equilibrio entre la
produccion de la glucosa hepatica y la secrecion de insulina, que se mantiene
mediante una retroalimentacion entre el higado y las células beta [50-52].

El HOMA-IR es un modelo matemético que utiliza concentraciones de glucosa e
insulina plasmatica en ayuno para estimar la sensibilidad a la insulina insulina y el
HOMA-( significa el % de funcion de la célula B [45, 49],. En la Tabla 4 se muestran

las formulas de evaluacion.

Tabla 4. Criterios de calculo del HOMA-IR y HOMA-(.

HOMA-IR = Glucosa x Insulina HOMA-IR = Glucosa x Insulina
22.5 405
Glucosa: mmol/L Glucosa: mg/dL
Insulina: puU/mL Insulina: puU/mL
HOMA- B %= 20 x Insulina HOMA-B % = 360 x Insulina
Glucosa -3.5 Glucosa - 63
Glucosa: mmol/L Glucosa: mg/dL
Insulina: puU/mL Insulina: puU/mL

Los modelos HOMA han demostrado ser una herramienta clinica vy
epidemiologica en las descripciones de la fisiopatologia de la diabetes. Se ha utilizado
ampliamente y se ha convertido en un método fisiolégico clinico. El analisis HOMA
permite la evaluacién de inherente de la funcion de la célula B y la sensibilidad a la
insulina [50, 53, 54].

33



2.8 Estrés oxidante en la diabetes

La DM es un grupo de trastornos metabdlicos caracterizado por niveles
elevados de glucosa en la sangre (hiperglucemia). Debido a esta hiperglucemia,
existen otros factores que desempefian un papel importante en la patogénesis de la
diabetes como la hiperlipidemia y el EO involucrados en las complicaciones de la
enfermedad [56-58]. La formacion de radicales libres (RL) por glicacion de proteinas,
la oxidacién de glucosa y el aumento de LPO dafia a las enzimas antioxidantes, a la

maquinaria celular e incrementa la RI [56].

En la DM, el principal origen de EO es la mitocondria. Durante el metabolismo
oxidante en la mitocondria, se producen diferentes ERO [59]. Por un lado, las ERO se
producen para ejercer una funcion fisiologica en respuesta a la insulina y por otro lado,
las ERO también tienen una regulacion negativa sobre la sefializacion de insulina

desarrollando RI, siendo un factor de riesgo para DM2 [56].

El EO es causado por un desequilibrio entre la produccion de ERO y/o radicales
libres y la capacidad de un sistema biolégico de detoxificar rdpidamente los reactivos
intermedios o reparar el dafio resultante. Entre las especies reactivas se encuentran
las de oxigeno y/o nitrégeno incompletamente reducido por lo que son mas reactivas
gue sus formas moleculares. Los RL, en cambio, pueden ser definidos como
moléculas o fragmentos moleculares que contienen uno o mMAas electrones no
apareados en sus Orbitas moleculares, por lo que incrementa considerablemente su

grado de reactividad [60].

Se ha demostrado el papel toxico del oxigeno, el cual se debe a la formaciéon de
las ERO. La toxicidad del oxigeno, radica en que a partir de este se generan especies
mucho mas reactivas en la cadena de transporte mitocondrial donde ocurre la
transferencia de electrones conocida como reduccion univalente del oxigeno
(Reaccion 1). Las principales ERO son el anién superdxido (0,*7), radical hidroxilo
(OH®), el peréxido de hidrogeno (H.0,) y el singulete de oxigeno (;0%) [60-63].
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Reaccién 1. Reduccion univalente del oxigeno. Mecanismo molecular de cuatro pasos de
transferencia de un electrén, con formacion de radical anién superéxido (O,*), radical hidroxilo
(OH?®), peroxido de hidrogeno (H,O,) como los intermediarios de la reduccién parcial del

oxigeno y con formacién de agua como producto final de la reduccién.

Las especies reactivas en las concentraciones adecuadas son esenciales para
diversos procesos biolégicos, como la regulacion transcripcional dependiente del
estado redox, transporte de iones y fosforilacién de proteinas [62]. La mitocondria es la
principal fuente de ERO, en donde el anién superéxido (O,*), y el perdxido de
hidrogeno H,O, se producen en células aerdbicas durante la respiracion mitocondrial
[63]. Bajo condiciones de EO, las especies reactivas que no se reducen 0 se
remueven del entorno celular, pueden causar dafio a macromoléculas como a los

acidos nucleicos, lipidos y proteinas, provocando dafio oxidante [60-63].

Las ERO, se forman durante procesos biolégicos normales por las células como
subproductos de las cadenas de electrones o son producidos especificamente para
cumplir funciones, entre las que se encuentran oxidacion de xenobiéticos. El
desequilibrio de mayor generacion de ERO puede deberse a una disfuncién de la
mitocondria por fuentes exdgenas, envejecimiento y/o enfermedades relacionadas de
la edad [60-63] (Figura 5).
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Figura 5. Fuentes de estrés oxidante. Principales especies reactivas de oxigeno (02°~
, HO2, OH®) y enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa (SOD), y catalasa (CAT)
[60].

Estas ERO pueden causar un dafio celular por LPO, inactivacion de enzimas
con grupos sulfhidrilo, entrecruzamiento, oxidacion de proteinas y alteracion del &cido
desoxirribonucléico (ADN), produciendo una alteracion en la funcién celular o incluso
la muerte. Asimismo, se ha demostrado que no sélo las ERO son responsables de la
RI; si no que también los productos secundarios de la LPO estan involucrados,
proceso en el cual se derivan aldehidos reactivos toxicos, tales como el
malondialdehido (MDA), acetaldehido, y 4-hidroxi-2-nonenal (4HNE) (Figura 6, 7). Los
aldehidos toxicos pueden formar aductos con proteinas, conduciendo a dafo celular y

disfuncion de érganos [60-63] .
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Las ERO continuamente se estan produciendo en estados de hiperglucemiay la
incapacidad de manejar estas ERO permite un aumento de EO y dafo celular. Las
ERO contribuyen a la resistencia a la insulina, debido a que interfiere con las vias de
sefalizacion inducida por esta hormona y evitan la traslocacion del transportador de
glucosa GLUT 4 a la membrana plasmatica.Como se mencioné anteriormente, este
EO esta acoplado a la degradacién oxidativa de las membranas lipidicas, también
conocida como LPO. Este proceso genera mas de 200 tipos de aldehidos, muchos de
los cuales son reactivos y toxicos. Las ALDHs metabolizan aldehidos tanto endégenos
como exdégenos mitigando el EO generado por la hiperglucemia y LPO actuando como
atrapador de durante la LPO (Figura 8) [64-65]. En condiciones de hiperglucemia las
ERO se generan principalmente durante la autooxidacion de la glucosa y en diferentes
reacciones oxidativas que acompafian a la glicacion de proteinas, lipidos y acidos

nucleicos.
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Figura 8. Participacion de la aldehido deshidrogenasa (ALDH) en estados de

hiperglucemia.

Actualmente se reconoce que el EO esta involucrado en la Rl y de manera
importante en la patogénesis de la DM2.
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2.9 Mecanismos generales de EO en el desarrollo de la diabetes

Los mecanismos propuestos por los cuales las especies reactivas contribuyen
al desarrollo de DM2, dependen en gran manera de las células en donde se produzca
el dafio y la maquinaria endégena antioxidante. Se pueden enlistar tres mecanismos
generales por los cuales las ERO contribuyen al desarrollo de la diabetes: la disfuncion
mitocondrial, el incremento de anion superoxido y la disminucion de la defensa

antioxidante.
a) Disfuncidén mitocondrial

La principal funcion fisioldgica de la mitocondria es la generacion de adenosina
trifosfato (ATP) por medio de la fosforilacion oxidativa. Algunas funciones adicionales
incluyen la generacion y desintoxicacion de ERO, la participacién en algunas formas
de apoptosis, la regulacion del calcio citoplasmico y de la matriz mitocondrial, la
sintesis y el catabolismo de los metabolitos. Alguna anormalidad en cualquiera de

estos procesos puede ser denominado disfuncion mitocondrial [66].

En la cadena transportadora de electrones, se ha observado un incremento de
produccion de anién superdxido [67]. Los radicales superdxido se reducen a perdxido
de hidrogeno (H,O,) en la mitocondria por la accién de la enzima superdxido
dismutasa mitocondrial. Posteriormente, el H,O; es reducido a agua por la accion de

las enzimas catalasa y glutation peroxidasa.

En las células B, los niveles de glutation peroxidasa y catalasa son muy bajos
comparados con los niveles en higado (99% mas bajos) [68]. Cuando la produccion de
H,O, es mayor que la capacidad de reducirlo, se acumula y se produce el radical
hidroxilo (OH’), via reaccion de Fenton [69]. Si no se eliminan rapidamente las
especies pueden producir hipertrofia de la mitocondria, ademas de promover
fragmentacion de ADN, la nitracion de proteinas, la peroxidacion de los fosfolipidos de

membrana y promover la apoptosis [70].
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Se ha documentado que la produccion de H,O, en mitocondrias de musculo
esquelético, promueve la RI. En tejidos de animales con RI, inducida por una dieta alta
en grasas, y en biopsias de sujetos con obesidad maérbida, el desarrollo de RI se
asocié con un incremento en el potencial de emision de H,O, asi como una menor
capacidad de reduccion comparado con los grupos controles, sensibles a la insulina
[71].

b) Produccion de superéxido por NADPH oxidasas

Las oxidasas dependientes de NADPH (Nox), son una familia de enzimas que
catalizan la transferencia de electrones desde la nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato reducida (NADPH), hasta el oxigeno molecular para generar el radical

superoxido en el medio extracelular.

Estas enzimas contribuyen a numerosos procesos biolégicos y patolégicos que
incluyen la audicion y el equilibrio, la regulacion de la presion arterial, la inflamacion, el
crecimiento vascular y algunas isoformas se expresan en las células 3 pancreaticas. A
pesar de que las funciones especificas de cada isoforma aln no se han dilucidado, su
actividad se ha asociado a la secrecidon de insulina [72, 73] y la generacién de

especies reactivas modula la secrecidn de insulina estimulada por glucosa [74, 75].
c) Disminucién de los mecanismos antioxidantes

Ante un estado de EO, se activa el sistema de defensa antioxidante. Definiendo
antioxidante como cualquier sustancia que retarde, prevenga o remueva el dafio
oxidante a una molécula blanco [42], siendo capaces de transformar estas ERO a
peréxido de hidrégeno (H;0;), impidiendo su formacibn o que puedan ser

metabolizadas a especies menos reactivas.

El sistema antioxidante consta de antioxidantes enzimaticos y antioxidantes no
enzimaticos. El primero de éstos lo constituye un complejo de enzimas especializadas

denominadas enzimas antioxidantes (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismos de defensa antioxidante SOD, GPx, CAT.

La superoxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1), cataliza la dismutacion de

superéxido en oxigeno y H,0O,. Considerada la primera enzima de defensa

antioxidante debido a que previene la formacion del radical hidroxilo (Reaccién 2). El

radical hidroxilo (OH®) se forma por la reacciéon de Fenton 1984 [69] (Reaccién 3),

cuando el H,O, se reduce con metales de transicion como el hierro o el cobre

aceptando un electron no apareado.

Este radical es considerado como el oxidante mas potente en los sistemas

biolégicos debido a que reacciona de manera mas rapida con casi todas las moléculas

bioldgicas.
SOD

0, +0, + 2H* —> H,0,+0,

Fe?* +H,0, — Fe* +OH + OH’

(Reaccion 2)

(Reaccion 3)
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Con la dismutacién del superéxido se obtiene otra especie reactiva de oxigeno,
el H,O,; el cual es metabolizado por la catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) (Reaccion 4) y
glutatién peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.9) (Figura 9) a agua y oxigeno [76,77].

CAT
H,0, + H,0, —_—> 2 H,O + O, (ReaCCién 4)

La Glutatibn peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion del H,O, y de
hidroperoxidos en presencia de glutation reducido [77]. Mientras que la glutation

reductasa (GR) mantiene el nivel de GSH en la célula (Figura 10).

GPx

2GSH| | GSSG|

GSH reductas

|2 NADP*| | 2 NADPH + HY

Figura 10. Accion de la enzima glutation peroxidasa.

Otras enzimas como la hemo oxigenasa (HO), la tiorredoxina reductasa (Trx-R),
la tiorredoxina peroxidasa (Trx-P) [60] y la aldehido deshidrogenasa (ALDH) [76],
también son denominadas enzimas antioxidantes, debido a que su accién disminuye

sustratos que causan estrés oxidante.

Por otro lado, los antioxidantes no enzimaticos poseen la capacidad de
interaccionar de manera directa con las ERO y/o radicales libres. Corresponden a un
conjunto de compuestos capaces de donar electrones, reaccionando directamente con
radicales o pro oxidantes. Estos compuestos pueden proteger contra el estrés oxidante
previniendo el dafio celular. Entre los antioxidantes endégenos tenemos al glutation,
alfa-ceto-acidos, bilirrubina, grupos sulfhidrilos, acido lipoico, CoQ 10, tiorredoxina,

melatonina, acido Urico y melanina entre otros. También existen compuestos que son
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tomados de la dieta y que tienen propiedades antioxidantes como la vitamina C,

vitamina A, vitamina E, carotenoides y fenoles de las plantas [60-62].

En la DM2 se han observado disminuciones concomitantes del cofactor NADPH
y del antioxidante endégeno glutation (GSH), lo que conlleva a un desbalance del
estado redox y disminucion de enzimas antioxidantes [78, 79]. También se ha
observado un incremento en la LPO de membranas cuya produccion es directamente
proporcional a la concentraciéon de glucosa en sangre y hemoglobina glucosilada [80],
la insulina tiene un efecto antioxidante para proteger células y 6rganos en contra del
dafio causado por EO. Previene de la muerte por necrosis y apoptosis causadas por
especies reactivas en varios tipos celulares como hepatocitos, células 3, células
neuronales y endoteliales [81].

2.10 Estrés oxidante y el desarrollo de complicaciones en la diabetes

La diabetes es un trastorno metabdlico donde se presentan complicaciones. Las
complicaciones pueden ser macrovasculares (enfermedad coronaria, y enfermedad
vascular periférica), microvasculares (neuropatia, retinopatia y nefropatia) o ambas
tanto micro como macro vasculares (pie diabético). La mortalidad y morbilidad de la
diabetes se encuentran mas asociadas con la degeneracibn macrovascular en
comparacion con los riesgos de las complicaciones microvasculares en personas
adultas [82].

En general, las complicaciones de la DM pueden ser clasificados en complicaciones
metabdlicas agudas que incluyen hipoglucemia, cetoacidosis y coma hiperosmolar no
cetonico y complicaciones sistémicas crénicas que incluyen nefropatia diabética,

microangiopatia, retinopatia y ateroesclerosis.
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El EO puede originarse de diferentes fuentes y se ha documentado que las
ERO se producen en mayores cantidades en los islotes de pacientes con DM2 [83].
Aunado a esto, la obesidad, la hipertensién, las dislipidemias y la hiperglucemia se
asocian con el incremento de ERO que incrementan el riesgo de padecer

complicaciones micro y macro vasculares [84].

Las fluctuaciones en las concentraciones de glucosa son la principal causa de
disfunciéon endotelial en diferentes 6rganos incluidos los eritrocitos, debido a que
inducen mayor produccion de radical superéxido y H,O,, provocando disminucion del
sistema antioxidante y dafio molecular [88]. Los mecanismos por los cuales la
produccion aumentada de especies reactivas puede causar dafio se resumen en los

siguientes puntos [86-88].

a) Activacion de la via de los polioles: Bajo una serie de reacciones se obtiene
fructosa a partir de glucosa, por medio de la enzima aldosa reductasa. Esta via
consume NADPH, el cual queda menos disponible para el metabolismo de
glutatién [87-88].

b) La formaciéon incrementada de productos finales de glucosilacion avanzada, a
partir de la reaccién no enzimatica de la glucosa con proteinas. El receptor de
las proteinas glucosiladas induce la produccion de superéxido via activacion
NADPH oxidasas y a su vez pueden activar factores de inflamacion causando

cambios morfoldgicos a nivel celular [87-88].

c) Activacion de la proteina cinasa C (PKC): Algunas isoformas de PKC pueden
activar la produccion de 6xido nitrico en células del musculo liso en induce la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular, aumentando o

disminuyendo la permeabilidad vascular.

d) Activacion de la via de hexosaminas: La Rl y la hiperglucemia inducen a la
produccién de anion superéxido el cual provoca la oxidacion de acidos grasos,

incrementando el flujo de fructosa-6-fosfato a la via de hexosaminas [87-88].
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Estas vias tienen en comun que el EO 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 un blanco para prevenir el desarrollo de resistencia a la
insulina, la disfuncion de las células B y las complicaciones micro y
macrovasculares de la diabetes, al incrementar la expresidon de toda una

maquinaria de enzimas antioxidantes en diferentes tipos celulares [87-88].

2.11 Aldehido deshidrogenasa

Las enzimas aldehido deshidrogenasas (EC 1.2.1.3), son una familia de
enzimas con un papel en la desintoxicacion de aldehidos, que se acumulan a través
del metabolismo y de los que estamos expuestos desde el medio ambiente. Los
niveles excesivos de aldehidos toxicos se disminuyen por la participacion de la ALDH.
La enzima ALDH mitocondrial, ha sido bien establecida por su papel permisivo en el
metabolismo de etanol y acetaldehido, Figura 10 [11-12].

Los aldehidos se forman normalmente del catabolismo, a partir de aminoacidos,
lipidos y nucledtidos. Como también, los aldehidos y sus precursores estan presentes
en los alimentos. El etanol es un precursor de acetaldehido, otros aldehidos se
encuentran en fermentados de frutas y vegetales. Aunado a esto, los aldehidos
también estdn presentes en nuestro medio ambiente en una variedad de aromas y
perfumes, en el humo del cigarrillo, en el escape de los automéviles, y en una variedad

de productos quimicos y contaminantes [89].

Asimismo, los aldehidos se generan a partir de una amplia variedad de
precursores enddgenos y exogenos durante numerosos procesos fisioldgicos
considerados enzimaticos como no enzimaticos. Se conoce que uno de los
generadores mas prominentes de aldehidos es a través de mecanismos no
enzimaticos y la autooxidacion de &acidos poliinsaturados, incluyendo el acido

araquidoénico y el acido linoleico [12-89].
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La superfamilia de ALDH en humanos, comprende 19 isoenzimas que poseen
funciones fisiolégicas y toxicologicas. Se ha observado en varios estudios que la
enzima ALDH protege en contra de la citotoxicidad inducida por un aldehido [11]
catalizando el NAD (P)* dependiente de la oxidacion irreversible de un amplio espectro
de aldehidos enddgenos y exdgenos. Muchas isoenzimas ALDH son importantes,
debido a que oxidan aldehidos reactivos derivados de la LPO y de ese modo ayudan a
mantener homeostasis en la célula [11, 90].

La estructura de la enzima ALDH es tetramérica y comprende
aproximadamente 500 residuos de aminoacidos dependiendo de la isoforma. Contiene
3 dominios [11], dos de ellos se enlazan al dinucleétido (NAD") y un dominio beta de
tres cadenas pequefas, el cual esta implicado en las interacciones de las subunidades
en esta enzima. Las proteinas ALDH se encuentran en diferentes regiones sub
celulares como citosol, mitocondrias, reticulo endoplasmatico y nucleo y presentan
diversas isoformas como la ALDH1 presente en diversos Organos, incluyendo

testiculos, cerebro, cristalino, retina, higado, rifidn, pulmon, y eritrocitos.

La ALDH2 se expresa constitutivamente en una variedad de tejidos como el
higado, rifidon, corazén, pulmon, cerebro. Es la principal enzima implicada en la

oxidacion del acetaldehido durante el metabolismo del etanol (Figura 9).

La ALDH3 presente constitutivamente en diversos tejidos, incluyendo en la
cérnea, estbmago, eséfago y pulmén. La disfuncién de estas enzimas puede contribuir
a una variedad de padecimientos, incluyendo enfermedades cardiovasculares,

neurodegenerativas, cerebrovasculares, cancer y diabetes.
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2.12 Aldehido deshidrogenasay diabetes

Leslie y Pike; 1978 [91-92] sugirieron, que la clorpropamida (farmaco
hipoglucemiante de la familia de las sulfonilureas), tomada antes como tratamiento
para el consumo de alcohol, provoco enrojecimiento en la cara de pacientes con DM
no insulino dependiente (DMNID) en una poblacion caucasica. Este efecto fue
especifico para clorpropamida, y en un estudio en el que los pacientes recibieron
primero un placebo en lugar de clorpropamida antes de su consumo de alcohol, no se
observo Los efectos de enrojecimiento por clorpropamida no se produjeron en los
diabéticos insulinodependientes. Aunque clorpropamida ya no se utiliza clinicamente,
en el 2001, se encontr6 que la clorpropamida inhibe la ALDH, lo que sugiere una
posible relacion entre la diabetes y la ALDH.

Otro estudio documentd, la correlacion entre el etanol y la diabetes concluyendo
gue los sujetos con un genotipo ALDH2 normales, el consumo de etanol mayor de 20
bebidas por semana podia aumentar la Rl [93]. También la ALDH2 fue mayor para
aquellos diabéticos que bebieron una moderada cantidad de etanol en comparacion
con los que no bebieron [94]. Estos estudios conducen determinar si la ALDH2,

independiente del consumo de alcohol, es un factor de riesgo para la diabetes [95- 96].

Los estudios en ratas, han demostrado que la actividad ALDH2 puede afectar a
la patologia diabética. Ademas, se ha observado en ratones transgénicos que la
sobreexpresion de ALDH2 es protectora contra la miocardiopatia diabética inducida
por estreptozotocina por lo que se sugiere una asociacion entre la diabetes y la
actividad de la enzima ALDH2 [97, 98].

Muchas enfermedades se asocian con aumento de aldehidos. De hecho, las
TBARS y la medicion de aldehidos en sangre, era una prueba clinica estandar para
determinar la inflamacion y otros factores de estrés en general, que se correlacionaba

con la gravedad de muchas enfermedades en humanos [97-101].

Igualmente se ha observado que durante la progresion de la DM2, la

hiperglucemia resultante promueve la generacion de ERO que contribuyen al
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desarrollo de las complicaciones diabéticas. Se ha sugerido que la generacion de ERO
induce LPO vy los productos resultantes son aldehidos reactivos como los 4-HNE que
contribuyen a la progresion y desarrollo de esta patologia donde participa la ALDH
detoxificando los aldehidos [10,101]. (Figura 11).

DIABETES

4 LPO
Dafio a Tejidos

Degradacion de membranas
Respuestas metabdlicas alteradas

f Estrés oxidante
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% Aldehido Deshidrogenasa

Glutatiéon S transferasa

Aldehidos
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Figura 11. Participacion de ALDH en diabetes.

Por dltimo, se observo que la actividad de la ALDH fue mayor en sangre de
pacientes con DM2 [102], indicando que esta enzima proporciona una importante

proteccion contra el EO y la detoxificacion de aldehidos.

Asi, estudios clinicos con respecto a la ALDH se han enfocado en el estudio de
la asociacion de los polimorfismos en la diabetes y el metabolismo del alcohol. Estos
estudios dejan claro la asociacion de ALDH con diabetes, sin embargo seria (util

conocer la asociacion de la actividad en la DM2 para determinar su utilidad [103-105].
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2.13 Tratamiento de la Diabetes mellitus Tipo 2

La dieta y un programa de ejercicio regular son los pilares fundamentales del
tratamiento de la DM2. Cuando no se logra un control metabdlico aceptable, ya sea
porgue el paciente no se adapta al cambio de estilo de vida, o bien porque, a pesar de
cumplir la dieta y realizar ejercicio de forma regular, no se alcanzan los objetivos

terapéuticos, debe iniciarse tratamiento farmacolégico [106].
Los objetivos de control glicemico se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Objetivos de control glucémico.

Criterio

HbAlc <7%

Glucemia basal y preprandial 70-130 mg/dl 6 3.8 - 7.2 mmol/L
Glucemia postprandial <180 mg/dl 6 10 mmol/L

[18]
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Para seleccionar un farmaco hipoglucemiante en una persona con DM2 deben

tenerse en cuenta las caracteristicas del medicamento, mecanismo de accion,

efectividad, potencia, efectos secundarios, contraindicaciones y costos [107].

La metformina es la Unica biguanida disponible y se debe considerar como el
farmaco de administracion oral de primera linea en todas las personas con DM2
y en particular en las que tienen sobrepeso clinicamente significativo (IMC= 27
m?).

Las sulfonilureas se pueden considerar como farmaco hipoglucemiante oral de
primera linea en personas con peso normal o que tengan contraindicacion a la
metformina.

Las meglitinidas se pueden considerar como alternativa a las sulfonilureas
cuando el riesgo de hipoglucemia puede empeorar comorbilidades, aunque el
costo es mayor.

Las tiazolidinedionas se pueden considerar como alternativa a la metformina en
personas con sobrepeso, aunque puede haber un incremento moderado del
mismo y el costo es mayor.

La acarbosa es el inhibidor de las alfa glucosidasas de mayor disponibilidad. Su
efectividad para reducir la hiperglucemia es inferior a la de los demas
hiperglucemiantes de administracién oral por lo cual solo se debe considerar
como monoterapia en pacientes con elevaciones leves de la glucemia,

especialmente postprandial.
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2.13. 2 Caracteristicas de los farmacos hipoglucemiantes

Metformina (biguanidas): su mayor efecto es a nivel hepatico inhibe la

gluconeogénesis, tiene un importante efecto sensibilizador de la insulina a nivel
periférico y las personas que la toman ganan menos peso que con los otros
antidiabéticos orales, los efectos secundarios es que produce intolerancia
gastrointestinal, especialmente si no se tiene cuidado en dosificarla
gradualmente, sin embargo, la intolerancia puede presentarse meses 0 afos
después, esta contraindicada en presencia de insuficiencia renal o hepatica y

en alcoholismo, porque se puede producir acidosis lactica.

Sulfonilureas: tienen su principal efecto como secretagogos de insulina, aunque
algunas de ultima generacion como la glimepirida y la glicazida tienen efectos
adicionales favorables sobre el sistema cardiovascular, la funcion endotelial y la
célula beta. Su principal efecto secundario es hipoglucemia, aunque es menos
frecuente con la ultima generacion y en particular con las de accion prolongada
que se administran una vez al dia, muy rara vez se pueden presentar
reacciones cutaneas, hematoldgicas o hepaticas, y entre sus contraindicaciones
se encuentra el uso de la glibenclamida, en presencia de falla renal, porque sus

metabolitos hepaticos conservan accion hipoglucemiante.

Meglitinidas: tienen su principal efecto como secretagogos de insulina, su
principal efecto secundario es la hipoglucemia aunque se presenta menos que
las sulfonilureas, por tener una accion mas corta, rara vez se pueden presentar

reacciones gastrointestinales.
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Tiazolidinedionas: tienen su principal efecto como sensibilizadoras de la

insulina, aunque cada vez se encuentran mas efectos antinflamatorios y
antiaterogénicos derivados de su accion sobre las citoquinas producidas por el
tejido adiposo. El efecto sobre lipidos es variable, su principal efecto secundario
es el edema (especialmente en combinaciéon con insulina) y la ganancia
modesta de peso. Estan contraindicadas en pacientes con insuficiencia

cardiaca severa.

Inhibidores de alfa-glucosidasas: Su principal efecto es la inhibicidén parcial de la

absorcion de disacaridos, por lo cual retardan la absorcion postprandial de
carbohidratos, su principal efecto secundario es la flatulencia, especialmente si
no se tiene cuidado en dosificarla gradualmente. Bloquea la absorcién de
disacaridos como el azucar, por lo cual en el caso de hipoglucemia se debe

ingerir solo glucosa [107].

Insulina: Una persona con DM2 requiere insulina cuando no logra alcanzar la
meta de control glucémico con el uso adecuado y suficiente de los
antidiabéticos orales disponibles, lo que indica que tanto su produccion como su
reserva de insulina se han reducido a un nivel critico y la célula beta no
responde al estimulo de los farmacos con accion secretagoga [107]. Su
principal funcion es mantener la concentracion de glucosa en sangre en un
rango entre < 99mg/dl favoreciendo la entrada y almacenamiento de la glucosa
en musculo y tejido adiposo. En higado se favorece su almacenamiento e inhibe

su produccion.
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.  JUSTIFICACION

En la actualidad, la DM2 constituye un grave problema de salud publica por la
magnitud, trascendencia de sus complicaciones y costos en México. En los ultimos
afios, debido a los programas de deteccidbn oportuna, el numero de personas

diagnosticadas con diabetes se ha elevado de forma considerable.

Pocos antecedentes se refieren al impacto de las variables implicadas en el
desarrollo de EO desde los estados iniciales de desarrollo previo al diagnéstico de
DM2, como en el caso de la RI o en la prediabetes que puedan contribuir a describir

mecanismos de pronadstico y prevencion con adecuado control glucémico.

Existen diferentes antecedentes del papel del EO en la DM2 por lo tanto, la
importancia de un buen control glucémico en el tratamiento de la diabetes es
incuestionable, siendo deseable evaluar diferentes factores que participen en el
establecimiento y desarrollo de la enfermedad bajo diferentes tratamientos
hipoglucemiantes.

Asumiendo que la LPO es consecuencia del EO, la actividad de la ALDH es un
factor involucrado en el desarrollo de la DM2. Asi, la evaluacion de la ALDH y otras
variables del estado redox bajo tratamiento hipoglucemiante y control glucémico,
permitird la busqueda de nuevos blancos predictores ademés, de una mejor
descripcion de la enfermedad para establecer estrategias de tratamientos

hipoglucemiantes para nuestra poblacion.
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluacion de la actividad de la ALDH y el estatus de estrés oxidante

(marcadores de EO y actividades de enzimas antioxidantes) en pacientes con Rl y

pacientes con DM2 y tratamiento farmacoldgico hipoglucemiante.

4.2. Objetivos particulares

a)

b)

d)

Establecer la participacion del EO en la Rl y la GAA mediante la evaluacion de
la actividad de la ALDH, enzimas antioxidantes y concentraciones de los

marcadores de EO.

Establecer la participacion del EO en la DM2 con y sin tratamiento
farmacoldgico, mediante la evaluacién de la actividad de la ALDH, enzimas
antioxidantes y concentraciones de los marcadores de EO.

Establecer la participacion del EO en la DM2 con tratamiento farmacoldgico
clasificados con y sin control glucémico, mediante la evaluacion de la actividad
de la ALDH, enzimas antioxidantes y concentraciones de los marcadores de
EO.

Establecer la participacion del EO en la DM2 sin tratamiento farmacoldgico
clasificados con y sin control glucémico, mediante la evaluacion de la actividad
de la ALDH, enzimas antioxidantes y concentraciones de los marcadores de
EO.

Determinar la asociacion de la actividad de la ALDH, enzimas antioxidantes y

concentraciones de EO en la Rl, GAA, DM2 y DM2 con tratamiento.
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V. HIPOTESIS

La actividad de la enzima ALDH presente en eritrocitos humanos sera mayor y
presentara una asociacion en pacientes con DM2 y con tratamiento farmacolégico

hipoglucemiante.

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefio y poblacion del estudio

El presente estudio fue aprobado por la Facultad de Medicina, UNAM (Proyecto
No. 059-2012), los Comités de Etica e Investigacion del Hospital Regional Lic. Adolfo
Lépez Mateos (numero de registro 209.2013) y del Hospital General de México
(nimero de registro DI/11/UME/4/46). Todos los participantes firmaron su
Consentimiento Informado previamente a cualquier procedimiento del estudio y fueron

reclutados de las siguientes instituciones:

1) Hospital Regional Lic. Adolfo Lépez Mateos (HRLALM) del Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los trabajadores del Estado (ISSSTE).

2) Clinicas de Medicina Familiar del ISSSTE de la zona sur de la Ciudad de
México (el Valle, Fuentes Brotantes, Ignacio Chavez y Xochimilco).

3) Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga.

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

siguientes criterios de seleccion:

A) Criterios de inclusion

1) Grupo normoglucémicos (NG):

v' Hombres y mujeres sin diagnéstico previo de cualquier tipo de diabetes con
edad = 35 afos.

v Glucosa sérica en ayunas < 99 mg/dl.

v HOMA-IR < 2.7.
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2)
v

3)

4)

Grupo normoglucémicos con resistecia a la insulina (NG RI):

Hombres y mujeres sin diagndstico previo de cualquier tipo de diabetes con
edad = 35 arfos.

Glucosa sérica en ayunas < 99 mg/dl.

HOMA-IR =2 2.7

Grupo con glucosa alterada en ayunas (GAA):
v' Hombres y mujeres sin diagnoéstico previo de cualquier tipo de diabetes con
edad = 35 afos.

v Glucosa sérica en ayunas entre 100 y 125 mg/dl.

Grupo con DM2
v' Hombres y mujeres con edad 2 35 afios.

v" Con diagnéstico previo de DM2 o glucosa sérica en ayunas = 126 mg/dl.

Criterios de exclusion

Pacientes con diabetes tipo 1, gestacional u otro tipo.
Mujeres embarazadas o amamantando.

Sujetos con eritrocitemia o anemia.

Sujetos con nefropatia diabética.

Que no aceptaran participar en el estudio o no firmen su consentimiento.
Criterios de eliminacion

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

laboratorio
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6.2 Tamaio de la muestra

El tamafio de la muestra aleatoria (n) estuvo determinada por la siguiente

formula:
n = N* Zqz* p*q
d** (N-1) + Z°*p * g

Esta formula se utiliza cuando la poblacion es finita, es decir conocemos el total

de la poblacién y deseamos saber cuantos del total tendremos que estudiar [114].

Donde:
N= Total de la poblacion con DM2. En este caso de acuerdo al Censo de
poblacién y Vivienda, 2010 D.F. 8,595130.
Z* = nivel de fiabilidad de 95% (valor estandar de 1.96)
p= margen de error aceptable 5% (valor estdndar de 0.05).
g= 1-p (en este caso 1-0.05= 0.95)
d= precision (5%= 0.05)

Por lo tanto:

n = (8595130)* (1.96)?* 0.05 * 0.095)
(0.05%* 8595130-1) + (1.96)%* 0.05 * 0.95
=73

Asi, el tamafio de la muestra debia ser al menos de 73 pacientes con DM2.

La muestra poblacional total fue de 500 sujetos. El Grupo NG (n=17), grupo NG
RI (n=60), GAA (n= 104), grupo de pacientes con DM2 (n= 157).

El grupo de pacientes con DM2, se clasific6 con (n=119) y sin (n=40)

tratamiento farmacoldgico hipoglucémico. Los grupos con y sin tratamiento
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hipoglucémico se clasificaron en control y no control glucémico de acuerdo a la HbAlc
> 7%. Algunos pacientes no se tomaron en cuenta en el control glucémico debido a

gue no se tenia el resultado de la HbAlc.

De esta manera, el tamafio de la muestra para estos ensayos se ajustd como

se describe en el Diagrama 1.
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N Total
507

‘ 177 NG | 60 NG RI | 104GAA | 166 DM2

124 DM2 T | 42DM2NT ]

L L

49 DM2 T CT ’ ‘56DM2TNCT’ ‘ 25 DM2 NT CT ‘1ODM2NTNCT

Diagrama 1. Tamafio de la muestra en cada etapa del estudio. NG: normoglucémicos, NG RI:
normoglucémicos con RI, GAA: glucosa alterada en ayunas, DM2: Diabetes mellitus tipo 2,
DM2 T: diabetes mellitus tipo 2 con tratamiento farmacologico hipoglucemiante, DM2 NT:
diabetes mellitus tipo 2 sin tratamiento farmacélogico hipoglucemiante, DM2 T CT: diabetes
mellitus tipo 2 con tratamiento farmacélogico hipoglucemiante y control glucémico, DM2 T
NCT: diabetes mellitus tipo 2 con tratamiento farmacélogico hipoglucemiante sin control
glucémico, DM2 NT CT: diabetes mellitus tipo 2 sin tratamiento hipoglucemiante con control
glucémico, DM2 NT NCT: diabetes mellitus tipo 2 sin tratamiento hipoglucemiante sin control

glucémico.
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6.3 Obtencion de las muestras y perfil bioquimico clinico

Se obtuvieron dos muestras de sangre periférica (cada una de 6 ml) después de
8-12 h de ayuno. De una muestra se obtuvo el suero para la determinacién quimica
sanguinea (glucosa e insulina). Para la cuantificacion de HbAlc y de EO se utilizé la
otra muestra donde se separaron y lisaron los eritrocitos. Los lisados de eritrocitos se
utilizaron para medir la actividad de la ALDH, enzimas antioxidantes y niveles de los

marcadores de EO por métodos espectrofotométricos o fluorométricos.
6.4 Actividad de las enzimas antioxidantes

La actividad de ALDH (Reaccion 5), se determind por absorbancia en una
reaccion reductora de NAD" a NADH a A 340 nm por el método de Rawles y col; 1987
[108]. La actividad se calculd con un coeficiente de extincion molar de 6.2 mM/cm para
NADH. Una unidad de la actividad de la enzima se define como la formacion de 1 pmol
NADH/min bajo estas condiciones. Todos los ensayos se llevaron en pirofosfato de
sodio 0.1 M, pH = 7.4, 2.4 mM NAD" como cofactor y acetaldehido 10 mM como el
sustrato, la actividad enzimatica se expresé como U/mg Hb.

/O

\
H P|bu’”&DP P|bu’ADP H O
Reduccion
Acetaldehido Q]\f Q\f Acetato
Oxidacion

H H NH

MAD® +H" + 28 — NADH

Reaccién 5. Actividad de la ALDH. Reaccién reductora de NAD" a NADH a A 340 nm.
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La actividad de SOD (Reaccion 6), se midié por el método de Oberley y Spitz,
1984 [109], utilizando el sistema xantina-xantina oxidasa por la generacion de anion
superoéxido y nitroazul de tetrazolio (NBT), como reactivo indicador que se reduce a
formazan detectable a 586 nm. Una unidad de SOD, se define como la cantidad de
proteina globular que inhibe la reduccion de NBT en un 50%. Los datos se expresaron

como U/mg de proteina.

0

N
HN N . . >=
Xantina ;\)‘jj > Xantina oxidasa N Acido Grico
O0"™~N

N
H H

20, @ * Antioxidante

-N N-N N-NH \©NHN
(L L — O R
H,CO OCH, H,CO OCH,

Azul de nitrotetrazolio Formazan

Reaccion 6. Actividad de SOD. Reaccién reductora del nitroazul de tetrazolio a

formazan a A 560 nm.

La actividad de CAT (Reaccion 7), se determino de acuerdo al método descrito
por Aebi, 1984 [110]; que mide la desaparicion de H,O, a 240 nm. Los resultados se
expresaron como k/mg de proteina (se usa la constante de reaccion de primer orden

(x) como la unidad de actividad de la catalasa).
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Desapariciéon de HZO2 a 240 nm

CAT
Presente en la muestra

\ 4
2
thZ

Reaccion 7. Actividad de CAT. Desaparicion de H,O, a A 240 nm.

La actividad de GPx (Reaccion 8), se evalud de acuerdo al método descrito por
Barrera y col, 2003 [111], usando H,O, como sustrato, medido por la desaparicion de
NADPH a 340 nm cada minuto durante 3 min. Una unidad de GPx se define como la
cantidad de enzima que oxida 1 mol de NADPH/min. La actividad enzimética se

expresd como U/mg de proteina.

H 20 2 HD\DH\/\!‘I:;)\:/\],Q ) )

2GSH - e NADP +H
“TYYY

|
GPx GR
(Presente en la \I):/Y\/l‘

GSSG |~ Y

muestra) 4 SRPAR: M
m/i I/\/I\::!Ya\Ae
2H, L rre

Desaparicion de
NADPH a 340 nm

Reaccion 8. Actividad de CAT. Desaparicion de NADPH a A 340 nm.
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El contenido de proteina total fue determinado mediante el metddo colorimétrico

descrito por Lowry y col, 1951 [158].

6.5 Concentraciones de marcadores de EO.

Las ERO o intermedios de estas se forman por la reduccién incompleta de
oxigeno. Se determind por un ensayo fluorométrico descrito por Silva-Adaya y col,
2008 [112], basado en la oxidacion de 2-dichlodihydrofluorescein diacetato (DCFH-DA)
a dicloro-fluoresceina (DCF) (Reaccion 9) [112]. Las sefales fluorescentes se
registraron en excitaciéon y de emisién de longitudes de onda de 488 y 530 nm,
respectivamente La determinacion de DCFH-DA no es fluorescente, pero en presencia
de ERO se oxida convirtiéndose en verde fluorescente. Los resultados se expresaron

como unidades de Fluorescencia (UF) por proteina.

HO
. 272 QO
OCOCH;~, ,.-":::\.F,-G-nv [xn - OCOCH; . HO\\//‘\ O /
| I OH , ||
D ROOe a” NF “
__-COOH A CooH
I ” -

e

Carboxi-DHFDA )
Carboxi-DCF

=488 nm

excitacion

A . ..=530nm

emision

Reaccion 9. Concentraciones de ERO. Desaparicion de NADPH a A 340 nm.
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Se determiné la LPO por medio del ensayo de las sustancias reactivas del acido
tiobarbittrico (TBARS) descrito por Reznick y Packer, 1994 [113]. Los productos de
descomposicion de acidos grasos poliinsaturados reaccionan acido tiobarbitarico
(ATB) (Reaccion 10). Las muestras se detectan espectrofotométricamente a 532 nm y
se obtiene el contenido utilizando una curva patron de tetrametoxipropano y acido

barbitarico. Los resultados se expresaron como nmol/mg de proteina.

HS., N CHO S. N _OH HO N SH
Y I A ~ 4 Y
. | !
OH OH OH
CHO
ATB MDA ADUCTO A =532nm

Reaccion 10. Niveles de TBARS. El MDA reacciona con el &acido tiobarbitlrico,

formando aductos detectables a 532 nm.

6.6 Andlisis estadistico

Los datos se presentan como la media (minimo-maximo) o la media + (EEM).
Los andlisis estadisticos y los gréficos se realizaron utilizando el programa GraphPad
Prism 5.0 (Graph Pad, San Diego, EE.UU.). Se determind la distribucion de Gauss por
medio de la prueba Shapiro-Wilk. La prueba de Kruskal-Wallis se utilizé para variables
con una distribucion no Gaussiana seguida de una prueba de comparacion multiple
propuesta por Dunn. Los analisis de regresion logistica [114], se realizaron utilizando
el programa STATA 12 (Stata Corp, College Station, TX, EUA) y se ajustaron por
edad, género y glucosa. Valores de p<0.05 se fueron considerados estadisticamente

significativos.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio.
7.1.1 Caracteristicas clinicas y antropométricas.

Para la determinacién de la actividad de ALDH y de las variables de EO se
incluyé un total de 500 sujetos (edad 35-83 afios), 177 sujetos normoglucémicos (NG),
60 sujetos normoglucémicos con RI, 104 pacientes con glucosa alterada en ayunas
(GAA) y 166 pacientes con diagnostico de DM2. Los pacientes con DM2 tuvieron un
promedio de evolucién de la enfermedad de 9.4 + 7 afos. Se observd mayor
participacion e inclusibn de mujeres de un 60% en la poblacion incluida. Las
caracteristicas de los valores clinicos y antropométricos de cada grupo de estudio se

presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas y antropométricas de los grupos de estudio.

Variables NG NG RI GAA DM2 p
(n=177) (n= 60) (n=104) (n= 166)
Edad (afios) 48 (35-79) 47 (35-76) 50 (35-83) 57 (36-82)*>°  <0.0001
Masculino, n (%) 87 (49) 33 (20) 45 (43) 12N J—
Femenino, n (%) 90 (51) 67 (40) 59 (57) 85(53) -
IMC (kg/m?) 27 (18-43) 31 (22-50) 30 (22-49)° 29 (19-45)0*  <0.0001
PAS (mmHg) 113 (80-160) 115 (90-150) 118 (80-160) 119 (90-160)°  <0.0001
PAD (mmHg) 75 (60-100) 76 (60-100) 77 (60-105)° 77 (50-100)*  0.0091
Glucosa (mg/dL) 89 (63-99) 94 (78-99)* 108 (100-125)" 153 (62-487)*>¢ <0.0001
HbA1c (%) 4.7 (3-6.6) 4.9 (3.7-7.4) 5 (3.8-7.4)° 7.3 (4-14)**°  <0.0001
Insulina (U/mI) 7.6 (2.3-15) 16 (11-27)% 12 (3.5-26)*° s <0.0001
HOMA-IR 1.7 (0.4-2.69) 3.8(2.7-6.57%  4.2(1.1-20.20* = eeeeeeees <0.0001
HOMA-B (%) 9.2 (3.2-31) 16 (9.7-35)° R R 1) L — <0.0001
TAG (mg/dL) 160 (52-350) 189 (52-417) 176 (52-512) 190 (26-494)  0.0172
CT (mg/dL) 188 (83-305) 200 (134-375) 199 (81-336) 183 (63-324)  0.0402
C-HDL (mg/dL) 50 (18-109) 50 (32-93) 49 (29-88) 46 (9-95) 0.3759
C-LDL (mg/dL) 111 (53-203) 116 (63-227) 115 (34-224) 106 (40-167)  0.7583
E:r;zf;‘g[‘)i”a 0.79 (0.39-1.2) 0.8 (0.5-1.2) 0.8(0.37-1.3)  0.77(0.15-2.5)  0.7042

Los datos se presentan como la media (minimo-méximo). IMC: indice de masa corporal, PAS:

presion arterial sistolica, PAD: presion arterial diastolica, HBAlc: hemoglobina glucosilada,

HOMA-IR: modelo de evaluacion de resistencia a la insulina, HOMA-B: funcionalidad de la

célula B, TAG: triacilgliceroles CT: colesterol total, C-HDL: colesterol de alta densidad, C-LDL:

colesterol de baja densidad. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de comparacion
multiple de Dunn. p < 0.05 vs NG, ® p < 0.05 vs NG RI, ¢ p < 0.05 vs GAA.

Se puede observar que la edad fue mayor en los pacientes con DM2. La media

de IMC se encuentra en intervalos de sobrepeso en los pacientes con NG y DM2 (27 y
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29 kg/m?) y en obesidad (30 y 31 kg/m?) en pacientes con NG Rl y GAA. La presion
arterial sistolica y diastolica se altera en los pacientes con DM2, con un incremento de
la media entre 5y 2%, p<0.0001.

Es evidente que desde el estado NG Rl y GAA RI hay pérdida de sensibilidad a
la insulina y funcionalidad de la célula B. Las variables de HOMA-IR y HOMA-B no se
determinaron en los pacientes con DM2, debido a que se conoce que la respuesta

tisular a la accién de la insulina esta disminuida por la misma enfermedad.

Asimismo, el grupo de pacientes con DM2 clasificado con y sin tratamiento fue

reclasificado nuevamente de acuerdo a la HbAlc (con y sin control glucémico).

7.1.2 Caracteristicas clinicas y antropométricas de los pacientes con DM2.

En la Tabla 7, se presentan las caracteristicas clinicas y antropométricas de los

pacientes DM2 con (DM2 T) y sin (DM2 NT) tratamiento farmacoldégico.

El IMC de los DM2 T se encontré6 una media de sobrepeso (29 kg/m?) en
comparacién con el grupo de los DM2 NT que pesentaron una media en obesidad (30
kg/m?). Solo las concentraciones de C-HDL fueron menores en un 29% en el grupo

DM2 NT en comparacion con los DM2 T.
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas y antropométricas de los pacientes diabéticos con

(DM2 T) y sin (DM2 NT) tratamiento farmacoldgico hipoglucemiante.

Variables NG DM2 T DM2 NT p
(n=177) (n=119) (n=40)

Edad (afios) 48 (35-79) 58 (36-80)* 55 (35-82)* <0.0001
Masculino, n (%) 87 (49) 58 (49) 16 (40) -
Femenino, n (%) 90 (51) 61 (51) 24 (60) -
IMC (kg/m?) 27 (18-43) 29 (19-42)% 30 (19-45)% 0.0002
PAS (mmHg) 113 (80-160) 120 (90-160)* 118 (100-150)  <0.0001
PAD (mmHg) 75 (60-100) 77 (50-100)? 78 (54-100)*  0.0249
Glucosa (mg/dL) 89 (63-99) 152 (62-487) 171 (74-298)*  <0.0001
HbAlc (%) 4.7 (3-6.6) 7.4 (4-14) 6.4 (4.1-10.6)>  <0.0001
TAG (mg/dL) 165 (52-418) 175 (47-467) 228 (50-497)*  0.0354
CT (mg/dL) 188 (83-305) 184 (84-324) 182 (63-255)  0.0927
C-HDL (mg/dL) 50 (18-109) 54 (28-95) 38 (9-61)*" 0.9832
C-LDL (mg/dL) 111 (53-203) 101 (40-167) 111 (81-131)  0.5099
Creatinina (mg/dL) 0.79 (0.39-1.5) 0.78 (0.4-1.3) 0.76 (0.15-1.3) 0.7126
Tiempo de evolucion (afios) ------- 9.7 (0-30) 6.3 (0-16) 0.0364

Los datos se presentan como la media (minimo-maximo). IMC: indice de masa corporal, PAS:
presion arterial sistélica, PAD: presion arterial diastélica, HBALlc: hemoglobina glucosilada, TAG:
triacilgliceroles, CT: colesterol total, C-HDL: colesterol de alta densidad, C-LDL: colesterol de
baja densidad. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de comparacién mdultiple de
Dunn. p < 0.05 vs NG, ® p < 0.05 vs DM2 T.
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Para la clasificacion de control glucémico, tanto en los DM2 T con y sin
tratamiento farmacoldgico hipoglucémico se presentan las caracteristicas clinicas y
antropométricas en la Tablas 8 y 9. Se encontré que tanto las concentraciones de
glucosa como las de HbAlc, fueron mayores en el grupo DM2 con tratamiento
farmacoldgico y sin control glucémico (DM2 T NCT) en un 36% Yy 34%,
respectivamente en comparacion con el grupo de pacientes DM2 CON con tratamiento
farmacoldgico y control glucémico (DM2 T NCT) (Tabla 8).

En cuanto a la clasificacion de los DM2 NT con y sin control glucémico (Tabla
9), solo se presentd mayores valores en ambos grupos (DM2NT CT y DM2 NT NCT)
en las variables de edad, IMC, glucosa, HbAlc y TAG en comparacion con el grupo
NG.
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas y antropométricas de los pacientes diabéticos con

tratamiento farmacoldgico hipoglucemiante con (DM2 T CT) y sin (DM2 T NCT) control

(afios)

glucémico.
Variables NG DM2 TCT DM2 T NCT p
(n=177) (n=49) (n=56)

Edad (afios) 48 (35-79) 58 (36-80)° 57 (39-73)>  <0.0001
Masculino, n (%) 89 (49) 21 (42) 33(59) -
Femenino, n (%) 91 (51) 28 (57) 23(41) -
IMC (kg/m2) 27 (19-42) 29 (19-42)° 29 (19-38)* 0.0007
PAS (mmHg) 113 (80-160) 120 (90-140)* 119 (90-160)*>  0.0003
PAD (mmHg) 75 (60-100) 77 (60-100) 75 (50-100) 0.1706
Glucosa (mg/dL) 89 (63-99) 116 (70-229)* 180 (62-487)>° <0.0001
HbA1lc (%) 4.7 (3-6.6) 5.8 (4-6.9)? 8.8 (7-14)*®  <0.0001
TAG (mg/dL) 165 (52-418) 172 (47-467) 219 (94-436)  0.7488
CT (mg/dL) 188 (83-305) 180 (84-316) 187 (95-324)  0.2513
C-HDL (mg/dL) 50 (18-109) 53 (28-84) 50 (18-109) 0.5329
C-LDL (mg/dL) 111 (53-203) 94 (40-167) 111 (53-203)  0.4336
Creatinina (mg/dL) 0'72%39' 0.77(04-1.12)  0.79 (0.5-1.3)  0.8395
Tiempo de evolucion 8.6 (0-30) 9.8 (0-26) 0.1371

Los datos se presentan como la media (minimo-maximo). IMC: indice de masa corporal, PAS:
presion arterial sistélica, PAD: presion arterial diastélica, HBAlc: hemoglobina glucosilada, TAG:
triacilgliceroles, CT: colesterol total, C-HDL: colesterol de alta densidad, C-LDL: colesterol de
baja densidad. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de comparaciéon mduiltiple de
Dunn. ®p < 0.05 vs NG, ®p < 0.05 vs DM2 T CT.
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Tabla 9. Caracteristicas clinicas y antropométricas de los pacientes diabéticos sin
tratamiento farmacoldgico hipoglucemiante con (DM2 NT CT) y sin (DM2 NT NCT)

control glucémico.

Variables NG DM2 NT CT  DM2 NT NCT p
(n=177) (n=25) (n=10)

Edad (afios) 48 (35-79) 56 (42-82)° 57 (36-72)*  <0.0001
Masculino, n (%) 89 (49) 9 (36) 3(30) -
Femenino, n (%) 91 (51) 16 (64) 7(70) e
IMC (kg/mZ2) 27 (18-43) 30 (19-45)? 29 (23-39) 0.0145
PAS (mmHg) 113 (80-160) 119 (100-150) 117 (100-130) <0.1171
PAD (mmHg) 75 (60-100) 78 (60-100)? 77 (54-100) 0.2010
Glucosa (mg/dL) 89 (63-99) 147 (75-298) 180 (142-254)* <0.0001
HbAlc (%) 4.7 (3-6.6) 5.7 (4.1-6.9®  8.2(7-10.6)*  <0.0001
TAG (mg/dL) 165 (52-418) 241 (50-494)* 209 (94-436)°  0.0107
CT (mg/dL) 188 (83-305) 183 (63-255) 184 (121-247)  0.9777
C-HDL (mg/dL) 50 (18-109) 39 (16-61) 38 (26-51) 0.0724
C-LDL (mg/dL) 111 (53-203) 103 (81-119) 127 (124-131)  0.1361
Creatinina (mg/dL)  0.78 (0.39-1.2) 0.82(0.15-1.3) 0.6 (0.35-0.95)  0.0770
Tiempo de evolucion 7.5 (0-16) 3.2 (0-14) 0.2211

(afos)

Los datos se presentan como la media (minimo-maximo). IMC: indice de masa corporal, PAS:
presion arterial sistélica, PAD: presion arterial diastdlica, HBALlc: hemoglobina glucosilada, TAG:
triacilgliceroles, CT: colesterol total, C-HDL: colesterol de alta densidad, C-LDL: colesterol de
baja densidad. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de comparacién mdultiple de
Dunn. p < 0.05 vs NG, ® p < 0.05 vs DM2 NT CT.
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7.2 Actividad de la ALDH y de las enzimas antioxidantes.

La actividad de las enzimas antioxidantes fue determinada en los eritrocitos
(Figura 12). Mayor actividad de las enzimas ALDH (36%, 44%, 37%, p<0.0001) y SOD
(18%, 23%, 21% p<0.0001), se presentaron en los DM2 en comparacion con los
grupos NG, NG RI, GAA. La actividad de CAT solo fue mayor en el grupo de los
pacientes con DM2 en comparacion con los grupos NG y GAA (8% y 9%, p= 0.0003,

respectivamente).

En cuanto a la actividad de la GPx (Figura 12, d), se observa mayor actividad
en el grupo de GAA en comparacion con los grupos NG y NG RI (38% y 33%,
p<0.0001). Asimismo, la actividad en los DM2 fue mayor en un 34% y 29%, p<0.0001

en comparacion con los grupos NG y NG RI.
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Figura 12. Actividad de enzimas antioxidantes (ALDH, SOD, CAT, GPx). a) ALDH: aldehido
deshidrogenasa, b) SOD: superdxido dismutasa, ¢) CAT: catalasa, d) GPx: glutation peroxidasa.
NG: Normoglucémicos, NG RI: Normoglucémicos con RI, GAA: Glucosa alterada en ayunas,
DM2: Diabetes mellitus tipo 2. Cada barra representa la media = E.E. Prueba de Kruskal-Wallis
seguida de una prueba de comparacion mdltiple de Dunn. 2 p < 0.05 vs NG, ° p < 0.05 vs NG R,
°p <0.05vs GAA.

En la clasificacion de los DM2 de acuerdo al tratamiento farmacologico
hipoglucemiante (Figura 13), se presenta mayor actividad de las enzimas ALDH (34%,
p<0.0001), SOD (23%, p<0.0001), CAT (11%, p=0.0007) y GPx (38%, p<0.0001) en el
grupo DM2 T en comparacion con los NG. La actividad de SOD es la Unica que
presento diferencia de un 25%, p<0.0001 entre el grupo DM2T y DM2 NT. La GPx
presenté un aumento de actividad de 36%, p<0.0001 en la GAA en comparacion con la
NG.
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Figura 13. Actividad de enzimas antioxidantes (ALDH, SOD, CAT, GPx) clasificados por
tratamiento farmacolégico hipoglucemiante. a) ALDH: aldehido deshidrogenasa, b) SOD:
superoxido dismutasa, c) CAT: catalasa, d) GPx: glutation peroxidasa. NG: Normoglucémicos,
NG RI: Normoglucémicos con RI, DM2 T: DM2 con tratamiento hipoglucemiante, DM2 NT: DM2
sin tratamiento hipoglucemiante. Cada barra representa la media = E.E. Prueba de Kruskal-

Wallis seguida de una prueba de comparacién mdltiple de Dunn. ® p < 0.05 vs NG, ® p < 0.05 vs

DM2 T.
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Asimismo, los grupos de DM2 T (Figura 14) y DM2 NT (Figura 15) se
clasificaron de acuerdo a la HbAlc. Mayor actividad de ALDH (31%, p<0.0001), SOD
(25%, p<0.0001), GPx (49%, p<0.0001) y CAT (10%, p<0.0001) se presentaron en los
pacientes con DM2 T NT CT en comparacion con los NG. De igual manera se
presento mayor actividad enzimatica de ALDH (37%, p<0.0001), SOD (18, p<0.0001),
GPx (24%, p<0.0001) en los DM2 T CT en comparacion con los NG. Solo la actividad
de la GPx (Figura 15, d debe decir 14, c) fue mayor en el grupo DM2 T NT en un 33%,
p<0.0001 en comparacion con el DM2 T NCT.
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Figura 14. Actividad de enzimas antioxidantes (ALDH, SOD, CAT, GPx) con tratamiento
farmacologico hipoglucemiante clasificadas por control glucémico. a) ALDH: aldehido
deshidrogenasa, b) SOD: superoxido dismutasa, c) CAT: catalasa, d) GPx: glutation peroxidasa.
NG: Normoglucémicos, NG RI: Normoglucémicos con RI, DM2 T: DM2 con tratamiento
hipoglucemiante, DM2 NT: DM2 sin tratamiento hipoglucemiante. Cada barra representa la
media + E.E. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de comparacion multiple de
Dunn. p < 0.05vs NG, ° p < 0.05 vs DM2 T CT.

Los resultados referentes a la clasificacion de acuerdo a la HbAlc (Figura 15C)
de los DM2 NT NCT, solo la actividad de la GPx fue menor en comparacion con los
NG (37%, p<0.0001) y los DM2 NT CT (30%, p<0.0001).
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Figura 15. Actividad de enzimas antioxidantes (ALDH, SOD, CAT, GPx) sin tratamiento
farmacologico hipoglucemiante clasificadas por control glucémico. a) ALDH: aldehido
deshidrogenasa, b) SOD: superoxido dismutasa, c) CAT: catalasa, d) GPx: glutation peroxidasa.
NG: Normoglucémicos, DM2 NT CT: DM2 sin tratamiento con control glucémico, DM2 NT NCT:
DM2 con tratamiento sin control glucémico. Cada barra representa la media + E.E. Prueba de
Kruskal-Wallis seguida de una prueba de comparacién maltiple de Dunn. # p < 0.05 vs NG, ° p <

0.05 vs DM2 NT CT.
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7.3 Marcadores de estrés oxidante.

Las concentraciones de ERO (22%, 23%, 22%, p<0.0001) como de TBARS
(35%, 20%, 21%, p<0.0001), fueron mayores en los pacientes con DM2 en
comparaciéon con los grupos NG, NG RI y GAA respectivamente, presentados en la
Figura 16. Ademas, los niveles de TBARS fueron mayores en un 17%, p<0.0001 en el

grupo de GAA en comparacion con el grupo NG (Figura 16, b).
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Figura 16. Concentraciones de marcadores de EO. a) ERO: especies reactivas de oxigeno, b)
TBARS: sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico. NG: Normoglucémicos, NG RI:
Normoglucémicos con RI, GAA: Glucosa alterada en ayunas, DM2: Diabetes mellitus tipo 2.
Cada barra representa la media = E.E. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de
comparacién multiple de Dunn. ? p < 0.05 vs NG,  p < 0.05 vs NG R, ¢ p < 0.05 vs GAA.

De igual manera, cuando se clasificaron los DM2 de acuerdo al tratamiento
farmacoldgico hipoglucemiante (Figura 17), se presentaron mayores concentraciones
de las ERO en los grupos DM2 T (33%, p<0.0001) y DM2 NT (44 %, p<0.0001) en
comparacion con el grupo NG. Las concentraciones de TBARS fueron mayores en los
grupo DM2 T (31%, p<0.0001) y DM2 NCT (18%, p<0.0001) en comparacion con el
grupo NG. Ademas, las concentraciones tanto de ERO como de TBARs fueron
diferentes entre los DM2 T y DM2 NT. En los pacientes DM2 T las concetraciones
ERO fueron mayores en un (14%, p<0.0001) y las de TBARS menores en un (17%,

p<0.0001) en comparacion con los pacientes DM2 NT.
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Figura 17. Concentraciones de marcadores de EO en DM2 clasificados con tratamiento
farmacoldgico hipoglucemiante. a) ERO: especies reactivas de oxigeno, b) TBARS: sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico. NG: Normoglucémicos, NG RI: Normoglucémicos con RI, DM2
T: DM2 con tratamiento hipoglucemiante, DM2 NT: DM2 sin tratamiento hipoglucemiante .Cada
barra representa la media + E.E. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de

comparacién multiple de Dunn.  p < 0.05 vs NG, ® p < 0.05 vs DM2 T.

Finalmente, en cuanto a la clasificaron los DM2 T (Figura 18) y DM2 NT (Figura
19) de acuerdo a la HbAlc, se observa que tanto los pacientes con DM2 T CT y como
los del grupo de DM2 T NCT tienen mayores concentraciones tanto de ERO (29%,
29%, p<0.0001, respectivamente) y TBARS (28%, 63%, p<0.0001 respectivamente) en
comparacion con los pacietes del grupo NG. Los pacientes del grupo DM2 T NCT
presentaron mayores concentraciones de TBARS (22%, p<0.0001) en compracion con

el grupo DM2 T CT.
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Figura 18. Concentraciones de marcadores de EO en DM2 con tratamiento farmacologico
hipoglucemiante y clasificados por control glucémico. a) ERO: especies reactivas de oxigeno, b)
TBARS: sustancias reactivas al &acido tiobarbitdrico. NG: Normoglucémicos, NG RI:
Normoglucémicos con RIl, DM2 T: DM2 con tratamiento hipoglucemiante, DM2 NT: DM2 sin
tratamiento hipoglucemiante. Cada barra representa la media + E.E. Prueba de Kruskal-Wallis
seguida de una prueba de comparacién multiple de Dunn.  p < 0.05 vs NG, ® p < 0.05 vs DM2 T
CT.

El grupo de DM2 NT NCT (Figura 19) presentaron mayores concentraciones de
ERO y TBARS en comparacion con el grupo NG (41% y 51% p<0.0001,
respectivamente) y con el grupo DM2 NT CT (37%, 51%, p<0.0001, respectivamente).
Solo las concentraciones de TBARS también fueron mayores en un 25%, p<0.0001 en

el grupo DM2 NT CT en comparacion con el grupo NG.
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Figura 19. Concentraciones de marcadores de EO en DM2 sin tratamiento farmacologico
hipoglucemiante y clasificados por control glucémico. a) ERO: especies reactivas de oxigeno, b)
TBARS: sustancias reactivas al 4cido tiobarbitarico. NG: Normoglucémicos, DM2 NT CT: DM2
sin tratamiento y con control glucémico, DM2 NT NCT: DM2 con tratamiento y sin control
glucémico. Cada barra representa la media + E.E. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de una

prueba de comparacién multiple de Dunn. @ p < 0.05 vs NG, ® p < 0.05 vs DM2 NT CT.
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7.5 Asociaciéon de las actividades enzimaticas y concentraciones de

marcadores en la DM2.

El analisis de regresion logistica se aplicaron con el fin de explicar la asociacion
de las actividades de la ALDH, enzimas antioxidantes y concentraciones de los
marcadores de EO con la RI, GAA y DM2 con y sin tratamiento farmacolégico
hipoglucemiante, estos resultados se presentan en la Tabla 11. La regresion logistica

multivariada se realiz6 después de ajustar por edad, género, glucosa e insulina.

Se puede observar que las variables asociadas (OR>1) a la NG Rl y GAA
fueron el IMC, la glucosa, HbAlc y los TBARS.

En la DM2 se encontré que las variables asociadas fueron la HbAlc, ALDH,
SOD y TBARS y en la DM2 con tratamiento farmacoldgico hipoglucemiante se

encontré asociacion con las variables ALDH, HbAlcy SOD.
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Variable OR crudo, IC, p, R? OR ajustado, IC, p
Glucosa 1.2, 1.09-1.24, <0.0001, 0.1099 1.3,1.1-1.2, <0.0001
TBARS 2.9, 1.08-7.8, 0.033, 0.0175 3.8, 1.1-13.02, 0.033
O0NG, 1NGRI R’= 0.2624
Variable OR crudo, IC, p, R? OR ajustado, IC, p
IMC 1.2,1.14-1.29, <0.0001, 0.1126  1.23, 1.15-1.32, <0.0001
HbAlc 2.02, 14?6%:?;'9 <0.0001, 2.13, 1.44-3.16 , <0.0001
TBARS 3.8, 1.6-8.9, <0.0001, 0.0227 5.58, 2.07-15.06, 0.001
0 NG, 1 GAA R’= 0.1976
Variable OR crudo, IC, p, R? OR ajustado, IC, p
HbALc A4l 268737, <0.000L  33,1.98-5.52, <0.0001
ALDH 1.88, 1.21- 2.91, 0.004, 0.0408 2.26,1.2-4.2,0.011
TBARS 012, 5051555 <0001 5 08, 2.25-11.08, 0.004
0 NG, 1 DM2 R?= 0.3706
Variable OR crudo, IC, p, R? OR ajustado, IC, p
GPx 1.4,0.97-2.08, 0.070, 0.0171 1.5, 1.02-2.19, 0.038
0 NG RI, 1 GAA R’= 0.0494
Variable OR crudo, IC, p, R? OR ajustado, IC, p
ALDH 1.77,1.11-2.83, 0.015, 0.0388 3.5, 1.65-7.46, 0.001
TBARS 8.44, 2.45-19.07, 0.001, 0.0790 6.23, 1.06 - 16.47, 0.042
0 GAA, 1 DM2 R’= 0.4140
Variable OR crudo, IC, p, R? OR ajustado, IC, p
HbAlc 0.75, 0.58-0.96, 0.027, 0.0362 0.76, 0.59-0.99, 0.048
SOD 0.96, 0.94-0.98, 0.004, 0.029 0.97, 0.95-0.99, 0.011
ALDH 2.70,1.17 - 5.25, 0.028 2.72,1.27 - 5.83, 0.010

0DM2 T, 1 DM2 NT

R?=0.1719

Tabla 11. % Asociaciones significativas de actividades antioxidantes y marcadores de
estrés oxidante en Rl, GAA 'y DM2.
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Regresion logistica (p < 0.05). Los resultados se presentan como OR: Odds Riesgo (%
Asociacion de cada variable), IC: intervalo de confianza, p: Significancia estadistica y R*:

coeficiente de determinacion (p y R? de cada variable y de cada modelo).
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VIIl. DISCUSION

Cada dia el numero de pacientes diagnosticados con diabetes en México y
alrededor del mundo se incrementa, siendo necesario un régimen de dieta, control de
la enfermedad y tratamiento farmacolégico hipoglucemiante efectivo para prevenir o

aminorar las complicaciones de la enfermedad.

La DM2 esta caracterizada por hiperglucemia y LPO [115]. ElI EO juega un
papel en la patogénesis de la diabetes y en sus complicaciones secundarias [127, 152,
130, 153, 154, 116 ], es considerado como una de las mayores consecuencias de la
DM2 que afectan a las enzimas antioxidantes en eritrocitos [116]. Sin embargo, la
informacion acerca del EO en individuos con alguno de los estados de Rl o aquellos
gue se incluyen en la prediabetes (como en el caso de la GAA) ademas, de la DM2
bajo tratamiento farmacolégico hipoglucemiante y/o con control glucémico es escasa
[117-122]. Pero se conoce, que las enzimas antioxidantes tienen un papel protector
contra el EO [123, 124]. Asimismo, durante la DM2 se incrementa la LPO y por lo tanto

hay participacion de la ALDH para aminorar los dafios [125].

Giebuttowicz y col, 2014 [102], determind que la actividad de ALDH en sangre
es significativamente mayor en pacientes con DM2 con una relacion positiva entre la
actividad de la ALDH y las concentraciones de HbAlc. En el presente estudio, la
actividad de la ALDH y otras enzimas involucradas en la defensa antioxidante como
también algunos marcadores de EO en eritrocitos de sujetos NG, con estados previos
a la DM2 con presencia de Rl y en DM2 (con y sin tratamiento hipoglucémico; y con y

sin control glucémico) fueron evaluados.

Los pacientes con GAA y DM2 presentaron concentraciones de glucosa de 108
y 153 mg/dL, respectivamente y de HbAlc (5 y 7.3%, respectivamente). Los indices
HOMA indicaron evidencia de aumento de Rl (HOMA-IR) y disminucion de la reserva
de insulina (HOMA-B) en los grupos NG RI y GAA. Asimismo, se presento mayor IMC
en los sujetos que presentaron RI.

En los pacientes con DM2, se encontré6 mayor actividad de las enzimas ALDH,
SOD, CAT y GPx y concentraciones de los marcadores ERO y TBARS en eritrocitos
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de pacientes con DM2 en comparacion con sujetos no diabéticos. Tanto el aumento de
la actividad de la ALDH, enzimas antioxidantes y concentraciones de marcadores de
EO en los pacientes con DM2, se debe a un aumento del EO y LPO por procesos de
glucooxidacion debido a la hiperglucemia [102, 127] . El aumento de la actividad de la
enzima ALDH, SOD, CAT y GPx en la DM2 no es simplemente un resultado de la
cuenta eritrocitaria [127], sino del dafio a los eritrocitos por el aumento de LPO y EO,
siendo este hallazgo consistente con los reportado por otros grupos [127, 131, 133].

La ALDH, es la enzima responsable de la reducciéon de la vida media de
acetaldehidos en pacientes diabéticos [102, 128]. Con el fin de prevenir el dafio en
eritrocitos provocado por el aumento de la LPO involucrado durante la DM2 [116, 124,
125, 129, 130]. Se sugiere que la actividad de ALDH aumentd a una tasa mas alta
para contrarrestar la concentracion de los de TBARS [131]. Se ha descrito
ampliamente que la hiperglucemia cronica provoca EO en la DM2. Existe mayor de
produccion de 02"y H,O, en eritrocitos [132, 133]. El aumento en la actividad de SOD
en la DM2 fue consistente con otros estudios [127, 131]. La SOD se considera la
enzima pricipal en la eliminacién directa de radicales superdxido [134, 140], teniedo
mayor actividad en los eritrocitos contra el dafio causado por oxidasas evitando la

oxidacion del oxigeno [117, 127].

En los eritrocitos existe alta produccion de H,O, debido a la autooxidacion de la
hemoglobina. Las principales enzimas encargadas de metabolizar el H,O, son la CAT
y GPx.

Los eritrocitos son células blanco debido a que sufren mayor produccién de
H,O, por la autooxidacion de la hemoglobina. Para la eliminacién del H,O, en los
eritrocitos, estan las enzimas CAT y GPx [116, 133, 38, 135]. En nuestro estudio se
presentaron mayores actividades tanto de la CAT y de la GPx en la DM2 concordando
con diferentes antecedentes [116, 135]. En cuanto a la actividad de la GPx, esta fue
mayor desde el estado de GAA hasta la DM2, lo cual esta relacionado con la

detoxificacion de ERO como el H,O, previamente antes de la DM2.
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En el presente estudio los pacientes diabéticos presentaron mayor EO debido a
gue tuvieron mayores concentraciones de ERO y TBARS. Las ERO y los TBARS se
consideran marcadores de EO, siendo los TBARs productos finales de la LPO

asociados con la hiperglucemia [118, 136].

Igualmente, se ha reportado que los sujetos no diabéticos con RI, presentan
mayores concentraciones de TBARS durante estados de desarrollo de la DM2 debido
al desbalance producido por la hiperglucemia concordando con nuestros resultados
[102, 116, 117, 127, 130, 153, 155, 156].

Dos importantes consecuencias de la hiperglucemia en la DM2 son el EO y la
LPO. El aumento de TBARS y por tanto de la ALDH, puede deberse que durante la
DM2 hay incremento de la formacion de los productos finales de la glicaciéon avanzada
(AGESs) que liberan RL y por lo tanto inducen EO [137].

En el grupo de DM2 sin tratamiento farmacolégico presento alta variabilidad
estadistica, sugiriendo que estos pacientes tienen diferente curso de la enfermedad.
Es posible que estos pacientes con un tiempo de evolucién menor de la enfermedad
muestren menor actividad de las enzimas antioxidantes (ALDH y CAT) con el grupo de
DM2 con tratamiento. Sin embargo, en los analisis de regresion logistica se observo
gue solo la actividad de ALDH y la SOD tuvieron asociacion significativa con el

tratamiento farmacologico hipoglucémico en la DM2.

Cuando los pacientes con DM2 con y sin tratamiento farmacolégico se
clasificaron bajo control glucémico, se observo que el comportamiento de las enzimas
antioxidantes y marcadores de EO fue similar al de los sujetos con DM2 tratados con
control glucémico. La presencia de altas actividades enzimaticas en el grupo de DM2
con tratamiento hipoglucemiante puede evitar un dafio significante debido al
incremento de ERO y TBARS.

Es posible que este nuevo balance de enzimas antioxidantes es un mecanismo
en contra del EO que previene las complicaciones clasicas de la misma [152]. En
contraste, el perfil enzimatico fue similar al de los sujetos NG con excepcion de la GPx

89



y las concentraciones de TBARS y ERO fueron mayores en este grupo de pacientes
con DM2 sin tratamiento farmacol6gico con control glucémico [138, 139]. La medicion
de HbAlc resulta una herramienta importante debido a que provee una medida de los
valores cronicos de la glucosa por lo tanto, se sugiere que la presencia de menor
glucemia o mayor control glucémico, mayores actividades enzimaticas vy
concentraciones de marcadores de EO pueden encontrarse en estos sujetos
sugiriendo que el dafio oxidante puede ser menor para tener un contro metabdlico.
Estos resultados concuerdan con estudios donde han reportado asociacion entre los
productos de LPO y control glucémico y aumento de los marcadores de LPO y glucosa

en plasma en DM2 sin control glucémico [125, 126].

El aumento de las concentraciones de TBARS en diabéticos sin control
glucémico se debe a una disfuncién del metabolismo de los lipidos (LPO) [141], 0 a un
cambio funcional en la membrana del eritrocito continuando por una inhibicion de
algunas enzimas antioxidantes que resulta en acumulaciéon de ER [142]. Ademas,
pacientes diabéticos con un pobre control glucémico, tienen mayor acumulacién de
polioles y mayor oxidacion mediada por ERO. Igualmente debido a la toxicidad de la
glucosa hay mayor acumulacion de productos de glucosilacion es decir, mayores
concentraciones de HbAlc [142, 143].

Diferentes estudios clinicos con continuo monitoreo del tratamiento
farmacoldgico, han encontrado mejor defensa antioxidante en la DM2 con el
tratamiento de metformina como monoterapia 0 en combinacién. Estos resultados
concuerdan con los de Pavlovic y col, 2000 [144], donde evaluaron en pacientes
diabéticos el efecto de la monoterapia con metformina sobre la actividad de SOD, CAT

y GPx en plasma y eritrocitos concluyendo un aumento en la respuesta antioxidante.

Ghadge y col. 2015 [121] determiné un aumento de la actividad de SOD vy la
disminucién la actividad de CAT en suero de pacientes con DM2 tratados con

metformina sola 0 en combinacion con otros farmacos hipoglucemiantes.

Otros farmacos hipoglucemiantes como las sulfonilureas tanto en monoterapia

como en combinacién o la insulina en combinacion con biguanidinas [130] estan
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asociados a un buen control glucémico y aumento de defensa antioxidante. El control
glucémico se asocia con el grado de hiperglucemia y el EO, un pobre control
glucémico induce EO y este a su vez induce un aumento de la defensa antioxidante
[118, 125].

Se puede deducir que nuestra muestra analizada de pacientes con DM2 con
tratamiento hipoglucemiante tuvo un deficiente apego al tratamiento o que este fue
inadecuado en muchos de nuestros pacientes reclutados debido a que el 56% no tuvo
control glucémico. Esta situacién pone en riesgo a los pacientes debido a mayor
probabilidad de complicaciones, lo que genera un mayor costo econdémico al paciente
y al sistema de salud. Del 72.5 % de los pacientes en México que estan bajo un
tratamiento hipoglucémico oral solo el 25% de los pacientes refleja un buen control
metabdlico bajo tratamiento [157].

Se ha establecido que el tratamiento hipoglucemiante mejora la defensa
antioxidante en pacientes con DM2 [144, 145]. Estos resultados indican que el
tratamiento farmacoldgico afecta de manera significante tanto la actividad de las
enzimas y marcadores asociados al EO y que ademas, el tratamiento farmacologico
reduce la generacion de ERO [146], siendo posible que aumente la expresiéon de las
enzimas antioxidantes en DM2 T para mitigar el dafio por EO y LPO. La metformina
es el farmaco tipo biguanida mas utilizado en las clinicas para el control de la
enfermedad. Se ha demostrado que tiene accion antioxidante y antiinflamatoria [147],
reduce la expresion de la NADPH oxidasa e incrementa la expresiéon de enzimas
antioxidantes en monocitos y macroéfagos humanos [146] ademas, de mejorar la
sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos, en el higado y dar proteccion contra
complicaciones vasculares, especialmente para los pacientes con obesidad y
resistencia a la insulina [33, 119-121, 145].

La HbAlc y los TBARS estan asociados desde el estado GAA. Existen pocos
estudios de EO en GAA y de acuerdo a nuestros resultados, observamos que el EO es
mas evidente en la DM2 que durante GAA. Bandeira y cols, 2012 [117], demostraron
la disminucion de la actividad de SOD y altas concentraciones de TBARS en estado

prediabético (GAA), lo que concuerda con lo encontrado en este estudio.
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De manera interesante la actividad de GPx fue mayor significativamente en la
RI'y GAA. Una mayor actividad de GPx puede explicarse por los altos niveles de GSH

el (cofactor de esta enzima) que se ven alterados durante el EO [120, 149].

Asimismo, la concentracion de las ERO aumentaron en la DM2. Los estudios
clinicos y experimentales revelan que los niveles de ERO se incrementan durante el
inicio y desarrollo de la diabetes [28, 45]. Las ERO que se generan en la diabetes
afectan a varios tejidos entre ellos los glébulos rojos. Ademas, se sugiere que en la
diabetes no sélo se estimula la generacién de ERO, sino que también hay capacidad
de una célula o tejido de proteger contra el EO incrementado la actividad antioxidante
como una posible respuesta de adaptacion [148]. Las células que sufren de EO, han
desarrollado su propio sistema de defensa antioxidante inducible, que incluyen

componentes enzimaticos y no enzimaticos [150].

El encontrar una asociacion de ALDH y las otras enzimas antioxidantes en los
eritrocitos durante los estados de RI, GAA y DM2, sugiere que tienen un papel
importante como atrapadores de moléculas que se producen bajo el EO y que pueden
ser un factor prondéstico potencial en la etapa previa y desarrollo de la DM2.

También, hay que tener en cuenta que diferentes niveles de defensa
antioxidante se atribuyen a factores genéticos que pudieran alterar la funcionalidad y
actividad de estas enzimas de acuerdo a las poblaciones. Otro factor son las
diferencias fisicas y fisioldgicas entre hombres y mujeres, tales como la distribucion del
tejido adiposo y la masa muscular. Se ha encontrado que las mujeres sufren menos
EO debido a la proteccién estrogénica, lo que puede mejorar la capacidad antioxidante

[151] observando que en nuestro estudio hubo mayor participacion de mujeres.

Asi, en este estudio se apoyan varios hallazgos establecidos y se contribuy6 a
determinar la asociacion de la actividad de la ALDH en la DM2 con tratamiento
hipoglucémico. Ademas, de presentar por primera vez la actividad de ALDH en
poblacibn mexicana. Se propone que los pacientes deben tener un estricto
control/apego de tratamiento farmacolégico lo que conlleva a un buen manejo de
contol glucémico para reducir el EO, lo que daria una mejor perspectiva para evitar

complicaciones. Nuestro sistema de salud debe mejorar la vigilancia de los pacientes
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diabéticos para determinar el mejor tratamiento para cada paciente. Por lo tanto, una
terapia ideal para la diabetes seria un tratamiento farmacolégico que no sélo posee un
efecto hipoglucémico, sino que también mejore o protega el sistema de defensa

antioxidante que esta involucrado [18, 145, 152, 154].

Son necesarios mas estudios preclinicos, clinicos y genéticos para explicar los
cambios observados en las actividades de las enzimas antioxidantes y los marcadores

EO durante el inicio, la permanencia y las complicaciones de la diabetes.
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IX. INTEGRACION DE RESULTADOS

Se ha mencionado que la LPO y el EO son condiciénes importantes que se
presentan durante los estados prediabeticos y DM2 propiciando un aumento de la

defensa antioxidante.

Por lo tanto, en este estudio los pacientes con DM2 con tratamiento
farmacolégico hipoglucemiante presentaron mayor actividad enzimatica antioxidante
de la ALDH, SOD, GPx y CAT confirmandose con asociacion indirecta de las enzimas
ALDH y SOD en DM2 con tratamiento hipoglucemiante (Figura 20).

DM2 con
tratamiento
farmacologico
hipoglucemiante

Figura 20. Integracion de los resultados en los pacientes con DM2. La hiperglucemia
promueven el desarrollo de EO y LPO, el cual puede ser detectado en eritrocitos por un
incremento de ERO y TBARS. Estos estados de EO son contrarrestados por el aumento de la
actividad de las enzimas antioxidantes ALDH, SOD, CAT y GPx durante la DM2 con
tratamiento hipoglucemiante.
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X. CONCLUSION

En este estudio se determinaron mayores actividades de ALDH y SOD
asociadas al tratamiento farmacoldgico hipoglucemiante. La DM2 con tratamiento
farmacoldgico hipoglucemiante y control glucémico presento un mayores actividades
antioxidantes (ALDH, SOD, GPx y CAT) lo cual puede ayudar a prevenir el desarrollo

de complicaciones.
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Xll. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento Informado

HOSPITAL REGIONAL LIC. ADOLFO LOPEZ MATEOS (HRLALM)
UNIDAD DE INVESTIGACION
Laboratorio de Medina Gendmica

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Carta de Consentimiento informado para participar en el estudio de investigacion

Titulo de los proyectos: Evaluacidon del factor de transcripcion Nrf2 como posible blanco terapéutico
en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y su asociacion con polimorfismos en la regiéon promotora:
primera etapa y Caracterizacion de la aldehido deshidrogenasa ALDH de eritrocitos humanos de
pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Dra. Eunice Rodriguez Arellano, Lab. Medicina Genédmica HRLALM. Dr. José Pedraza Chaveri, Facultad

de Quimica, UNAM. M. en C. Angélica Jiménez Osorio, UNAM, Dra. Diana Barrera Oviedo, Facultad de

Medicina, UNAM, M en C. Alejandra Picazo Sanson, Dr. Julio Alberto Cruz Santana, Medicina Interna,
HRLALM.

Usted estd siendo invitado a participar en un par de estudios de investigacion cientifica
interinstitucional con el objetivo de evaluar el papel de una molécula enddgena 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 participacién en estos
estudios es completamente voluntaria. Usted debe leer la siguiente informacidn y sus dudas deben ser
aclaradas por la persona que aplica este consentimiento, antes de decidir si desea participar o no.

Propdsito del estudio: El objetivo es identificar si una molécula endégena (Nrf2) y algunas enzimas
antioxidantes estan involucradas en el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y sus complicaciones, asi
como saber si existe asociacion entre los niveles de estas moléculas y la genética (polimorfismos).
Como resultado de esta investigacidén se pretende establecer un biomarcadores de la enfermedad y
estrategias de prevencion y/o control de la enfermedad.

Procedimiento: Si decide ser voluntario su participacién consistira en lo siguiente.

Al aceptar participar en el estudio debera llenar un cuestionario sobre su historial médico. El médico o
enfermera le medird la presién arterial, su peso y talla. Se le hard una toma de muestra de sangre que
se obtiene de la vena del brazo de la misma manera para un analisis rutinario de sangre en un
laboratorio clinico. Se requiere que usted tenga de 9 a 12 horas de ayuno. El volumen maximo de
extraccion serd de 16 ml (2 tubos). Esta muestra servira para los andlisis de quimica sanguinea,
biometria hematica y analisis quimicos y moleculares necesarios para cumplir los objetivos de esta
investigacion. Ademas, se extraerd el ADN, que es aquella molécula que contiene los genes que
heredamos de nuestros padres. Los datos clinicos y la muestra de ADN se identificardan con un cddigo
interno para proteger su privacidad. Sélo los investigadores involucrados en el estudio tendran acceso a
la informacidn y ningun dato de identificacidn personal se vinculara con los datos clinicos para su
privacidad.
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Riesgos potenciales y molestias: La toma de muestra sanguinea le puede ser incomoda y en ocasiones
puede resultar en un pequefio moretdn en el sitio de puncién. Su muestra de sangre y datos cinicos se
etiquetaran con niumero de identificacion interno para proteger sus datos personales dentro del marco
de la ley.

Beneficios potenciales: en estudios de investigacion 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 recibira ningtn resultado molecular o genético de manera individual. Debido
a que se trata de una primera etapa, estos resultados serviran para establecer estrategias nuevas de
control de la enfermedad y se divulgaran por medio de revistas cientificas.

Alternativas a la participacidn: usted puede elegir participar o no en el estudio, en caso de retiro de la
investigacion, cercidrese que su cuestionario ha sido destruido asi como su muestra desechada. No se
afectara su relacién con el HRLALM.

Pago: no hay ninguna retribuciéon econdmica para los participantes en el estudio.

Productos comerciales: las muestras de sangre son importantes para el estudio y formardn parte de un
repositorio Unico que permanecerd en resguardo de la institucién. Si un producto comercial es
desarrollado a partir de este proyecto, serd propiedad de las instituciones y no del participante.
Contribucidn financiera: su participacién no le generard costo.

Compensacion por danos relacionados a su participacidon: en caso de que usted sufriera dafio como
resultado de su participacién directa en el estudio, se le otorgara asistencia médica.

Informacion: usted podra pedir informacidn acerca del desarrollo del estudio al solicitarlo a la M. en C.
Angélica Jiménez al tel. 5622 3878 o por via electrénica al correo: dmnrf2_hrlalm@gmail.com.
Considere que la obtencién de resultados finales puede tardar mas de 2 afios.

Investigadores:

Dra. Martha Eunice Rodriguez Arellano. Jefa de la unidad de Investigacién, HRLALM.

Dr. José Pedraza Chaverri. Profesor investigador titular C de la Fac. de Quimica. UNAM.

M. en C. Angélica Sarai Jiménez Osorio. Candidata a Doctor. Fac. de Quimica. UNAM.

Dra. Diana Barrera Oviedo, Facultad de Medicina. Profesor investigador titular de la Fac. de Medicina.
UNAM.

M en C. Alejandra Picazo Sansén. Candidata a Doctor. Fac. de Quimica. UNAM.

Dr. Julio Alberto Cruz Santana, Medicina Interna, HRLALM.

Yo, he sido informado
de los riesgos potenciales del estudio y declaro que es mi decisidn participar en estos estudio. Mi
participacidn es voluntaria. He sido informado que puedo retirarme de los estudios en el momento que
asi lo decida, sin penalizacién alguna y sin perder mis beneficios como derechohabiente. Si decido
terminar mi participacion, seguiré recibiendo atencion médica en la unidad de adscripcién que le
corresponde y no se mostrard ningln prejuicio hacia mi para recibir atencion médica o para participar
en estudios de investigacién futuros. Puedo solicitar informacién adicional acerca de los riesgos
potenciales o beneficios derivados de mi participacién en este estudio. Puedo obtener los resultados de
mi evaluacién clinica si asi los solicito. Puedo solicitar también informacién sobre las conclusiones
generales del estudio, a través de contactar a la M. en C. Angélica Sarai Jiménez Osorio a M en c.
Alejandra Picazo o la Dra. Martha Eunice Rodriguez Arellano al teléfono 53222300 Ext 89203.

He leido y entendido toda la informacién que me ha sido proporcionada acerca de mi participacién en
este estudio. Se me dio la oportunidad de preguntar todas mis dudas y estas han sido aclaradas a mi
entera satisfaccion. Entiendo y recibo una copia firmada de este consentimiento informado.
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Nombre, fecha y firma del

paciente

Nombre y firma de la persona que aplicé este consentimiento

Nombre y firma del testigo 1

Fecha de firma testigo 1

Nombre y firma testigo 2

Fecha de firma testigo 2

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre Edad Fecha
Fecha de nacimiento Clinica ISSSTE Teléfono
Antecedentes Heredofamiliares
¢:Sus familiares son mexicanos? Si No | Entidad federativa de procedencia
Padre
Madre
Abuelos paternos
Familiar Diabetes | Hipertension | Infarto al corazén | Enf. Cerebrovascular | Nefropatias | Enf. neurodegenerativa

Abuelo Paterno

Abuelo Materno

Abuela Paterna

Abuela Materna

Padre

Madre

Hermanos

Hijos

Tios directos

Primos directos

| Abuelos maternos
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¢Alguno de sus familiares padece (padecid) alguna de las siguientes enfermedades? (marca con una X en

caso afirmativo)

Antecedentes Personales (marque con una X segun corresponda)

Si

no

Consumo de tabaco

Cantidad

Consumo de alcohol

Cantidad

Tratamiento hormonal

Pancreatitis

Infarto

Enfermedad vascular periférica

Cirugias

Cual

Hipotiroidismo

Acantosis Nigricans

Ejercicio

Tiempo a la semana:

Hipertension

Edad de diagndstico:

Tx:

Hipercolesterolemia (colesterol
alto)

Edad de diagndstico:

Tx:

Hipertrigliceridemia (triglicéridos
altos)

Edad de diagndstico:

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: | Presién arterial | Cintura (cm): | Cadera (cm): | Brazo (cm):

Diabetes: Si No

Edad de
diagndstico:

Glucosa promedio: Tx:

Hospitalizacidn: si no

Complicaciones Nefropatia:si no Tx: Edad de diagndstico:
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Pie diabético:si_ no | Tx: Edad de diagndstico:
Neuropatia:si_ no Tx: Edad de diagndstico:
Otra: Tx: Edad de diagndstico:

DIETA ALIMENTICIA

Nombre

Edad

Fecha

Fecha de nacimiento

Clinica ISSSTE

Teléfono

éCuantos dias 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 Sandia
Alcachofa Granada roja
Arandanos Pescado
Café Apio
Frambuesa Arandano azul
Mora azul Té negro
Vino tinto Pimiento morrén amarillo
Pifia Pimiento morrén verde
Guayaba Zanahoria
Ciruela pasa Betabel
Col (repollo) Acelgas
Naranja Verdolagas
Manzana Perejil
Mango Berros
Ciruela negra Mandarina
Espinacas Lima

Cereales de grano

Kiwi
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Papas

Té verde

Tamarindo

Jitomate

Pimiento morrén rojo

Pimiento morrén

naranja
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The antioxidant system results essential to control and prevent lipid peroxidation due to stress damage in type 2
diabetes. An example is aldehyde dehydrogenase (ALDH), an enzyme that is involved in the detoxification of
aldehydes formed during lipid peroxidation. This study was conducted to evaluate ALDH activity and to
determine their association with hypoglycemic treatment in type 2 diabetes patients.

The study population consisted of 422 Mexican subjects: a control group and type 2 diabetes patients. Type 2
diabetes patients were re-classified as those with or without hypoglycemic treatment and those with or without
glycemic control (according to glycated hemoglobin (HbAlc)). Clinical parameters, antioxidant enzyme
activities (ALDH, superoxide dismutase (SOD), catalase and glutathione peroxidase) and oxidative markers
(reactive oxygen species and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)) were evaluated.

The activity of antioxidant enzymes and oxidative stress markers were higher in type 2 diabetes patients with
hypoglycemic treatment and without glycemic control than control group. The activity of ALDH and SOD
remained high in type 2 diabetes patients with moderate glycemic control while only ALDH's remained high in
type 2 diabetes patients with tight glycemic control. Increased ALDH and SOD activities were associated with
hypoglycemic therapy. TBARS levels were associated with glycemic control.

The persistence of high ALDH and SOD activities in type 2 diabetes patients with glycemic control may be to
avoid a significant damage due to the increase in reactive oxygen species and TBARS. It is possible that this new
oxidative status prevented the development the classical complications of diabetes.

Keywords:

Aldehyde dehydrogenase

Superoxide dismutase

Thiobarbituric acid reactive substances

1. Introduction detoxification of acetaldehyde and other toxic aldehydes (Chen et al.,

2014).

Oxidative stress is thought to play a key role in the pathogenesis of
type 2 diabetes mellitus by impairing insulin secretion or increasing
insulin resistance (Araki and Nishikawa, 2010; Robertson, 2009,
2002). Lipid peroxidation generates toxic aldehydes such as malon-
dialdehyde, acetaldehyde, and 4-hydroxy-2-nonenal that can form
adducts with proteins, leading to cell damage and organ dysfunction.
Thus, aldehydes may contribute to the deleterious consequences of
oxidative stress in diabetes (Turk et al., 2002). Lipid peroxidation is
decreased through several enzymatic systems like aldehyde dehydro-
genases that are able to oxidize aldehydes to their respective organic
acid. ALDH is a crucial enzyme responsible for the metabolism or

The American Diabetes Association (ADA) recommends lifestyle
modifications and metformin for initial pharmacological therapy of
type 2 diabetes (2014). Studies have shown improvement in the disease
complications and antioxidant defense with metformin alone or in
combination with other drugs (Chakraborty et al., 2011; Esteghamati
et al,, 2013, 2000). However, due to the progressive nature of the
disease, most patients will require the use of a combination pharma-
cological therapy to reach therapeutic goals. The ADA recommends
adding a sulfonylurea or insulin when metformin monotherapy is
insufficient to reach or maintain target goals (ADA, 2014, Nathan et al.,
2009; Phung et al., 2010). Some hypoglycemic drugs currently
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employed (insulin, sulfonylureas or biguanidines) improve antioxidant
defense and prevent diabetes complications (ADA, 2014, Araki and
Nishikawa, 2010, Esteghamati et al., 2013; Shen, 2012).

In this observational study, the effects of hypoglycemic drugs on
ALDH (EC 1.2.1.3) activity were explored in type 2 diabetes patients.
Moreover, the levels of the widely studied oxidative stress status
markers (reactive oxygen species and TBARS) as well as the antiox-
idant enzymes (SOD (EC 1.15.1.1), CAT (EC 1.11.1.6) and GPx (EC
1.11.1.9)) that metabolize the principal reactive oxygen species were
determined.

2. Materials and methods
2.1. 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 Research Department, Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lopez Mateos", ISSSTE (registration number 209.2013),
General Hospital of Mexico (registration number DI/11/UME/4/46)
and Faculty of Medicine, UNAM (Project number 059-2012). All
participants agreed to participate in the study by signed a consent
form prior to the application of the research protocol.

Inclusion criteria were according to ADA standards (ADA, 2014;
Nathan et al., 2009): 1) Control subjects (CT): Without any type of
diabetes, fast plasmatic glucose <99 mg/dl; 2) Patients with type 2
diabetes (D NT): Diagnosis of type 2 diabetes, fast plasmatic glucose
>126 mg/dl and without treatment; 3) Patients with type 2 diabetes
and treatment (D T): Diagnosis of type 2 diabetes and hypoglycemic
drugs treatment (insulin, metformin and glibenclamide alone or in
combination); 4) Patients with type 2 diabetes treated with hypogly-
cemic drugs and with glycemic control (D T C): according to HbAlc
levels (< 6.5%); and 5) Patients with type 2 diabetes treated with
hypoglycemic drugs and without glycemic control (D T NC): according
to HbAlc levels (26.5%). D T C and D T NC groups were subdivided
into two groups for analysis.

Exclusion criteria of subjects were as follows: with type 1 diabetes,
gestational diabetes, pregnant or lactating women, no Mexican origins,
younger than 35 years old, alcoholics or with excessive alcohol
consumption, with bleeding disorders, erythrocythemia or anemia,
with diabetic nephropathy, with mental health problems or unable to
sign the informed consent to participate in the study. Only subjects
with complete data were included for the statistical analysis.

2.2. Sample collection and clinical analysis

Two samples (6 ml each) of venous peripheral blood were obtained
from antecubital vein after 8—10 h of nighttime fasting. One sample
was collected into serum separator tube and was centrifuged at 1500xG
for 10 min at 4 °C. Glucose was measured in serum using a Miura 200
Auto analyzer (Diamond Diagnostics, Holliston MA, USA) employing
commercial kit (I.S.E., Freiburg Breisgau, Germany). The other sample
tube supplemented with EDTA was used for blood collection. Ten pl of
EDTA-blood were used for HbAlc quantification in a Miura 200 Auto
analyzer and the remnant was used to obtain plasma for insulin
evaluation and for erythrocytes isolation by centrifugation of 1500xG
for 10 min at 4 °C. Insulin was determined in an ARCHITECT auto
analyzer (Abbot, Lake Forest IL, USA). A homeostasis model assess-
ment (HOMAZ2) calculator was used to calculate HOMA2-IR (estimates
insulin resistance)) HOMA-S (estimates insulin sensitivity) and
HOMA-B (estimates steady state beta cell function) indices and can
be found at the following website: http://www.dtu.ox.ac.uk/index.php?
maindoc=/homa/(Walace et al., 2004).

The white phase cells was removed and erythrocytes were washed
twice with cold saline solution (154 mmol/l) and hemolysates with
double distilled water (1:5 cells-water) and centrifuged at 1500xG for
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10 min at 4 °C. Lysates from erythrocytes were used to determine the
enzyme activity of ALDH, SOD, CAT and GPx as well as the reactive
oxygen species and TBARS levels by spectrophotometric or fluoro-
metric methods.

2.3. Activity of antioxidant enzymes in erythrocytes hemolysates

ALDH activity was determined by measuring the generation of
NADH at 340 nm (Rawles et al., 1987). The enzyme activity was
expressed as U/mg hemoglobin. SOD activity was determined using the
reduction of nitroblue-tetrazolium to formazan that is detectable at
586 nm. One unit of SOD was defined as the amount of protein that
inhibits NBT reduction by 50% (Oberley and Spitz, 1984). The enzyme
activity was expressed as U/mg protein. CAT activity was determined
by measuring the consumption of hydrogen peroxide at 240 nm (Aebi,
1984), the enzyme activity was expressed as k/mg protein. The activity
of GPx was determined measuring the consumption of NADPH at
340 nm. One unit of GPx was defined as the amount of enzyme that
oxidizes 1 pmol of NADPH/min, the enzyme activity was expressed as
U/mg protein (Barrera et al., 2003). The total protein content was
determined using the colorimetric method of Lowry et al. (1951).

2.4. Oxidative stress markers levels in erythrocytes hemolysates

Reactive oxygen species are formed by the incomplete reduction of
oxygen and a fluorometric assay, based on the oxidation of 2-
dichlodihydrofluorescein diacetate to 2, 7-dichloro-fluorescein was
employed to detect them. Results were expressed in arbitrary fluores-
cence units. Fluorescent signals were recorded at excitation and
emission wavelengths of 488 and 532 nm, respectively (Silva-Adaya
et al., 2008). Lipoperoxidation was determined by TBARS assay as
products of the polyunsaturated fatty acids decomposition react with
thiobarbituric acid. This controlled reaction was quantified spectro-
photometrically at 532 nm (Reznick and Packer, 1994).

2.5. Statistical analyses

Reduction of the dimension of the data was performed on variables
with missing data. Data were analyzed using GraphPad Prism 5.0
(Graph Pad, San Diego, USA). Spearman correlation test, Mann-
Whitney test or Kruskal-Wallis test followed by the multiple compar-
ison test proposed by Dunn were used. Data were shown as the median
(minimum-maximum) or as mean + S.E.M. Logistic regression analysis
(Tabachnick and Fidell, 2012) was performed using STATA 12
(StataCorp, College Station, TX, USA). Data were shown as Odds
Ratio (OR) and 95% confidence interval, P< 0.05 was considered
significant.

3. Results
3.1. Clinical characteristics

After applying inclusion and exclusion criteria, 422 subjects were
included in the study. The classification of participants was conducted
to determine some characteristics of diabetic patients with treatment or
without treatment, diabetic patients with glycemic control and diabetic
patients without glycemic control. The values are shown in Table 1. The
average time from diagnosis of diabetes was 8.0 (0—30) years. Woman
predominance (55%) was found in recruited population. Treatment
was: glibenclamide (4 patients), insulin (15 patients), metformin (37
patients), glibenclamide/metformin (23 patients), insulin/metformin
(45 patients) and glibenclamide/insulin/metformin (2 patients).

3.2. Antioxidant enzymes

ALDH, SOD, CAT and GPx activities were significantly higher in D
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Table 1
Clinical profile of healthy individuals and patients with type 2 diabetes.

European Journal of Pharmacology 800 (2017) 57-62

CT D P
(n=256) (n=166)
D NT DT
(n=41) (n=125)
DTC1 DTC2 D T NC1 D T NC2
HbAlc HbAlc HbAlc HbAlc
<5.6 5.7-6.4 6.5-7.5 >7.6
(n=20) (n=31) (n=26) (n=48)
Age 48 55° 59° 56" 60" 56" <0.0001
(years) (35-79) (35-82) (47-73) (36-80) (42-73) (39-73)
BMI 28 29 30 29 30 29 0.1504
(kg/m?3) (18-50) (19-45) (19-42) (25-40) (20-41) (19-38)
Glucose 90 152% 115° 122¢ 127¢ 199* <0.0001
(mg/dL) (70-99) (75-298) (82-155) (70-229) (80-164) (70-487)
HbAlc 4.7 6.6" 5.3 6.0° 7.1%¢ 9.6%Pcd <0.0001
(%) (3-7.4) (4.3-12) (4.0-5.6) (5.7-6.4) (6.5-7.6) (6.8-14)
Insulin 11 15 13 12 23% 26" <0.0001
(uU/ml) (2.3-146.4) (3.6-68.6) (3.9-26.1) (4.6-23.2) (3.6-55.9) (1.2-107.6)
HOMAZ2-IR 1.35 2.15° ND ND ND ND <0.0001
(0.3-15.15) (0.56-10)
HOMA2-S 99 69° ND ND ND ND <0.0001
(7-341) (10-179)
HOMAZ2-B 121 70° ND ND ND ND <0.0001
(52-683) (12-254)

CT: control subjects, D: type 2 diabetes patients, D NT: type 2 diabetes patients without hypoglycemic treatment, D T: type 2 diabetes patients with hypoglycemic treatment, D T NCT:
type 2 diabetes patients with hypoglycemic treatment and without glycemic control, D T CT: type 2 diabetes patients with hypoglycemic treatment and glycemic control, BMI: body mass
index, HbAlc: glycated hemoglobin, HOMA2-IR: homeostasis model assessment - insulin resistance, HOMA2-S: insulin sensitivity, HOMA2-B: state beta cell function. Mean

(minimum-maximum), Kruskal-Wallis test followed by Dunn test.
2 P<0.05 vs CT,
> P<0.05 vs D NT,
¢P<0.05vs DTCI,
4 P<0.05 vs D T C2. Mann-Whitney test
¢ P<0.05 vs CT.

T NC1 (67%, 25%, 16% and 66%, respectively), and D T NC2 (124%,
36%, 10% and 109%, respectively) than those of the CT group. ALDH
and SOD activities remained significantly high in D T C2 (82% and
25%, respectively) than the CT group. ALDH was significantly higher in
D T C1 (77%) compared to CT group (Fig. 1A to D).

3.3. Oxidative stress markers

TBARS levels were significantly higher in D NT (66%) than those
found in CT group. Reactive oxygen species and TBARS levels were
significantly higher in D T C2 (41% and 34%, respectively), D T NC1
(64% and 36%, respectively) and D T NC2 (41% and 59%, respectively)
than those detected in the CT group (Fig 1E and F).

The association of the parameters with treatment showed correla-
tions with glucose and HbAlc, parameters that indicate how is the
patient's glycemic control (Table 2). Multivariate logistic regression
analysis was performed after adjusting by age, gender, glucose, HbAlc
and insulin to evaluate antioxidant enzyme activities and oxidative
stress markers on type 2 diabetes and hypoglycemic treatment in type 2
diabetes. TBARS and ALDH were significantly associated to type 2
diabetes. ALDH and SOD activities were significantly associated to
hypoglycemic treatment in type 2 diabetes. TBARS was significantly
associated to the glycemic control (Table 3).

4. Discussion

For the last two decades it has been established that oxidative stress
plays an important role in the pathogenesis of diabetes and secondary
complications (Aouacheri et al., 2015; Araki and Nishikawa, 2010;
Huri et al., 2015; Matough et al., 2012, 2011). Giebultowicz et al.
(2014) determined that blood ALDH activity is significantly higher in
diabetic patients with a positive relationship between ALDH activity
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and HbAlc concentrations and association of ALDH with diabetes. In
the present study, the activity of ALDH and other enzymes involved in
the antioxidant defense as well as oxidative stress markers in erythro-
cytes from normal subjects and type 2 diabetes patients (with and
without hypoglycemic treatment; with and without glycemic control)
were evaluated.

The patients with type 2 diabetes showed a classic clinical profile;
increased glucose (152 mg/dl) and HbAlc (6.6% (49 mmol/mol)).
Despite we did not find a significant increase of insulin concentration,
HOMAZ2 indexes (Walace et al., 2004) showed evidence of increased
insulin resistance (HOMA2-IR), decreased insulin sensitivity
(HOMAZ2-S) and decreasing reserve insulin (HOMA2-B). In these
patients DM2 untreated, TBARS was the only parameter with a
significant increase, all other parameters evaluated, including ALDH,
showed a slightly increase (without statistical significance). However,
the logistic regression analysis showed an association of TBARS and
ALDH with diabetes. This finding is consistent with the reported by
other groups (Aouacheri et al., 2015, Bandeira et al, 2012,
Giebultowicz et al., 2014, Huri et al., 2015, Kopprasch et al., 2006,
Matough et al., 2012, Singh et al., 2013 and Waggiallah and Alzohairy,
2011).

Results from patients with diabetes of the untreated group showed
high statistical variability, suggesting that the patients had different
time course with the disease. It is possible that patients with a longer
diabetes history could show a higher levels of the parameters, as those
found in patients with diabetes and hypoglycemic treatment (increased
all enzymatic activities and stress markers). In this case, increased
reactive oxygen species may produce the oxidation of a diversity of
molecules, including lipids. This increase of oxidized lipids (evaluated
by TBARS) induces increased ALDH activity that metabolizes some
products of lipid peroxidation (Singh et al., 2013). The increased
reactive oxygen species also induce higher activities of the main
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Fig. 1. Antioxidant enzyme activities and oxidative stress markers in erythrocyte lysates. A. ALDH: aldehyde dehydrogenase, B. SOD: superoxide dismutase, C. CAT: catalase, D. GPx:
glutathione peroxidase, E. ROS: reactive oxygen species, F. TBARS: thiobarbituric acid reactive substances. CT: control subjects, D NT: type 2 diabetes patients without hypoglycemic
treatment, D T: type 2 diabetes patients with hypoglycemic treatment, D T NCT: type 2 diabetes patients with hypoglycemic treatment and without glycemic control (HbAlc 26.5%), D T
CT: type 2 diabetes patients with hypoglycemic treatment and glycemic control (HbAlc < 6.5%). Mean + S.E.M., Kruskal-Wallis test (P < 0.05) followed by Dunn test. "P < 0.05 vs CT, *P

<0.05vs DNT, ¥P<0.05vs D T C1.

Table 2

Correlations of antioxidant enzyme activities, oxidative markers and clinical parameters

with ALDH activity and glucose and HbAlc levels.

Table 3

Associations with type 2 diabetes, hypoglycemic treatments and glycemic control.

Groups analyzed Variable OR P 95% Conf.
ALDH Glucose HbAlc Interval
R? (P) R* (P) RZ (P) CT (0), D NT (1) TBARS 18.5656  <0.0001 6.2076-55.5262
ALDH 2.7363  0.002 1.4664-5.1061

ALDH 0.1962 ( < 0.0001) 0.3730 ( < 0.0001) R2 0.1810, P <0.0001, n 297
SOD 0.2336 (< 0.0001) 0.2072 (< 0.0001) 0.3046 (< 0.0001) CT (0), D (1) TBARS 16.2550  <0.0001 6.7018-39.42612
CAT 0.0662 (0.1744) 0.1193 (0.0142) 0.2033 ( < 0.0001) ALDH 4.1727  <0.0001 2.7094-6.4262
GPx 0.1541 (0.0015) 0.1915 (< 0.0001) 0.2503 ( < 0.0001) SOD 1.0088  0.05 0.9999-1.0177
ROS 0.3179 (< 0.0001) 0.1540 (0.0015) 0.3108 ( < 0.0001) R2 0.2294, P <0.0001, n 422
TBARS -0.0726 (0.1366) 0.3043 (< 0.0001) 0.2735 (< 0.0001) D NT (0), DT (1) ALDH 27221  0.010  1.2703-5.8333
Glucose 0.1962 ( < 0.0001) 0.6020 ( < 0.0001) SOD 1.0316  0.006  1.0089-1.0549
HbAlc 0.3730 ( < 0.0001) 0.6020 ( < 0.0001) R2 0.1719, P <0.0001, n 166
Insulin 0.1163 (0.0234) 0.3306 (< 0.0001) 0.3296 (< 0.0001) DTNC(0),DTC(1) TBARS 27221  0.010  1.2703-5.8333
Age 0.3116 (< 0.0001) 0.2867 (< 0.0001) 0.4615 (< 0.0001) R2 0.1146, P 0.0102, n 125
BMI -0.0635 (0.1940) 0.1642 ( <0.0001) 0.1297 (0.0107)

ALDH: aldehyde dehydrogenase, SOD: superoxide dismutase, CAT: catalase, GPx:
glutathione peroxidase, ROS: reactive oxygen species, TBARS: thiobarbituric acid
reactive substances, BMI: body mass index, HbAlc: glycated hemoglobin. Spearman
correlation test, P < 0.05. The analysis includes healthy individuals (n=256) and patients

with type 2 diabetes (n=166).
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CT: control subjects, D: type 2 diabetes patients, D T: type 2 diabetes patients with
hypoglycemic treatment, D NT: type 2 diabetes patients without hypoglycemic treatment,
D T C: type 2 diabetes patients with hypoglycemic treatment and glycemic control, D T
NC: type 2 diabetes patients with hypoglycemic treatment and without glycemic control,
TBARS: thiobarbituric acid reactive substances, ALDH: aldehyde dehydrogenase, SOD:
superoxide dismutase, OR: Odd ratio. Multivariate logistic regression, P < 0.05.
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enzymes (SOD, CAT and GPx) that metabolize them (Spanidis et al.,
2016). However, the multivariate logistic regression analysis showed
that only ALDH and SOD activities had a significant association with
the hypoglycemic treatment in type 2 diabetes patients. When we
classified patients in 4 groups depending on their glycemic control, we
found that those with strict glycemic control (HbAlc <5.6% (38 mmol/
mol)) have a profile (clinical, antioxidant enzymes and stress markers)
similar to control subjects, with the exception of ALDH activity, which
remained high. Also, we found differences between glycemic control
groups in SOD activity, reactive oxygen species and TBARS levels. The
presence of high ALDH and SOD activities in type 2 diabetes patients
with glycemic control (HbAlc <6.4% (47 mmol/mol)) may be to avoid
a significant damage due to the increase in reactive oxygen species and
TBARS. It is possible that this new balance of antioxidant enzymes is
the mechanism against oxidative stress that prevents the development
of the classical complications of diabetes (Araki and Nishikawa, 2010;
Shen, and Matough et al., 2012).

In contrast, the patients with hypoglycemic treatment without
glycemic control (56%, HbAlc =6.5% (48 mmol/mol)) showed higher
levels of enzymatic activities and oxidative stress markers. These
results were congruent with the correlations found, where all para-
meters evaluated in this work had a significant correlation with glucose
or HbAlc (Table 2) suggesting that the lower glycemia or the higher
glycemic control, the lower levels of oxidative stress and antioxidant
enzyme activities will be found in subjects with type 2 diabetes. On the
other hand, TBARS was the only one parameter significantly associated
to glycemic control, suggesting that the damage due to oxidative stress
should be low in order to have a metabolic control.

Different controlled clinical trials with a continuous monitoring of
treatment, found an improved antioxidant defense in type 2 diabetes
patients with metformin alone and metformin combined with other
hypoglycemic drugs in combination. Malondialdehyde levels increased,
SOD and CAT activities decreased and GPx activity remained un-
changed in erythrocytes, whereas in plasma of type 2 diabetes patients,
the malondialdehyde levels, SOD and CAT activities decreased; and
GPx activity remained with no changes. The four-week treatment with
metformin caused the return to basal parameters (Pavlovi¢ et al.,
2000). Ghadge et al. (2015) determined that the SOD activity increased
and CAT activity decreased in serum of type 2 diabetes patients treated
with metformin alone or with other hypoglycemic drugs.

In this study we concluded that the treatment (prescribed by their
doctor) was inadequate in most of our patients (56%), resulting in lack
of glycemic control. This situation puts patients at high risk for
complications that will generate a greater economic cost to the patient
and the health system. The national health survey 2012, reports that
the prevalence of diabetes in Mexico is 9.1%. The frequency of patients
taking oral drugs is 72.5%, from which only 25% had treatment for
metabolic control (Gutiérrez et al., 2012).

This paper supports other findings and contributes determining the
association of ALDH activity with hypoglycemic treatment. Also, it
shows for the first time the ALDH activity in Mexican population. In
addition, we propose that patients should have a strict glycemic control
to reduce oxidative stress, which gives a better prognosis avoiding
complications. Our health system must improve the monitoring of
diabetic patients in order to determine the best treatment for each one.
Thus, the ideal therapy for diabetes would be a treatment that not only
possesses hypoglycemic effect, but also enhances or protects the
antioxidant defense system, which is usually involved (ADA, 2014;
Araki and Nishikawa, 2010; Esteghamati et al., 2013; Shen, 2012).

Further clinical and genetic studies are needed to explain the
observed changes in antioxidant enzyme activities and oxidative stress
markers at the beginning, permanence and complications of the
disease.

In conclusion, this work determined significantly higher ALDH and
SOD activities associated to hypoglycemic therapy. Type 2 diabetes
patients with hypoglycemic treatment and glycemic control showed an
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improved stress status than patients without glycemic control, which
could help to prevent the development of complications.
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