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l. RESUMEN

Antecedentes: El envejecimiento es un proceso bioldgico, gradual y adaptativo caracterizado por una
disminucién de la respuesta homeostatica, lo que incrementa la vulnerabilidad del organismo a ciertas
enfermedades cronicas no trasmisibles (ECNT) entre las que destacan la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). La DM2
es una enfermedad metabdlica que cursa con estrés oxidativo (EO) e inflamacidén cronica (IC), cuyas
alteraciones contribuyen en la fisiopatologia de las complicaciones micro y macrovasculares que se presentan
en la DM2. Por tal motivo, se han propuesto algunas opciones terapéuticas para prevenir y controlar el EO e IC.
En este sentido, el &cido alfa lipoico (AAL) es uno de los suplementos mas utlizados por sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias en adultos, sin embargo, son escasos los estudios realizados en adultos
mayores.

Objetivo: Evaluar el efecto de la administracion oral de AAL sobre estrés oxidativo, proceso inflamatorio crénico
y productos finales de la glucosilacion avanzada (AGEs) en adultos mayores con DM2.

Material y métodos: Previo consentimiento informado, se realizd un estudio aleatorizado, doble ciego,
controlado, en una poblacion de 108 adultos mayores con diabetes mellitus tipo 2 con tratamiento de
hipoglucemiantes orales por 5 afios 0 menos, sin dafio hepatico ni renal. Para tal efecto se conformaron en 3
grupos: 1) grupo experimental (GE), n=42 a quienes se les administrd AAL 600mg/ dia, 2) grupo placebo (GP),
n=38 aquienes se les administrd un placebo con la misma presentacion del tratamiento, y 3) grupo control (GC),
n=28, quines no recibieron ningdn suplemento. A todos los participantes se les realizaron mediciones
antropométricas (peso, estatura, indice de masa corporal, perimetro de la cintura y de la cadera), quimica
sanguinea y biometria hematica, empleando técnicas espectrofotométricas. También se midi6 el grado de EO a
través de la concentracion de 8-isoprostanos mediante ELISA, la capacidad antioxidante total (CAT) y la
actividad de las enzimas antioxidantes: superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx), mediante
espectrofotometria. La IC fue evaluada mediante las concentraciones séricas de TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-12p70,
IL-8 e IL-10 por citometria de flujo, ademas se midieron las concentraciones de la proteina C reactiva (PCR) por
turbidimetria. Los AGEs fueron cuantificados a través de su receptor (RAGE) por ELISA. Ademas, se midi¢ la
hemoglobina glucosilada (HbA1c). También se cuantificd la concentracion plasmatica de AAL en los tres grupos
de estudio. Las pruebas fueron realizadas al inicio y a los 6 meses. Los datos fueron analizados con la prueba
de ANOVA de medidas repetidas y regresion lineal multiple, utilizando el paquete estadistico SPSS V.15.0.
Resultados: Se observo un incremento estadisticamente significativo en la concentracion sanguinea de AAL en
el GE (basal, 0.222 vs. post-tratamiento, 3.503), en comparacién con el GP (basal, 02 vs, post-tratamiento,
0.179) y GC (basal, 0.2012 vs. 6 meses, 0.97) (p<0.01). Asimismo, los GE y GP mostraron una disminucion
estadisticamente significativa (p<0.05) en la concentracién sanguinea de 8-isoprostanos respecto al GC (GE:
basal, 1003 vs, post-tratamiento, 57+3; GP: basal, 106£7 vs. post-tratamiento, 77+5: GC: basal, 94£10 vs.
6meses 107+11 pg/mL). También se observd una disminucion estadisticamente significativa en la actividad de
la SOD en el GC (basal, 182+2 vs 6meses, 17211 UI/L, p<0.05) respecto al GE (basal, 1781 vs. post-
tratamiento, 17741 UI/L) y al GP (basal, 176£1 vs. post-tratamiento, 172+1 UI/L). Igualmente, la actividad de la
GPx mostré una disminucion estadisticamente significativa en el GC (basal, 9531+815 vs 6 meses, 62231613
UI/L, p<0.05) en comparacion con el GE (basal, 8409+507 vs. post-tratamiento, 96941458 UI/L) y el GP (basal,
82731575 vs. post-tratamiento, 8691+355 UI/L). Por otro lado, se encontrd una disminucién estadisticamente
significativa (p<0.05) en la concentracion de los RAGEs en el GE (basal, 1636 vs. post-tratamiento, 1144) y en el
GP (basal, 1506 vs. post-trtamiento, 1016) en comparacién con el GC (basal, 1407 vs. 6 meses, 1506).
Respecto a los marcadores pro-inflamatorios, en todos los parametros evaluados el GC mostré un incremento
estadisticamente significativo después de 6 meses (p<0.05) respecto a los GE y GP. Ademas, se observé una
correlacion positiva entre la concentracion sanguinea de AAL con la actividad de la SOD (r= 0.279, p<0.01) y de
la GPx (r= 0.249, p<0.05), aunada a una correlacién negativa con la concentracion de 8-isoprostanos (r= -0.247,
p<0.05) (Cuadro VIII.5). También se encontr6 una correlacion negativa entre la concentracion sanguinea de AAL
con IL12p70 (r=-0.220, p<0.05), TNFa (r = -0.250, p<0.05), IL6 (r= -0.249, p<0.05) y IL1B (r=-0.329, p<0.01).
Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que el tratamiento suplementario de AAL con dosis de 600mg/dia
tiene efecto antioxidante y antiinflamatorio similar al efecto placebo en adultos mayores con DM2.
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ABSTRACT

Background: Aging is a biological, gradual and adaptive process characterized by a decrease in homeostatic
response, which increases the vulnerability of the organism to certain non-transmissible chronic diseases
(NTCD), among which type 2 diabetes mellitus (T2DM) stands out. T2DM is a metabolic disease that occurs with
oxidative stress (OS) and chronic inflammation (Cl), whose alterations contribute to pathophysiology of micro and
macrovascular complications that occur in T2DM. For this reason, some therapeutic options have been proposed
to prevent and control OS and ClI. In this sense, alpha lipoic acid (ALA) is one of the most used supplements for
its antioxidant and anti-inflammatory properties in adults, however, there are few studies performed in older
adults.

Aim: To evaluate the effect of oral administration of ALA on oxidative stress, chronic inflammatory process and
advanced glycation end products (AGEs) in older adults with T2DM.

Design: Prior informed consent, a randomized, double-blind, controlled study was conducted in a population of
108 older adults with T2DM treated with oral hypoglycemic agents for 5 years or less, without liver or kidney
damage. For this purpose, they were divided into 3 groups: 1) experimental group (EG), n= 42 who received
600mg/day of ALA, 2) placebo group (PG), n= 38 who received a placebo with the same presentation of
treatment, and 3) control group (CG), n= 28, who did not receive any supplement. All participants underwent
anthropometric measurements (weight, height, body mass index, waist and hip circumference), blood chemical
and blood count, by spectrophotometric techniques. The degree of OS was measured through serum levels of 8-
isoprostanes by ELISA, total antioxidant capacity (TAC) and activity of antioxidant enzymes: superoxide
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx), by spectrophotometry. The Cl was evaluated by means of
serum concentrations of TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12p70, IL-8 and IL-10 by flow cytometry, in addition the
concentrations of C reactive protein (CRP) were measured by turbidimetry. AGEs were measured through their
receptor (RAGE) by ELISA. In addition, glycated hemoglobin (HbA1c) was measured. The plasma levels of ALA
were also measured in three study groups. The tests were performed at the beginning and at 6 months. The data
were analyzed with the repeated measures ANOVA test and multiple linear regression, using the statistical
package SPSS V.15.0.

Outcomes: There was a statistically significant increase on serum levels of ALA in the EG (baseline, 0.222 vs.
post-treatment, 3.503), compared to PG (baseline, 02 vs, post-treatment, 0.179) and CG (baseline, 0.2012 vs. 6
months, 0.97) (p <0.01). Likewise, EG and PG showed a statistically significant decrease (p <0.05) on serum
levels of 8-isoprostanes compared to CG (EG: basal, 100 £ 3 vs, post-treatment, 57 + 3; PG: basal, 106 £ 7 vs.
post-treatment, 77 + 5; CG: baseline, 94 + 10 vs. 6 months 107 £ 11 pg / mL). There was also a statistically
significant decrease in SOD activity on CG (baseline, 182 + 2 vs. 6 months, 172 £ 11U / L, p <0.05) compared to
the EG (baseline, 178 + 1 vs. post-treatment, 177 + 1 IU / L) and PG (baseline, 176 + 1 vs. post-treatment, 172
1+ 11U /L). Similarly, activity of GPx showed a statistically significant decrease in the CG (baseline, 9531 £ 815
vs 6 months, 6223 + 613 IU /L, p <0.05) compared to EG (baseline, 8409 + 507 vs. post -treatment, 9694 + 458
Ul /L) and PG (baseline, 8273 £ 575 vs. post-treatment, 8691 + 355 Ul / L). On the other hand, we found a
statistically significant decrease (p <0.05) on serum levels of RAGEs in EG (baseline, 1636 vs. post-treatment,
1144) and PG (baseline, 1506 vs. post-treatment, 1016) compared to CG (baseline, 1407 vs. 6 months, 1506).
Regarding the pro-inflammatory markers, CG showed a statistically significant increase in all evaluated
parameters after 6 months (p <0.05) with respect to EG and PG. In addition, a positive correlation was observed
between the blood concentration of ALA with the activity of SOD (r = 0.279, p <0.01) and of GPx (r = 0.249, p
<0.05), as well as a negative correlation with concentration of 8-isoprostanes (r = -0.247, p <0.05). (Table VIIL.5).
A negative correlation was also found between blood concentration of ALA with IL12p70 (r = -0.220, p <0.05),
TNFa (r=-0.250, p <0.05), IL6 (r = -0.249, p <0.05) and IL1f (r =-0.329, p <0.01).

Conclusion: Our findings suggest that supplementary treatment of AAL with a dose of 600 mg/day has an
antioxidant and anti-inflammatory effect similar to placebo effect in older adults with T2DM.
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. INTRODUCCION

El envejecimiento humano es un proceso biolégico, psicoldgico y social complejo que afecta a todos los
seres vivos y abarca cuatro niveles: fisiolégico, morfolégico, celular y molecular. Dicho proceso implica
disminucion en la capacidad del organismo para mantener la homeostasis, haciéndolo susceptible a

desarrollar enfermedades crénicas, mismas que en ultima instancia pueden causar la muerte.

El envejecimiento poblacional y sus implicaciones han despertado el interés por parte de la comunidad
cientifica debido a la transicion demografica que se ha experimentado en los Ultimos 50 afios, puesto
que en la actualidad el 11 % de la poblacién mundial son mayores de 60 afios y se espera que en 2050
esta cifra sea del 22%. En nuestro pais en el afio 2017, el 10,5% de la poblacién total (12, 973, 411)
era 260 afios de edad y las proyecciones demogréaficas indican que para 2050, el 27,7% (33.7
millones) de la poblacion mexicana tendra 60 afios 0 mas. Ademas, la esperanza de vida promedio a
los 60 afios actualmente es de 22 afios. Esta situacion demogréfica tiene implicaciones legales,

sociales y econdmicas y, sobre todo, riesgos para la salud.

Ante este panorama, surge un gran reto para la medicina y los sistemas de salud, ya que
paralelamente al incremento en la esperanza de vida se ha presentado un aumento significativo en la
incidencia de las enfermedades asociadas a la vejez, entre las que destacan la hipertension arterial, el

sindrome metabdlico, la enfermedad de Alzheimer, el cancer y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

En México la DM2 se presentan con elevada frecuencia en los adultos mayores, quienes ademas
cursan con cierto grado de inflamacion y estrés oxidativo (EO). En este sentido, las evidencias
cientificas han demostrado que los sujetos diabéticos presentan un marcado dafio oxidativo, asi como
un estado inflamatorio crénico; lo que, aunado a la hiperglucemia, contribuye a la apariciéon de
complicaciones a nivel micro y macrovascular (neuropatia, retinopatia, nefropatia, enfermedad

cardiovascular, etc).

Dado lo anterior, se ha optado por el empleo de tratamientos complementarios a la terapia
hipoglucemiante convencional, estos tratamientos incluyen el uso de suplementos terapéuticos con
propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias tales como: vitamina C, vitamina E, coenzima Q10,

acidos grasos (omegas 3 y 6), melatonina y en recientes afos el acido alfa lipoico (AAL).



Beatriz Isabel Garcia Martinez

El AAL es un compuesto quimico de naturaleza ditidlica (posee 2 grupos —SH), capaz de atravesar la
membrana celular, lo que le permite distribuirse faciimente por todo el organismo. Dadas sus
caracteristicas quimicas, que le confieren propiedades: antioxidante, anti-inflamatoria e incluso
hipoglucemiante; ha resultado ser de gran utilidad en el tratamiento de las complicaciones de la DM2,

principalmente la neuropatia diabética.

Pese a la gran cantidad de estudios existentes respecto a la utilidad clinica del AAL en adultos, los
resultados en cuanto a su empleo en adultos mayores diabéticos no son consistentes, lo que dio la
pauta a la realizacion de la presente investigacion, cuya finalidad fue evaluar el efecto antioxidante,

anti-inflamatorio e hipoglucemiante del AAL (600 mg/dia) en adultos mayores con DM2.
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. MARCO TEORICO

A lo largo de la historia de la humanidad se han sumado numerosos esfuerzos con la intencion de
explicar por qué envejecemos. Desde la época de los antiguos griegos se consideraba que el
envejecimiento y la muerte eran fendmenos naturales e inevitables, ademas se concebia a la vejez
como un estado intermedio entre la salud y la enfermedad. Aun cuando dicho estado no era
considerado patoldgico, se caracterizaba por el hecho de encontrar las funciones biologicas reducidas

y debilitadas.’

Actualmente existen diversas maneras para definir al envejecimiento, siendo la mas aceptada aquella
que lo concibe como un proceso continuo, universal e irreversible, que implica un conjunto de cambios
a nivel molecular, celular, morfoldgico y fisioldgico, cuyo resultado es la disminucién de la capacidad de
adaptacién por parte del organismo, haciéndolo susceptible a diversas enfermedades y por lo tanto

aumentando la probabilidad de muerte 23

Independientemente de la forma en que se conciba al envejecimiento, es un hecho que las personas

envejecen conforme transcurre su ciclo de vida.

lIl.1. Envejecimiento: aspectos teéricos e implicaciones

Desde el punto de vista bioldgico, el envejecimiento es un proceso universal, intrinseco, progresivo y
adaptativo, caracterizado por una disminucion relativa de la reserva y respuesta biol6gica ante las
exigencias para mantener o recuperar la homeostasis; la principal caracteristica es la pérdida del
rendimiento de drganos, aparatos y sistemas, como resultado de las modificaciones morfoldgicas,
fisiologicas, bioquimicas, psicoldgicas y sociales, propiciadas por la carga genética y el desgaste
acumulado ante los retos que enfrenta la persona a lo largo de su historia en un ambiente

determinado.3

Durante el proceso se presentan algunos cambios inevitables como pérdida del tejido 6seo, reduccion
de la masa muscular, disminucion de la funcién respiratoria, disminucién de la capacidad cognoscitiva,
elevacion de la tension arterial y degeneracidn macular, las cuales predisponen a condiciones
incapacitantes como osteoporosis, enfermedad cardiaca, demencia y ceguera, entre otras. En este
sentido el envejecimiento representa el principal factor de riesgo relevante para la aparicion de
enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), ya que las vias que modulan la longevidad estan

implicadas en el desarrollo de diversas patologias.46
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Hasta nuestros dias, los avances tecnoldgicos respecto a la prevenciéon y tratamiento de las
enfermedades crénicas han permitido el incremento en la esperanza de vida de la poblacion mundial.
Asi a mediados del siglo XX la esperanza de vida era de tan sdlo 47 afios mientras que en la actualidad
es de 73 afios y se espera que alcance los 76 afios a mediados del siglo XXI. A nivel mundial la
poblaciéon mayor de 60 afios ha aumentado de un 8% a un 11% en las Ultimas décadas y se proyecta
que dicha proporcién alcanzara hasta un 22% para el afio 2050, es decir, que para entonces 1 de cada

5 habitantes sera mayor de 60 afios.”8

En México la esperanza de vida pas6 de 36 afios en 1950 a 74 afios en 2010, actualmente la
esperanza de vida es de 76 afios y se espera que para 2050 sea de 80 afios. En este contexto la
proporcion de la poblacion con una edad mayor de 60 afios también ha ido en incremento. En la
actualidad representa el 10% de la poblacion total y segun las estimaciones del CONAPO en 2020
dicha proporciéon podria alcanzar hasta un 12.5%, en tanto, para 2050 la proporcion de adultos

mayores de 60 afios seria de hasta 28% (figura [11.1).°2

Distribucion de la poblaciéon de México por grandes grupos
etarios, 1950-2050.
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Figura lll.1. Distribucién de la poblacién de México por grandes grupos de edad, 1950-2050. Se observa el
incremento en la proporcién de la poblacion mayor de 60 afios entre 1950 y 2010, asi como la proyeccion en el
incremento de dicha proporcion hacia 2050. Fuente INEGI 2016.
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No obstante, el incremento en la esperanza de vida no garantiza que todos los adultos mayores (AM)
alcancen los 76 afios en un estado saludable ya que la esperanza de vida saludable apenas alcanza
los 66 afios lo cual implica que durante 10 afios los AM cursan con cierta carga de enfermedad y
dependencia. La creciente prevalencia de las enfermedades crénicas en este grupo etario representa
un gran reto econdmico y social debido a que compromete la funcionalidad de los AM, genera
discapacidad y conduce gradualmente a la dependencia, lo que representa un incremento en el costo

de atencion a la salud.10

Por lo anterior se hace necesario generar conocimiento que permita realizar los cambios pertinentes en
los sistemas de salud para lograr que sean capaces de proporcionar los cuidados y atenciones que los
AM requieren. En este sentido, un gran numero de investigadores en todo el mundo se ha dado a la
tarea de profundizar los conocimientos en materia de envejecimiento con la finalidad de entender los
mecanismos implicados en la estrecha relacion existente entre este proceso y las ECNT, de ahi que a

la fecha existan diversas teorias que intentan explicarlo.0-11

Il.1.1. Algunas explicaciones del envejecimiento

Como se ha mencionado antes, desde la antigliedad se ha tenido la necesidad de explicar por qué
envejecemos. Los antiguos griegos pensaban que estamos conformados por agua, tierra, fuego y aire,
y dado que tales elementos tienden a destruirse entre si, al mezclarse dentro de un mismo organismo
provocan su muerte, por tanto, envejecer y morir era natural e inevitable. También hubo quienes creian
al nacer poseemos una especie de “‘combustible” cuya cantidad va disminuyendo conforme transcurre

el tiempo, llegando al punto en el cual dicho combustible se agota y la muerte se hace presente. 12

A partir de la segunda mitad del siglo XX comenzaron a surgir distintas teorias para explicar el
envejecimiento, desde las que consideran que es resultado de la acumulacién de alteraciones hasta las
que suponen que es un fenémeno predeterminado. Hacia 1990 se tenia conocimiento de la existencia
de al menos 300 teorias que intentaban explicar el proceso de envejecimiento y dicho nimero continua
creciendo hasta nuestros dias, como resultado del creciente entendimiento de todos los procesos que
ocurren en el envejecimiento. Gracias a los conocimientos actuales en el campo de la biologia celular y
molecular, se han logrado proponer nuevas teorias que integran tanto los conocimientos mas antiguos

como los mas recientes, sin embargo, ain no es posible unificar todas las teorias existentes.13-14
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Se ha intentado agrupar las teorias mas relevantes en dos grandes grupos: 1) las estocasticas que
sostienen que el envejecimiento es producto de la acumulacién de acontecimientos perjudiciales y, 2)
las deterministas 0 no estocasticas que sugieren que el envejecimiento es un proceso programado

dentro del genoma de cada organismo.112-13

Del primer grupo cabe resaltar la teoria del entrecruzamiento, ésta sostiene que existen ciertos enlaces
entre las moléculas, los cuales son capaces de acelerar el envejecimiento y desencadenar
enfermedades, el ejemplo de ello es la glucosilacion de proteinas que se observa en personas
diabéticas, cuya principal consecuencia es la alteracion en la funcionalidad de dichas biomoléculas, lo
que ocasiona dafio celular y paulatinamente a los tejidos, drganos y sistemas. Asimismo, destaca la
teoria del dafio oxidativo propuesta por el Dr. Harman en 1956, esta teoria que los dafios generados
por radicales libres (RL) de oxigeno se acumulan debido a la disminucién en la capacidad antioxidante
del organismo conforme transcurre el tiempo y que dicha acumulacién provoca el mal funcionamiento a
nivel celular, tisular y de 6rganos, conduciendo finalmente a la muerte del organismo. Ambas teorias
resultan de gran relevancia en la presente investigacion debido al papel del dafio oxidativo, asi como

del entrecruzamiento molecular en la fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2).1.13-14

Por otra parte, se encuentran las teorias deterministas también llamadas genéticas que intentan
explicar el envejecimiento a partir de factores genéticos y sostienen que existe un limite de edad para
el envejecimiento segun la especie. Entre las teorias que conforman este grupo destacan la teoria de la
muerte celular apoptética y la teoria del acortamiento de los telomeros. También se ha intentado
explicar el envejecimiento bajo un enfoque evolutivo en el cual se postula que la senescencia es una
adaptacién necesaria ya que sin ella el recambio y la renovacion celular resultarian perjudicados, por lo
tanto, el envejecimiento no estd programado, sino que es resultado de procesos bioldgicos normales

que ademas son necesarios para la vida.!3.14

A pesar de los diversos enfoques bajo los cuales se pretende explicar el proceso de envejecimiento,
hasta el momento no existe una teoria capaz de explicar todos los mecanismos implicados dada su
naturaleza multifactorial; sin embargo, los investigadores en este campo han intentado unificar las
teorias existentes con la finalidad de dilucidar dichos mecanismos. Actualmente se ha propuesto la
existencia de siete comunes denominadores, celulares y moleculares, cuyos mecanismos juegan un
importante rol en el proceso de envejecimiento, razon por la cual se les considera los siete pilares del

envejecimiento (figura [11.2).11.15-16
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La interaccion entre los llamados pilares del envejecimiento ademas de tener un papel clave en dicho
proceso ha sido ligada a la fisiopatologia de muchos padecimientos entre los que destacan enfermedad
cardiovascular, enfermedad renal cronica, cancer, enfermedad de Alzheimer, hipertension arterial,
inflamacion, sindrome metabdlico y DM2. Por tal razon se considera al envejecimiento como el factor

de riesgo mas importante para el desarrollo de ECNT.".17

Figura Ill.2. Esquema que muestra los siete pilares del envejecimiento (dafio macromolecular, epigenética,
inflamacién, adaptacion al estrés, proteostasis, células troncales y regeneracion celular, metabolismo) y su
interaccién. La compleja red que intercomunica a los 7 procesos aun no ha sido completamente dilucidada
puesto que no se tiene claridad acerca de los mecanismos implicados; sin embargo, los 7 pilares propuestos son
comunes denominadores tanto del envejecimiento como de las enfermedades que predominan en la etapa de la
vejez. Se ha propuesto que el entendimiento de como el envejecimiento habilita el desarrollo de ciertas
patologias dirigird el conocimiento hacia la propuesta de nuevas terapias que permitan prevenir y/o tratar
multiples enfermedades de manera simultanea, ya que hasta ahora el tratamiento de las enfermedades crénicas
ha resultado inadecuado y fragmentado. Tomado de Kennedy et al, 2014."
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II.1.2. Envejecimiento y enfermedades crénicas no transmisibles

Como ya se ha mencionado la esperanza de vida ha sufrido importantes modificaciones en las Ultimas
décadas, de tal manera que se proyecta que para 2050 la poblacién mexicana tendra una expectativa
de vida hasta de 80 afios. Sin embargo, también se ha evidenciado el incremento en la prevalencia de
ECNT como hipertensién arterial, obesidad, dislipidemia y DM2, entre otras; lo cual afecta
significativamente la calidad de vida de los AM ya que las ECNT tienen un alto riesgo de
complicaciones que afectan la funcionalidad fisica, mental y social. De manera paralela al aumento de
las enfermedades relacionados a desérdenes metabdlicos, también se ha hecho evidente la aparicidn
de alteraciones neurodegenerativas en los AM, destacando las enfermedades de Parkinson y
Alzheimer. Esto genera elevados costos y acentua la necesidad de realizar las modificaciones

pertinentes en materia de salud para brindar los servicios que los AM requieren.29.10.13

En la actualidad las principales causas de muerte entre los mexicanos estan relacionadas con las
ECNT. En primer lugar, se encuentran las defunciones por DM2, seguidas de las provocadas por
enfermedades isquémicas del corazén, cancer, enfermedades cerebrovasculares y hepaticas,
respectivamente. Entre la poblacién mayor de 60 afios el 17.1% de las muertes es a causa de la DM2
mientras que las enfermedades isquémicas son responsables del 16.9% de las defunciones, y las
enfermedades cerebrovasculares son responsables del 6.8%, el resto de las muertes son causadas por

enfermedades hepaticas, de vias respiratorias, y cancer, por mencionar algunas.13.18-19

Por otro lado, el sobrepeso y la obesidad en los AM se han incrementado en las ultimas décadas,
situacién que resulta preocupante debido a que se incrementa el riesgo de padecer sindrome
metabolico (SM). El SM comprende un conjunto de factores de riesgo para enfermedades
cardiovasculares y DM2, esto resulta considerablemente preocupante ya que su prevalencia entre la
poblacién mexicana es de un 40% y lo mas grave es que se presenta también en personas jovenes,
incluyendo nifios. La prioridad en atender este problema de salud radica en que incrementa el riesgo de

padecer DM2, enfermedad responsable de la mayor proporcion de muertes en México.21820
A nivel mundial, en el afio 2012 México se ubicaba en la novena posicion en cuanto a muertes por

causa de DM2, situacién que, a la fecha implica un grave problema de salud, mismo que requiere ser

atendido con urgencia.218

10
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ll.2. Diabetes mellitus tipo 2

Se define a la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) como un desorden metabdlico caracterizado por la

presencia de hiperglucemia, la cual surge como resultado de la deficiencia en la produccion y/o accién

de la insulina, una hormona peptidica secretada por las células  de los islotes de Langerhans del

pancreas la cual interviene en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Hasta el momento

se sabe que la DM2 es una enfermedad muy compleja y de origen desconocido, aunque fuertemente

influenciada por factores genéticos, asi como ambientales.21-23

De acuerdo con la Asociacién Americana de Diabetes (ADA) existen 4 tipos de diabetes:22.24

1.

DM tipo 1, generalmente de etiologia autoinmune, caracterizada por la destruccion casi en su
totalidad de las células B pancreaticas, lo que genera deficiencia de insulina y se hace
necesario obtenerla farmacoldgicamente. Este tipo de DM representa entre 5% y 10% de la
totalidad de DM.

DM tipo 2 la cual se genera como consecuencia de un defecto progresivo en la secrecion y/o
accion de la insulina, provocando resistencia periférica a la misma y por ende un aumento en
los niveles sanguineos de glucosa. Se asocia a obesidad y SM, ademas de estar fuertemente
influenciada por la constitucién genética individual. La DM2 representa entre 90% y 95% de las
DM.

Diabetes gestacional en la cual la hiperglicemia puede presentarse en cualquier etapa del
embarazo, generalmente es transitoria, de manera que desaparece tras el parto.

Diabetes producida por otros factores como virus, quimicos, sindromes o alteraciones
genéticas especificas. En este grupo se incluye: diabetes inducida por esteroides, diabetes
relacionada a fibrosis quistica, asociada a acromegalia, asociada a VIH, asociada a virus de

hepatitis C o sindrome de ovario poliquistico.

Clinicamente se define a la DM2 como el incremento de la glucosa sanguinea en ayuno

> 126mg/dL y/o = 200mg/dL dos horas después de la ingesta de alimento o 75g de glucosa. En

tanto, la prediabetes es un término empleado para definir a sujetos con mayor riesgo de desarrollar

DM pues su glucemia se encuentra relativamente alta (= 100 mg/dL), aunque no lo suficiente para

diagnosticar diabetes.2224-25

11
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La OMS y la ADA han establecido algunos criterios para el diagnéstico de DM, asi como de

prediabetes, dichos criterios se muestran en el cuadro 111.1.25-26

Cuadro lIl.1. Criterios diagnésticos de DM y prediabetes por la Asociacion Americana de Diabetes 2017.

Criterio Diabetes Prediabetes
Glucosa sérica en ayuno = 126 mg/dL 100-125 mg/dL
Glucosa sérica de 2 horas tras carga oral = 200 mg/dL 140-199 mg/dL
de 75¢ de glucosa
Hemoglobina glucosilada =6.5% 5.7a6.4%

De acuerdo con las estimaciones de la OMS, 482 millones de adultos en todo el mundo tenian diabetes
en 2014, cifra que representaba el 8.5% de la poblacién adulta y se proyecta que en 2030 dicha cifra
alcanzara los 552 millones, correspondientes a casi el 10% de la poblacion mundial. También se sabe
que actualmente la DM2 es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En México la
prevalencia de DM2 pas6 de 9.2% en 2012 a 9.4% en 2016, afectando en su mayoria a las mujeres
(10.3% vs 8.4% en hombres). La prevalencia observada en adultos entre 60-69 afios alcanz6 el 32.7%

y el 29.8% en aquellos entre 70-79 afios.'8.27-29

La prevalencia de la DM2 ha incrementado en las Ultimas décadas como resultado de la urbanizacién,
el envejecimiento de la poblacion, la obesidad, el sedentarismo, el consumo de alimentos con alto
contenido caldrico y los cambios en el estilo de vida. En los AM el riesgo de padecer DM2 es dos veces
mayor con respecto al resto de la poblacion, sugiriendo que los mecanismos bioldgicos propios del
envejecimiento afectan la capacidad del organismo para mantener los niveles de glucosa

adecuados.!1.20.22

La hiperglucemia que caracteriza a la DM2 no solo altera el metabolismo de los carbohidratos sino el
de proteinas y lipidos. Tales alteraciones metabolicas contribuyen a largo plazo, a la aparicién de dafio
y disfuncion de algunos érganos como los ojos, rifiones y corazon; ademas como consecuencia de la

hiperglucemia también se ve afectada la funcionalidad de los nervios y vasos sanguineos.?2

12
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Las complicaciones de la DM2 entre las que destacan enfermedad cardiovascular, enfermedad renal,
accidente cerebrovascular, neuropatia, ceguera y pérdida de extremidades son, por lo tanto, el

resultado final del dafio a nivel micro y macrovascular (figura I11.3).2224
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Hiperglucemia
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Ret t
etinopatia [ extremidades ]
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Figura lIl.3. Complicaciones de la diabetes.

Aun cuando la aparicion de complicaciones derivadas de la DM2 depende tanto del tiempo de
evolucion de la enfermedad como del control glucémico, los mecanismos inherentes al envejecimiento
aceleran la aparicion de las mismas; de tal manera que la pérdida de la capacidad visual, la pérdida de
la capacidad motriz y los trastornos cardiovasculares son muy frecuentes en los AM diabéticos. Esto
refleja la necesidad de comprender mejor la interaccion entre los procesos involucrados en el

envejecimiento, asi como aquellos mecanismos implicados en la fisiopatologia de la diabetes.21-22.25
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ll.2.1. Fisiopatologia de la diabetes tipo 2

La concepcién mas reciente sobre la patogénesis de la DM2 sostiene ésta posee un marcado trasfondo
genético y que la constante interaccién con los factores ambientales desencadena la enfermedad tras
un periodo de tiempo relativamente largo, tal como se observa en la figura Ill.4. La hiperglucemia surge
como consecuencia de las alteraciones en la secrecion de insulina por parte de las células 3, asi como

de la resistencia a la insulina (RI).30-31

La insulina ejerce su accidn biologica a través de la union al receptor de insulina ubicado sobre la
superficie de la membrana celular, posteriormente al activarse el receptor, se desencadenan diferentes

vias de sefializacién, algunas de las cuales son necesarias para la captacion de glucosa.3?

El receptor de insulina es una glucoproteina heterotetramica perteneciente a la familia de receptores
para factores de crecimiento, posee dos subunidades a extracelulares y dos subunidades B
transmembranales con actividad intrinseca de tirosina cinasas. Tras la uniéon de la insulina a las
subunidades a del receptor, se autofosforilan residuos especificos de tirosina ubicados en las
subunidades B y se induce la translocacion del sustrato del receptor de insulina (IRS) a la membrana
plasmatica. Una vez que el IRS interactia con el receptor se activan dos importantes vias de
transduccién: la via del fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) y la via de las cinasas activadas por mitdgenos

(MAP cinasas).3!:33

La via de las MAP cinasas participa activamente en la regulacion de la expresion génica en tejidos
sensibles a la insulina, pero no en la regulacion del transporte y captacién de glucosa, en tanto la via
PI3K es el principal mecanismo por el cual la insulina ejerce sus funciones sobre el metabolismo de la

glucosa y los lipidos.3?

Por accion de la insulina se activa la via PI3K en las células musculares y adiposas, esto induce la
activacién de cinasas serina/treonina (Akt), las cuales promueven la translocaciéon de proteinas
transportadoras de glucosa (GLUT 4) desde compartimentos intracelulares hacia la superficie de la
membrana plasmatica para que la glucosa sea captada, internalizada y posteriormente metabolizada

por la célula.33:34
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El control de las acciones de la insulina sobre el metabolismo energético se lleva a cabo mediante
mecanismos muy finos de auto-regulacion (desensibilizacion homdloga), en el cual las enzimas de la
via que fueron activadas por accién de la insulina inhiben la actividad de proteinas clave como son el
receptor de la insulina y el IRS; sin embargo, existen otras vias no relacionadas a la insulina que
también son capaces de inhibir las acciones de la hormona (desensibilizacién heterdloga), de tal modo
que cualquier alteracion que afecte el delicado y complejo mecanismo de regulacion de la insulina

impactara sobre el metabolismo energético, tal como sucede con la RI.33-35

La Rl surge como resultado de la disminucidn en la capacidad de la insulina para ejercer sus funciones
bioldgicas en tejidos diana como higado, musculo esquelético y tejido adiposo, con lo que se ve
afectado el transporte y captacion de glucosa por parte de las células que conforman dichos tejidos.
Inicialmente la Rl induce aumento en la produccion de insulina por parte de las células [3; sin embargo,
una vez que la Rl supera la capacidad de las células beta para secretar la hormona se rompe la
homeostasis y se desencadena la hiperglucemia. A su vez, la hiperglucemia afecta la supresion de la
lipdlisis, induciendo la elevacion de acidos grasos libres circulantes, mismos que disminuyen el efecto

supresor de la insulina sobre la produccion de glucosa hepatica.23.33

A nivel molecular, los mecanismos causantes de Rl pueden ser multiples y variar de un individuo a otro;
aunque una deficiente sefializacion de la insulina ya sea debida a mutaciones o modificaciones post-
traduccionales del receptor, asi como a defectos en la unién insulina-receptor son los responsables

directos de la RI.36

Por otro lado, las células B se encuentran en un constante dinamismo entre la regeneracién de los
islotes a partir de las células endoteliales del pancreas exocrino y la apoptosis. El delicado equilibrio
entre la neogénesis y la apoptosis de los islotes de Langerhans puede verse afectado por diversas
causas; en este sentido, se considera que el envejecimiento, la susceptibilidad genética, la R, la
elevacién de é&cidos grasos libres y la glucotoxicidad (a causa de la hiperglucemia), son los

mecanismos patogénicos que conducen a la disfuncion de las células beta.36-37

La glucotoxicidad no sélo influye sobre la funcionalidad y supervivencia de las células B pancreaticas,
sino que es capaz de inhibir la expresion del gene que codifica para la insulina afectando la produccion
de la hormona. El resultado final de la Rl y la disfuncion de las células B es la hiperglucemia, misma

que a su vez provoca glucotoxicidad celular.38
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La glucotoxicidad afecta la sintesis del transportador GLUT 4 ademas de inhibir su actividad intrinseca,
con lo que se desregula el sistema de transporte de la glucosa. Asimismo, interfiere con el metabolismo
de los lipidos, de tal manera que los niveles séricos de acidos grasos libres tienden a aumentar y a su

vez son capaces de empeorar la Rl en higado y musculo.3

Por otra parte, la hiperglucemia crénica que caracteriza a la DM2 se ha vinculado a la generacion de
dafio oxidativo a través de diversos mecanismos, lo que se traduce en aparicién de complicaciones a

nivel micro y macrovascular.3?

Predisposicion Factores
genética Ambientales
Obesidad
Normoglucemia Prediabetes DMT2 HTA
Hiperglucemia
Resistencia a la insulina .
Disfuncion de célulasp — " / \
Inflamacion EOx
Complicaciones Complicaciones
microvasculares macrovasculares

Figura lll.4. Patogénesis de la diabetes mellitus tipo 2. Modificado de DeFronzo et al, 2004.%
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ll.2.2. Estrés oxidativo y diabetes mellitus tipo 2

La evidencia cientifica actual ha demostrado que existe un aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) asi como disminucion de las defensas antioxidantes en sujetos

diabéticos, es decir que la DM2 cursa con estrés oxidativo.40

Se define al estrés oxidativo (EO) como un proceso caracterizado por el desequilibrio bioquimico
propiciado por la produccién excesiva de radicales libres (RL) y/o especies reactivas que provocan
dafio oxidativo a las biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes. Un
RL es una especie quimica que posee en su ultimo orbital un electrén no apareado, por lo que su
configuracion espacial le genera gran inestabilidad y elevada reactividad, ademas de una enorme
capacidad para reaccionar con otras moléculas de manera inespecifica con la finalidad estabilizar su

carga eléctrica y alcanzar el equilibrio electronico.41-42

Los RL no son estrictamente perjudiciales, ya que se pueden formar en el interior de las células como
producto de sus actividades fisiologicas normales; bajo este contexto, la mitocondria es la principal
generadora a través de la cadena transportadora de electrones. Otras fuentes de RL son los
peroxisomas por su alto contenido de enzimas oxidasas, los leucocitos polimorfonucleares durante la
fagocitosis y las enzimas de la familia nicotin adenin dinucleétido fosfato oxidasas (NADPH), presentes
en la membrana leucocitaria, durante su participacion en procesos inflamatorios, asi como en
reacciones asociadas al metabolismo del acido araquidénico donde intervienen ciclooxigenasas,
lipooxidasas y el citocromo p450. Ademas, es posible que se formen RL a partir de fuentes exégenas
como las radiaciones ionizantes, rayos ultravioleta, drogas antitumorales, pesticidas, agentes
contaminantes y humo de cigarro. También se puede inducir su liberacion a partir de medicamentos

como el acetaminofén, gentamicina, kanamicina, polimixina B y cloramfenicol.**44

Durante el metabolismo celular una elevada proporcion de oxigeno es reducido a agua, sin embargo,
entre el 2 y el 5% escapa a dicha reduccion bivalente y ocurre la reduccion univalente de Oz que
genera intermediarios reactivos en una serie de reacciones que involucran cuatro electrones y produce

finalmente EROs, tal como se muestra en la siguiente reaccién:

le . le+2H le ~ le+2H
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En primer lugar, cuando solo un electron reduce la molécula de oxigeno se produce el anion
superoxido (O27*). Un segundo paso implica la reduccidn univalente del anidn superdxido originando al
i6n perdxido, mismo que a pH fisioldgico se protoniza y da lugar al perdxido de hidrogeno (H20x).
Finalmente, a partir de H2O2y O~ 'y mediante las reacciones de Haber-Weiss y Fenton se forma el

radical hidroxilo (OH*®), la ERO mas dafiina de todas.40-42

Los RL que se generan con mayor frecuencia son las EROs, sin embargo, no son los Unicos puesto
que existen aquellos derivados de nitrogeno (ERNS) e incluso de azufre, que también son inestables y
altamente reactivos. Las moléculas frecuentemente atacadas por los RL son: lipidos membranales,

DNA, proteinas y carbohidratos, cuyo resultado final es la alteracion de la funcionalidad celular.42-43

A nivel del DNA, el componente mas susceptible al ataque de los RL es la desoxirribosa, azucar que al
oxidarse rompe su enlace con el grupo fosfato del siguiente nucleotido, provocando ruptura de la
cadena sencilla y dafiando de manera permanente el material genético. Ademas, las EROs inducen
oxidacion de proteinas por cuatro principales mecanismos: carbonilacion, ruptura de enlaces
peptidicos, nitracion y formacion de enlaces proteina-proteina, como consecuencia puede surgir
fragmentacion y alteraciones estructurales en las proteinas, provocando entrecruzamientos y
fendomenos de agregacion, asi como pérdida su funcionalidad. A nivel de membrana plasmatica, las
alteraciones inducidas sobre sus proteinas afectan a los transportadores, los canales proteicos, los
receptores o proteinas reguladoras y a los inmunorreguladores; todo ello con la probabilidad de ser

letal para las células.4041

En cuanto a los carbohidratos, se ha evidenciado que el &cido hialurdnico, la condroitina y el dermatan
sulfato son susceptibles de degradacion en presencia de EROs, aunado a ello se sabe que azucares
como glucosa, manitol o ciertos desoxiazucares pueden reaccionar con el radical OH® para producir

sustancias reactivas.4?

El dafio oxidativo de los lipidos membranales, conocido como peroxidacion lipidica, es consecuencia
del elevado contenido de &cidos grasos poliinsaturados, los cuales son muy susceptibles al ataque de
los RL. La peroxidacion lipidica se lleva a cabo en tres etapas:4345
1) Iniciacion. Un RL extrae un hidrégeno bis-alélico de un lipido poliinsaturado, originando un
radical que reacciona rapidamente con O formando un radical peroxilo (LOO-).
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2) Propagacion. En esta etapa el radical LOO- altamente inestable, extrae un hidrégeno bis-
alélico de moléculas vecinas, propiciando la formacion de un nuevo radical que buscara
reaccionar con O, generando un nuevo radical LOO-.

3) Terminacion. Finalmente, es posible que la concentracion de radicales iniciadores sea lo
suficientemente alta para soportar una reaccion radical-radical (LOO- - LOO"), de lo contrario es

necesaria la accion de un antioxidante.

Como consecuencia de las reacciones en cadena ya mencionadas, se forman hidroperdxidos, mismos
que son degradados a diversos productos entre los que destacan: dienos conjugados, alcanos,
aldehidos e isoprostanos, los cuales pueden ser determinados en plasma mediante técnicas como

TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico) y ELISA.45-46

La membrana celular es un blanco muy susceptible al dafio oxidante dado su elevado contenido de
acidos grasos. En este sentido, el &cido araquidonico es un &cido graso muy abundante en la
membrana celular y por ende es uno de los principales objetivos de los RL. Este acido graso puede dar

lugar a la formacion de un gran nimero de compuestos por dos mecanismos:47-48

1) Peroxidacion enzimatica, en la que se producen prostaglandina, tromboxanos, leucotrienos y
productos derivados de la ciclooxigenasas, lipoxigenasas y citocromo p450.
2) Peroxidacion no enzimatica, que da lugar a compuestos como manolaldehido, hidroxinonenal e

isoprostanos.

Los isoprostanos son compuestos similares a las prostaglandinas, cuya sintesis inicia con la extraccion
de un hidrogeno bias-alelico del &cido araquidonico y la posterior reaccién con oxigeno molecular,
dando lugar a la formacion del radical peroxilo, mismo que al sufrir una ciclacién, reacciona con una
nueva molécula de O, lo que propicia la produccién de un compuesto similar a las prostaglandinas, el

bicicloendoperoxido, que en un siguiente paso es reducido y produce los isoprostanos.4’

Actualmente se considera a los isoprostanos como un biomarcador confiable para la medicién de la
peroxidacion lipidica. Esto se debe a que son moléculas estables que pueden encontrarse y medirse en
fluidos biolégicos tales como sangre, orina, fluido cerebroespinal, fluido bronqueoalveolar, asimismo
pueden ser encontrados en células y tejidos. Entre los métodos empleados para cuantificarlos se
encuentran la cromatografia de gases acoplada espectrofotometria de masas y el inmunoensayo ligado

a enzimas.4’
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Pese al dafio que los RL y EROs son capaces de causar en las células, éstas ultimas disponen de un
sistema antioxidante capaz de contrarrestar la accién nociva de las especies oxidantes. Asi, se define a
un antioxidante como una entidad quimica que, a bajas concentraciones, en comparacién con el
sustrato oxidable, retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato. Para comprender la accién de los
antioxidantes se han clasificado segun su funcién, en primarios, secundarios y terciarios, tal como se

muestra en la figura 111.5.43:48

Los antioxidantes primarios previenen la formacion de RL y con ello evitan el dafio oxidativo. Son el
primer nivel de proteccién y ejercen su funcion a través de tres mecanismos: descomponiendo
enzimaticamente los hidroperoxidos y el H202 generados durante el metabolismo celular, quelando

iones metalicos y depurando la EROs.#3

La célula posee dos sistemas enzimaticos que llevan a cabo su funcién via el primer mecanismo: la
catalasa y las glutatién peroxidasas (GPx), que actuan de manera coordinada para remover el H20;

formado por accién de la superoxido dismutasa (SOD).42

La catalasa es una enzima cuya actividad se localiza basicamente en los peroxisomas, donde realiza la

conversion de peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno molecular:
2H,0, __ o 2H ,0+ O,
Catalasa
El sistema de la glutation peroxidasa utiliza al selenio como cofactor, se ha encontrado en el citoplasma
y las mitocondrias. Cataliza la reaccidn a través de la cual el glutation reducido (GSH) reacciona con
perdxidos para transformarlos en agua y alcohol. Durante el proceso el glutatiéon es oxidado (GSSG),

para posteriormente ser regresado a su estado original, por la enzima glutation reductasa.*?

2GSH + H,0, —» GSSG + 2H ,0
GPx

Por su parte los antioxidantes que actuan gracias a su capacidad quelante de iones metalicos (Fe?*,
Zn2*, Cu*, Cd?* y Hg?*) potencialmente oxidantes, son proteinas séricas como: transferrina, ferritina,
ceruloplasmina, albumina, B-lactolobulina e inmunoglobulinas. Ademas de su capacidad quelante de
metales, estas proteinas pueden llevar a cabo la remociéon de RL por aminoacidos como tirosina y
cisteina; también incrementan los niveles de glutation al ser fuentes de cisteina, aminoacido precursor
en la sintesis de glutation. Este ltimo es el mayor antioxidante endégeno producido por las células que
participa directamente en la neutralizacion de RL y EROs, asi como en el mantenimiento de las

vitaminas C (ascorbato) y E (a-tocoferol) en sus formas reducidas.? 48
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En lo que respecta a la depuracion de EROs, es un mecanismo llevado a cabo por la SOD. La SOD
pertenece a una familia de enzimas entre las que se encuentran: CuSOD que posee un sitio de unién
para Zn, el cual estabiliza la molécula, al ser la mas abundante de las isoformas se ubica en el citosol;
MnSOD en la matriz mitocondrial, su actividad es dependiente del tejido y de la especie y SOD
extracelular que es secretora y remueve el O, del espacio extracelular. Esta familia de enzimas
cataliza el cambio del radical superéxido a peroxido de hidrégeno:43

20,+2H —H ,0,+0,

Sob

Por otro lado, los antioxidantes secundarios atrapan a los RL que se han formado impidiendo la
propagacion de la reaccion oxidativa. Estos antioxidantes actian a un segundo nivel de proteccion, es
decir, cuando el nivel de los antioxidantes primarios ha sido rebasado por los RL y/o EROs. En este
grupo se encuentran: la vitamina C, la vitamina E o a-tocoferol, el acido urico, la bilirrubina y el acido

alfa lipoico, entre otros.48

La vitamina C que actia en forma de ascorbato, posee la habilidad de donar electrones, con lo cual
ayuda a destoxificar varios radicales organicos derivados del oxigeno, el nitrogeno y los sulfuros, esta
propiedad le permite ayudar a proteger contra las EROs en medio acuoso; ademas posee la facultad
de actuar como agente sinérgico de la vitamina E, ésta ultima posee efecto protector frente a la
peroxidacion lipidica de la membrana dada su naturaleza lipofilica, ademas es el antioxidante mas

ampliamente distribuido en la naturaleza.42-4348

Respecto al &cido urico, posee una estructura ciclica insaturada con un par de electrones no
compartidos, razon por la cual puede recibir hasta 6 electrones de RL, actuando asi, como un
antioxidante in vivo. La bilirrubina por su parte es capaz de remover al anién O, cuando se encuentra
unida a la albumina. Respecto al acido alfa lipoico, dada su importancia en el presente estudio, sus

propiedades como antioxidante y quelante de iones metalicos, se retomaran méas adelante. 48

Finalmente, si los primeros dos sistemas antioxidantes no son eficientes y se oxidan las biomoléculas,
se activan los antioxidantes terciarios. Se trata de una serie de enzimas que conforman los sistemas de
reparacion de las células. Entre sus funciones se encuentran: restaurar las biomoléculas a su

conformacién nativa y degradar las moléculas no funcionales para su posterior resintesis.*8
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[ Sistemas ]
antioxidantes

Primarios Secundarios

) | (o ()
‘ urico

|Catalasa| ‘Prot?mas\ |‘u'itaminac | Acklo
séricas lipoico
| Terciarios |

Enzimas
reparadoras

Figura lI1.5. Clasificacion de los sistemas antioxidantes de acuerdo a su funcién: los primarios previenen la
formacién de radicales libres; los secundarios capturan radicales libres; los terciarios reparan biomoléculas
(lipidos, proteinas y DNA). Tomado de Sénchez-Rodriguez et al, 2003.48

En condiciones fisioldgicas estos mecanismos de defensa mantienen una baja concentracion de EROs
en la célula y su actividad es muy precisamente regulada, sin embargo, si se da un desequilibrio entre

los oxidantes y los antioxidantes en favor de los primeros, se genera EQ.40-43

Existen estudios que han demostrado que el EO inducido por la hiperglucemia juega un rol clave en el
desarrollo de las complicaciones propias de la DM2. En este sentido, se han propuesto algunos
mecanismos que intentan explicar la generacion de EO a causa de la hiperglucemia, entre ellos se
encuentran la auto-oxidacion de la glucosa, la glucosilacion de proteinas y la activacion de la via de los
polioles, observados en la figura [1.6.49-50

22



Beatriz Isabel Garcia Martinez

Hiperglucemia

[ Viaiflelos ] [ Auto-oxidacién ] [ Glicaci-dn de ]
polioles proteinas

glucosa glucosa glucosa glucosa
2ADP 'lﬁ GSSG NADPH Aldosa 1 I 1 I
1 2NAD+ reductasa . . . ,
ONADH GSH NADPH+ a-hidroxialdehido NH2
2ATP
W7 Sorbitol l I 1 I

SDH NADH-+ Enediol Base de
'\ Fe 3+ Schiff
NADH F D 1 I
Fe 2+

Fructosa

Piruvato

Ciclo NADH : F’roductcs'
K oxidasa Ridn'ecj:o?d de Amadori
l Q2 l ) Reareglos
intermoleculares
Fosforilacion ' : F 02 = HZ202=> -2
oxidativa GA3P AGEs

(glioxal y metilglioxal)

\ Cetoaldehidos e EROs Arginina
1 Lisina

Activacion de

> NF kB > Proteinas
PCK proinflamatorias

Figura lIl.6. La acumulacion de glucosa en la célula propicia la activacién de vias alternativas que propician acumulacion de metabolitos nocivos, asi como EO. Modificado de
Pennathur et al, 2004.50
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La glucosa es un alfahidroxialdehido capaz de auto-oxidarse en el radical o-hidroxialdehido formando
un enediol, el cual en presencia de metales de transicion como el Fe*3, produce cetoaldehidos
intermediarios oxidados y RL. Ademas, debido al exceso de glucosa en las células incrementa la
glucdlisis y por ende las reacciones participantes en la cadena respiratoria también aumentan, esto

propicia la elevada formacion de EROs, principalmente el ién Oy~*.50-52

Una de las vias que se activan durante el estado de hiperglucemia es la de los polioles, en la cual la
aldosa reductasa utiliza el NADPH para convertir el exceso de glucosa en sorbitol. EI NADPH es
esencial para la actividad de la GSH reductasa por lo que la deplecién del NADPH a causa de la aldosa
reductasa provoca la disminucion de la GSH, de manera concomitante tiene lugar la reduccién parcial

del O2 a H202 y con ello se contribuye a la generacion de EO.53

Por su parte el sorbitol generado incrementa la osmolaridad intracelular de células como las neuronas,
los eritrocitos, las nefronas y la lente del cristalino, alterando la fisiologia de dichas células y
propiciando la disminucion en la conduccion nerviosa, alteraciones en las funciones de las nefronas,
asi como opacidad del cristalino, que son complicaciones propias de los diabéticos. Ademas el sorbitol
es convertido a fructosa por efecto de la enzima sorbitol deshidrogenasa, proceso durante el cual se
produce NADH a elevadas concentraciones, siendo éste Ultimo capaz de activar a la enzima NADH
oxidasa, cuya accién induce a un incremento de la proporcion NADH/NAD* ademés de estimular la
generacion de EROs, lo que condiciona a un mayor dafio oxidativo y menor proteccion antioxidante al
disminuir la capacidad de las células para regenerar las formas reducidas del glutation y las vitaminas
CyE 554

El incremento de NADH también promueve la formacion y acumulacién de intermediarios como
gliceraldehido 3-fosfato (GA3P) y dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) a partir de la cual se forma el
glicerol-3 fosfato, cuya acumulacién propicia un aumento en la produccién de diacilglicerol y éste Ultimo
actia como segundo mensajero y estimula la actividad de la proteincinasa C (PCK), ésta enzima
regula la actividad de enzimas como la fosfolipasa A2 citosélica y la Na*-K* ATPasa, siendo también
capaz de promover la activacion de factores de transcripcion pro-inflamatorios. Por otro lado, el GA3P
es un precursor de metilglioxal, compuesto capaz de reaccionar con los grupos amino libres de los
residuos de arginina y lisina de las proteinas, cuyo resultado final es la formacion de los llamados
productos finales de la glucosilacion avanzada (AGEs del inglés Advanced Glycosilation End
products).53-5
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I1l.2.3. Formacién de AGEs en la diabetes

Los elevados niveles de glucosa en sangre propician reacciones quimicas que ocurren entre los
azucares reductores y otras moléculas, principalmente proteinas, cuyo resultado es la formacion
productos glucusilados (AGEs), que se acumulan y ocasionan la pérdida de la funcionalidad de las
moléculas afectadas. El concepto de AGEs fue introducido por el quimico francés Louis C. Maillard a
principios del siglo XX, cuando tras calentar una mezcla de amino &cidos con azucares reductores
observé la formacion de productos color marrén. Este proceso ha sido ampliamente estudiado por la
industria alimenticia ya que su aplicacion permite mejorar el color, aroma y sabor de los alimentos
procesados. No obstante, la formacion enddégena de AGEs comenzd a tornarse de gran importancia
hasta la década de los 70°s, cuando se descubri6 la asociacion de la hemoglobina glucosilada (HbA1c)

con la hiperglicemia de sujetos diabéticos.56-%8

El proceso de glucosilaciéon no enzimatica consiste en una serie de reacciones en las que el primer
paso es la condensacion de un grupo amino primario de proteinas, acidos nucleicos o fosfolipidos con
los grupos carbonillo de los azucares reductores (glucosa) o aldehidos, formando bases de Schiff, las
cuales en un segundo paso sufren reacciones de reordenamiento intramolecular, formando productos
cetoamina, que son mas estables y reciben el nombre de compuestos de Amadori. En un tercer paso
los compuestos de Amadori pueden sufrir reacciones de oxidacion, fragmentacion o condensacion para

dar lugar a la formacién de los AGEs, tal como se observa en la figura [11.7.54-57

La formacion enddgena de AGEs involucra azlcares reductores como manosa, ribosa, triosas
reactivas, glucosa y fructosa, siendo los dos Ultimos responsables de la formacién de glioxal, metil-
glioxal y 3-desoxiglucosona, que son compuestos dicarbonilo altamente reactivos con gran capacidad
de glicosilar a las proteinas y formar AGEs. En tanto, los aminoécidos mas susceptibles de ser
atacados por los grupos carbonilo son lisina, arginina y aquellos que contienen azufre. Los grupos
carbonilo necesarios para la reaccion no son exclusivamente producto del metabolismo de
carbohidratos, ya que también pueden obtenerse del metabolismo de proteinas y lipidos. Asi, cuando el
grupo carbonilo proviene del catabolismo lipidico los productos formados tras la reaccién reciben el
nombre de productos finales de lipo-oxidacién avanzada (ALEs= Advanced Lipoxidation End products).
A pesar de ello la diferenciacion entre ALEs y AGEs no siempre es posible, por ejemplo, la
carboximetil-lisina (CML) puede formarse a partir del metabolismo tanto de carbohidratos como de

lipidos.55-56.58
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El proceso de formacion de AGEs es relativamente lento bajo condiciones fisiologicas ya que depende,
por un lado, de la concentracion de azucares, y por otro del tiempo de exposicion de las biomoléculas
de larga vida, como las proteinas; asi en proteinas de recambio rapido el proceso no va mas alla de la
base de Schiff, mientras que en proteinas con vida media prolongada el proceso llega hasta la

formacion de AGEs.%®

Los AGEs se generan a partir de una fuente exoégena mediante los alimentos, principalmente los de
origen animal, procesados a elevadas temperaturas; y de una fuente endégena que se produce en
aquellas personas con niveles de glucosa cronicamente elevados, como es el caso de quienes
padecen diabetes o resistencia a la insulina. En este sentido, la HbA1c fue el primer AGE enddgeno
reconocido ya que su formacion en se correlaciona con el exceso de glucosa en sangre. Actualmente
se emplea como marcador del control glucémico de sujetos diabéticos puesto que proporciona
informacion acerca del promedio de las concentraciones de glucosa en un periodo de entre dos y tres
meses. Ademas, la acumulacion de AGEs en el cuerpo se ha asociado a cambios fisioldgicos que

caracterizan al envejecimiento, especialmente la resistencia a la insulina.59-61

Los AGEs se acumulan en el interior de las células insulino-dependientes y fuera de ellas,
principalmente en las proteinas de la membrana basal, proteinas circulantes y estructurales. Durante el
envejecimiento, la acumulacion tisular de AGEs predomina en la matriz extracelular de la capsula
articular, los ligamentos y los complejos miotendinosos, que pierden su elasticidad y fuerza tensora,
causando rigidez mecanica. Se han propuesto tres mecanismos a través de los cuales los AGEs dafian
la matriz extracelular y las células, contribuyendo a los cambios que ocurren en el envejecimiento y al
desarrollo de patologias: la acumulaciéon de AGEs en la matriz extracelular causa entrecruzamientos
aberrantes que provocan disminucién de la elasticidad del tejido conectivo, la glucosilacion de
proteinas intracelulares altera el funcionamiento celular, y la unién de AGEs circulantes a su receptor

activa vias de sefializacion celular con la consecuente modulacidn de la expresion genética.t0.62

La formacién de AGEs, propicia la activacion de diferentes vias de sefializacién tras su unién a una
serie de receptores ubicados sobre la superficie de diversos tipos de células como macréfagos,
adipocitos, células endoteliales, células musculares lisas, linfocitos, hepatocitos, astrocitos y neuronas.
El receptor de membrana mas ampliamente estudiado es el RAGE, aunque a la fecha se ha
identificado un complejo de receptores de AGEs (AGE-R1/0ST-48, AGE-R2/80K-H, AGE-R3/galectin-
3), cuya expresion depende del tipo de célula y es regulada en respuesta a cambios metabdlicos que

ocurren durante el envejecimiento, la diabetes y la dislipidemia.0-62
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El receptor de superficie celular tipo 1 0 RAGE-1 es una proteina transmembrana de un solo paso que
pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y esta involucrado en la transduccion intracelular
de sefiales. Se localiza en el cromosoma 6p21.3 en el locus del complejo mayor de histocompatibilidad
clase lll (MCHIII). La proteina madura posee 404 aminoacidos de longitud y un dominio extracelular,
seguido de una regién transmembrana hidrofébica y un dominio citosolico corto, la parte extracelular
posee tres dominios tipo inmunoglobulina: un dominio tipo V que es la region de union al ligando y dos
dominios tipo C. La region citoplasmatica es de vital importancia durante la sefializacion intracelular,
también se ha determinado que el receptor reconoce estructuras tridimensionales mas que secuencias
de aminoacidos, de ahi que entre sus ligandos ademés de encontrarse los AGEs estan péptidos
amiloides, calgranulinas y las proteinas HMGB1 que son liberadas por células en proceso de

necrosis.62-64

Dadas las caracteristicas del RAGE, su activacion promueve la respuesta inflamatoria, apoptosis,
actividad protrombética, expresion de moléculas de adhesion y EQO; por tal razon dicho receptor ha sido
reconocido como una molécula clave en el desarrollo de severas patologias cronicas que incluyen las
complicaciones de la diabetes (nefropatia, retinopatia, neuropatia), enfermedad cardiovascular,
enfermedad renal cronica, enfermedad cerebro-vascular, osteoporosis, enfermedad de Alzheimer, RI,

inflamacion crénica, ateroesclerosis, neurodegeneracion, cancer y metastasis.t

La interaccion del RAGE con sus ligandos activa diversas cascadas de sefializacion celular entre las
que se encuentran la via de las MAP-cinasas, JAK-STAT, CDC42, RAC1 y otros miembros de la familia
de proteinas Ras, SRC1, la familia de sefializacion SMAD vy la fosfatilil-inositol 3-cinasa (P13-K). Activa
también factores de transcripcidon central, elementos de respuesta al cAMP (CREB-1), respuesta
temprana de crecimiento (ERG-1), proteina activadora (AP-1) y factor nuclear kappa B (NF-kB) que es

un regulador de genes proinflamatorios.65-66

En estado inactivo los dimeros del NF-kB se encuentran secuestrados en el citoplasma gracias a su
asociacion con la proteina inhibidora IkBa. La unién AGE-RAGE asi como la presencia de citocinas
pro-inflamatorias y EROs estimula la activaciéon del complejo IKK, posteriormente tiene lugar la
fosforilacion especifica, la ubiquitinacién y degradacion de la proteina inhibitoria IkBa. Los dimeros de
NF-kB son liberados e inmediatamente translocados al interior del niicleo donde se unen a secuencias
especificas de DNA y promueven la activacion transcripcional de genes promotores de proteinas
proinflamatorias, moléculas de adhesion (ICAM1 y VCAM1), EROs, factores procoagulantes,

protromboticos y vasoconstrictores, la molécula inhibitoria IkBa y el mismo RAGE (figura 111.8).67-68
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Figura l11.8. Via de sefalizacion del NF-kB. El factor permanece inactivo en el citoplasma hasta que ciertos estimulos inducen la fosforilacion de la proteina IkBa, liberando al
NF-kB, posteriormente la proteina [kBa es ubiquitinada y degradada en el proteosoma. Una vez que el NF-kB ha sido liberado, es traslocado al interior del ndcleo y estimula
la transcripcion de diferentes genes, entre ellos los relacionados con la sintesis de moléculas proinflamatorias y pro-trombéticas. La via puede ser activada en respuesta a
diversos estimulos como agentes infecciosos, EOx, la interaccion AGE-RAGE e incluso proteinas proinflamatorias. Modificado de Osorio et al, 2016.5
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Al activarse la via del NF-kB se establece un mecanismo de retroalimentacion positiva cuyo resultado
es un incremento en la expresion de RAGE; cuando se fosforila la proteina inhibitoria del NF-kB se
desencadena la sintesis de novo tanto del NF-kB como de la IkBa, aunque dicha proteina no se
produce en cantidad suficiente y el factor nuclear kB permanece desinhibido, generando una activacion

sostenida que es responsable de la expresién del RAGE puesto que ésta es inducida por el NF-kB.83-65

Debido al mecanismo de activacion y retroalimentacion positiva del RAGE y el NF-kB, se promueve de
manera sostenida la liberacion de citocinas proinflamatorias que ademas de propiciar la sintesis de
otros factores y moléculas de adhesion, asi como de inducir una respuesta inflamatoria por parte del
organismo, alteran el endotelio vascular provocando el desarrollo de complicaciones a nivel micro y
macrovascular. Cabe resaltar que los procesos mencionados implican la produccion y liberacion de
EROs, las cuales poseen la capacidad de activar al NF-kB, lo que aunado a la elevada concentracion
de EROs provenientes de las vias que se activan durante el estado de hiperglucemia asi como de la
formacion de AGEs, tienden a empeorar el ya establecido dafio oxidativo a las células y de manera
paralela a desencadenar una inflamacion sostenida en el organismo, siendo, el resultados final de la

interaccion de estos procesos, la aparicion de las complicaciones de la diabetes.67-69

Por otro lado, la formacion de EROs y AGEs asi como los procesos en los que se involucran, son
caracteristicos tanto de la DM como del envejecimiento, de ahi que tanto el EO como la inflamacién, se
encuentren exacerbados en los AM y de manera mas importante en aquellos que ademas padecen
DIM.60.69

lI1.2.4. Inflamacion y diabetes
La inflamacion se ha ligado a la fisiopatologia de la DM2 y al proceso de envejecimiento, ya que
ademas de contribuir a la generacién de EO, se le ha implicado en el desarrollo de complicaciones a

nivel micro y macrovascular.”

La inflamacién es un mecanismo de defensa natural del organismo ante el estimulo de agentes
patogenos, entre ellos: microorganismos, toxinas, drogas y contaminantes; cuya finalidad es eliminar la
causa inicial de la lesién celular. Cuando la respuesta ante el agente agresor es inmediata se habla de
que es un proceso agudo, pero, si persiste, puede convertirse en un proceso cronico. Asi, en respuesta
al dafio tisular causado por traumatismo o infeccion, se establece una compleja red de interacciones

moleculares y celulares dirigida a restablecer la homeostasis fisioldgica y reparar el tejido dafiado.6%-70
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La inflamacién es una respuesta localizada con consecuencias sistémicas, que ayuda a destruir,
reducir o secuestrar al agente perjudicial. Durante el desarrollo de dicho proceso surgen modificaciones
locales y coordinadas de los vasos sanguineos, asi como del tejido conectivo, lo cual esta relacionado
con la regeneracion de las células parenquimatosas dafiadas y con la cicatrizacion, que se caracteriza

por la proliferacion de tejido fibroblastico.”

La respuesta inflamatoria inicia cuando se reconocen las sefiales de origen infeccioso o inflamatorio,
tras el reconocimiento se activan las células inflamatorias entre las que se encuentran granulocitos,
monocitos, macréfagos, plaquetas, células endoteliales y fibroblastos, principalmente, aunque durante
el proceso participan elementos tanto celulares como humorales. Las células activadas inician la
sintesis y liberacion de mediadores inflamatorios entre los que se encuentran las citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a); proteinas inflamatorias de macréfagos, proteinas quimio-
atrayentes de monocitos, enzima activadora de plasminogeno, fosfolipasas, prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos, factores de coagulacidn, déxido nitrico, factores del complemento, factor

activador de plaquetas, proteina C reactiva y especies reactivas de oxigeno.69-72

Los agentes infecciosos también activan la cascada del complemento mediante las anafilatoxinas Cba,
C3a 'y en menor grado C4a, cuya tarea es activar a los mastocitos para liberar sustancias vasoactivas
contenidas en sus granulos (histamina y serotonina), cuya tarea es modificar el endotelio vascular en el

sitio de la infeccion.”

Entre los fendmenos vasculares que tienen lugar durante la inflamacién, lo primero que ocurre es una
vasodilatacién acompafiada de reduccién en la velocidad del flujo sanguineo y por ende, los leucocitos
comienzan a concentrarse sobre el endotelio vascular puesto que entre las proteinas liberadas se
encuentran moléculas de adhesion. Con estos cambios vasculares se facilita el paso de las células
fagociticas (monocitos y neutrdfilos) a través de la pared del vaso, proceso conocido como diapedésis,
aunque también emigran inmunoglobulinas, complemento y otras proteinas, razén por la cual existe
aumento de volumen en la zona afectada y dolor, ademas del resto de signos clasicos de la inflamacién

como son: tumefaccion, calor, enrojecimiento, edema y pérdida de funcién en la zona de la lesién.™

La inflamacién se acompafia de una reaccion de fase aguda, caracterizada por induccién de fiebre,
incremento en la sintesis de ciertas hormonas, leucocitos y de proteinas de fase aguda. El prototipo de
proteinas de fase aguda es la PCR, sintetizada por hepatocitos y células endoteliales, su expresion
esta regulada por IL-6 y en menor grado por IL-18 y el TNF-a. La PCR posee la capacidad de fijarse a
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la membrana del patdgeno y activar el complemento, provocando el depésito de la opsonina C3b, con
lo que se facilita su fagocitosis por los macrofagos, razén por la cual cobra importancia durante la

respuesta inmune innata.’-75

Los mediadores de inflamacién inducen la expresion de moléculas que activan los mecanismos de
coagulacién en los pequefios vasos, con la finalidad de limitar la extensién de la reaccién al tejido
cercano. También suele aparecer un estado febril debido a la accion de citocinas pirogénicas (TNF-a,
IL-1B e IL-6), que son liberadas por los leucocitos y ejercen su efecto sobre los centros
termorreguladores del hipotalamo, con ello la respuesta inmune se torna més intensa. Ademas,
participan algunas citocinas pertenecientes a la familia de las quimiocinas, las cuales son sintetizadas

por fagocitos, células endoteliales, queratocitos y fibroblastos.”2-74

Las citocinas proinflamatorias participan de manera coordinada durante el desarrollo de la respuesta
inflamatoria. La IL-1B produce inflamacidn sistémica por medio de la accién de la ciclooxigenasa-2 con
formacién de prostaglandina (PGE2) en el hipotalamo causando fiebre, ademas produce dxido nitrico y
moléculas de adhesion endotelial. La IL-6 es inducida por IL-18 y TNF-a, participa en la induccién y
control de la sintesis y liberacién de proteinas de fase aguda por los hepatocitos durante la inflamacién,
ademas propicia la madurez y activacion de neutréfilos y macréfagos, de manera conjunta con la IL-1p
provoca fiebre. El TNF-a, activa la coagulacion, estimula la liberacién de moléculas de adhesién vy el
factor activador de plaquetas, asi, cuando no se logra retener al agente patdgeno en el sitio de la
infeccion y éste disemina a través del flujo sanguineo causando sepsis, por accion del TNF-a se
produce coagulacion intravascular diseminada. Mientras tanto, la IL-8 posee la funcion de ejercer

quimioatraccion de células fagociticas desde el interior de los vasos hacia el sitio de infeccidn.”476

La finalidad de una respuesta inflamatoria es la destruccién de los agentes patdgenos, de las células
dafiadas y del tejido necrético, asi como la reparacion del tejido dafiado. En algunas ocasiones la salud
de los tejidos afectados no se restablece y la inflamacién se convierte en una condicién crénica con el
subsecuente dafio a los tejidos y la correspondiente sintesis y secrecion de las citocinas que participan
activamente en la inflamacion de tipo cronico (IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 e IL-13 que participan en la
respuesta humoral, e IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-12 y TNF-a que son mediadoras de la
respuesta celular). En este tipo de inflamacion, la lesion tisular y la cicatrizacion se producen
simultaneamente. El dafio causado tiende a acumularse lentamente, a veces sin presentar sintomas
durante afios, lo que trae como consecuencia el deterioro severo del tejido y la aparicion de

enfermedades. Este proceso inflamatorio crénico se produce con frecuencia en ancianos.8.77
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El envejecimiento se caracteriza por un bajo grado de inflamacion asociado con la exposicion cronica a
antigenos, tanto enddgenos como exdgenos, lo que, aunado a la secrecion de citocinas
proinflamatorias, provoca la formacién y liberacién de RL y especies reactivas, las cuales favorecen al
EO y éste a su vez estimula la sintesis de citocinas proinflamatorias al activar al NF-kB, responsable de
encender los genes correspondientes a dichas citocinas. Este estado inflamatorio crénico ha sido

llamado inflammaging.22.77-79

El inflammaging es un factor de riesgo de gran significancia para la morbilidad y mortalidad en las
personas de edad avanzada, ya que ademas de presentarse en bajo grado y de manera controlada es
asintomatico. Su presencia favorece el dafio a nivel molecular, celular, organico y sistémico, de tal
manera que se encuentra intimamente ligada al envejecimiento y a la mayoria de los padecimientos

cronicos, entre ellos la DM (figura 111.9).22. 78-81
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Figura lll.9. Enfermedades asociadas a la inflamacién cronica. Tomado de Xia et al 2016.80
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Dado que el sistema inmunoldgico es uno de los que sufren mayor deterioro en su funcion con el
envejecimiento, se ha propuesto la llamada teoria inmunoldgica del envejecimiento. Dicha teoria
sostiene que a medida que transcurre la vida nuestro sistema inmunologico se va deteriorando
paulatinamente, al grado de ser menos efectivo para protegernos de los agentes patdgenos, llegando
incluso a perder la capacidad de reconocer lo “propio” de lo “extrafio”, lo que resulta en procesos auto-
inmunes. De la misma manera en que esta teoria pretende explicar el proceso de envejecimiento han
surgido muchas otras, entre las cuales destaca la teoria del dafio oxidativo y los radicales libres,

propuesta por el Dr. Denham Harman en 1956.82:83

La base de la teoria del dafio oxidativo es que en todas las células de los organismos aerobios existe
un estado cronico de EO, incluso bajo condiciones fisiologicas; esto se debe a que el oxigeno
contenido en el aire que respiramos es esencial para los procesos involucrados metabolismo celular, en
los cuales el O2 se reduce dando lugar a las EROs, que en su mayoria son radicales libres. La
acumulacion del dafio oxidativo en las macromoléculas aumenta durante el envejecimiento y contribuye
al progresivo deterioro de la funcionalidad celular, con la subsecuente pérdida de la capacidad para
mantener la homeostasis por parte del organismo, lo que implica un elevado riesgo de desarrollar
enfermedades crénicas. En este contexto, son comunes los trastornos cardiovasculares, neuroldgicos,
endocrinos, respiratorios, inmunes, digestivos y carcindgenos; cuya etiologia se encuentra respaldada

por teorias relacionadas con la acumulacién de dafio oxidativo.8284

Considerando el papel del EO en el envejecimiento, asi como su participacion en el desarrollo de las
complicaciones de la diabetes, es de suponerse que ambos procesos podrian retrasarse un poco tras
la administracion de antioxidantes, como el acido alfa lipoico. Respecto a dicho compuesto, la literatura
lo ha descrito como un potente antioxidante biologico y a la fecha se ha usado para la prevencion de
algunas enfermedades asociadas al EO, también es administrado como suplemento alimenticio con el
propdsito de brindar un tratamiento anti-envejecimiento, para el tratamiento de la neuropatia diabética y

para acelerar el proceso de cicatrizacion, entre otras aplicaciones.85-86
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I11.3 Acido alfa lipoico: propiedades y aplicaciones clinicas

El AAL también conocido como &cido tidctico o acido R,S-5(1,2-ditiolano-3-pentanoico), es un acido
carboxilico unido a un ditiol ciclico de cinco atomos, mismo que puede estar en forma oxidada (acido
lipoico) o en forma reducida (acido dihidrolipoico); ademas, dado que posee un centro quiral, existen
dos formas enantioméricas del AAL: R-AAL y S-AAL, tal como se muestra en la figura 111.10. El
compuesto es relativamente estable en estado sdlido, aunque polimeriza rapidamente si se somete a
temperaturas superiores a su punto de fusion (47.5°C), mientras que en una solucién neutra el AAL se

degrada al ser expuesto a la luz.86-88

El AAL se encuentra de manera natural en las mitocondrias de plantas y animales (incluido el hombre),
donde es sintetizado gracias a la accién de la enzima &cido lipoico sintasa, partiendo del acido
octanoico y cisteina como donador de azufre. En dicho organelo actua como cofactor de los complejos
multi-enzimaticos mitocondriales (piruvato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa),
encargados de la descarboxilacion oxidativa del piruvato, a-cetoglutarato y otros a-ceto acidos como
valina, leucina e isoleucina; sin embargo, actua de forma enantioselectiva y sélo la isoforma R funge

como cofactor.87.89

O
WO H R-Acido alfa lipoico (R-AAL)
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| OH Acido dihidrolipoico (ADHL)
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Figura 11110 Estructura quimica de R-AAL, S-AAL y del acido dihidrolipoico (ADHL).
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I1.3.1 Absorcion y metabolismo del AAL

Previamente se ha mencionado que el AAL es sintetizado de novo en el organismo a partir de un acido
graso y cisteina, no obstante, se obtiene en muy pequefias cantidades, haciéndose necesario obtenerlo
a partir de fuentes exogenas. Al respecto se ha documentado que el compuesto se encuentra de
manera abundante en tejidos animales, principalmente en visceras como corazon, higado y rifiones;
aunque también se encuentra en concentraciones considerables en vegetales como brocoli, espinacas,

tomates, chicharos, papas y salvado de arroz. 90-91

Aun cuando el AAL puede ser obtenido a partir de los alimentos también puede administrarse la
mezcla racémica, obtenida via sintética, en capsulas o tabletas. En este sentido, se ha demostrado que
la absorcién gastrointestinal de AAL varia dependiendo de la forma en que se ingiere, existiendo una
mayor absorcion del compuesto si se administra 30 minutos antes o 2 horas después de la ingesta de
alimentos. También se ha evidenciado que la absorcion de AAL es enantioselectiva puesto que la

isoforma R se absorbe de manera mas eficiente que S.92:94

Una destacada propiedad del AAL es su comportamiento anfipatico, lo que le confiere la capacidad de
atravesar la membrana plasmatica de todas las células del organismo, incluyendo la barrera hemato-
encefalica, caracteristica que facilita su distribucion en todos los tejidos. Aunado a ello el AAL es
reducido a acido dihidro-lipoico (ADHL) dentro del organismo y esta forma reducida es rapidamente

transportada por el torrente sanguineo.95-97

Posterior a su absorcion, el AAL es transportado de manera rapida al resto del organismo, alcanzando
concentraciones plasmaticas maximas entre 30-60 minutos después de la ingesta. En el cuadro 111.2 se
aprecian los resultados de algunos estudios con respecto a la absorcion del AAL en voluntarios sanos a
quienes se les administraron dosis de 600mg via oral, se observa que con dicha dosis se alcanzan
concentraciones plasmaticas que van de 1 a 3 pg/mL; ademas se aprecia que en forma de sal sodica
se absorbe de manera mas eficiente.Dentro del organismo, el compuesto es reducido a ADHL, gracias
a la accion de las enzimas dihidrolipoamida deshidrogenasa mitocondrial que reduce la isoforma R y la
glutation reductasa citosélica que tiene preferencia por la isoforma S; tal reduccion facilita su
distribucidn por todo el organismo. Toda vez que el AAL llega al higado, es metabolizado a través de
reacciones quimicas que tienen lugar durante la f-oxidacién y S-metilacion, lo que propicia la formacion
de los metabolitos correspondientes: bisnorlipoato, tetranorlipoato, B-hidroxi-bisnorlipoato, acido 6,8-
bismetil-tio-octanoico, acido 4,6-bismetil-tio-hexanoico y acido 2,4-bismetil-tio-butanoico, los cuales se

eliminan via excrecion renal.92.93.98
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Dada su capacidad de reducirse, el AAL es capaz de interactuar directamente con los RL y algunas
EROs, cediéndoles electrones, para evitar que dafien a las macromoléculas. De igual manera, su
rapida absorcion, distribucion y eliminacion, lo convierten en un compuesto terapéutico auxiliar en el
tratamiento de trastornos cardiovasculares, inmunes, neurodegenerativos y carcinogénicos, puesto que

|la fisiopatologia de dichos padecimientos se encuentra ligada al dafio oxidativo.!02

Cuadro lll.2. Estudios de la absorcién del acido alfa lipoico en voluntarios sanos.

AUTOR DOSIS ADMINISTRADA SUJETOS ABC DE AL EN PLASMA Cmax DE AL EN
PLASMA
Teichert et al. a) 200mg AL racémico, VO 46.82 £ 21.24 pgmin/mL 0.66 £ 0.33 pg/mL
(1998)92 b) 600mg AL racémico, VO 12 157.83 £ 25.82 pgmin/mL 2.85 + 1.49 pg/mL
¢) 200mg AL racémico, IV 157.97 £ 35.05 pgmin/mL 8.32 £ 2.35 pg/mL
Carlson et al. 600mg AL-Na-R, VO (sol) 15 441.6 + 160.2 ugmin/mL 16.0 £ 6.32 pg/mL
(2007)%
Breithaupt et al. 600mg AL racémico, VO 16 R-AL: 2348.04 ngh/mL R-AL: 1832.3 ng/mL
(1999)% S-AL: 1243.24 ngh/mL S-AL: 978.20 ng/mL
Mignini et al. a) 600mg Thioctacid, VO 16 3510.9 £ 1088.6 ngh/mL ~ 1338.6 + 751.8 ng/mL
(2007)100 b) 600mg Tioctil, VO 3563 £ 1374.1 ngh/mL 1215.8 + 560.5 ng/mL
Amenta et al. a) 600mg Thioctacid, VO 3270.9 + 372.8 ngh/mL 1266.2 £ 237.7 ng/mL
(2008)101 b) 600mg Tiocronal, VO 8 2925.2 + 4484 ngh/imL  2290.5 + 286.6 ng/mL
¢) 600mg Biodynoral, VO 3142.3. £ 331.5ngh/mL  2262.8 + 392.8 ng/mL
d) 600 mg Tiobec retard, VO 3187.4 + 152.8 ngh/mL 1397.7 £ 70.40 ng/mL

ABC= area bajo la curva Cmax= concentracion maxima

11.3.2. Propiedades antioxidantes y quelantes del AAL

Tanto el AAL como el ADHL son capaces de contrarrestar diversas EROs (radical hidroxilo, anién
peroxinitrito, &cido hipocloroso, singulete de oxigeno y radical peroxilo) ya que forman un potente par
redox capaz de neutralizarlas. EI ADHL posee la habilidad de regenerar las formas reducidas de otros
antioxidantes como las vitaminas C y E, cuya funcion es ceder electrones a las EROs y RL para evitar
que los tomen de las macromoléculas; sin embargo, al hacerlo generan formas oxidadas de ellas
mismas, las cuales requieren ser reducidas para interactuar con otros RL, tal como se observa en la
figura 111.11. El ADHL también es capaz de reducir la forma oxidada de la coenzima Q-10, la cual
ademas de ser un importante componente de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria

actuando como antioxidante, posee la habilidad de reducir la forma oxidada de la vitamina E.102-103
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Por su parte, el ADHL restablece la razén glutatiéon reducido/oxidado (GSH/GSSG) a través de dos
mecanismos: 1) reduciendo directamente GSSG a GSH al cederle electrones, y 2) mejorando la
captacion plasmatica de cistina y reduciéndola a cisteina, puesto que esta ultima es un precursor del
glutation. En este contexto, se ha observado incremento en los niveles de glutation después de la

administracién de AAL.87.95,102

El AAL induce la sintesis de antioxidantes endégenos o de enzimas antioxidantes y mejora su
captacion en diferentes tejidos. Asi, se ha evidenciado un incremento en los niveles de ascorbato
hepatico en ratas longevas, las cuales poseen menor cantidad de transportadores de vitamina C en

comparacion con ratas jovenes, y tras ser tratadas con AAL, alcanzan niveles normales.87.104-105

El AAL y el ADHL ademas de ser excelentes antioxidantes, poseen también la capacidad de quelar
metales, es decir, contrarrestan compuestos metélicos potencialmente oxidantes, principalmente
metales idnicos, a través de la formacion de complejos. Debido a ello, AAL y ADHL pueden quelar
iones divalentes tanto in vitro como in vivo; asi mientras AAL es capaz de quelar Mn2*, Cu2t, Pb2* y
Zn2*, el ADHL puede quelar Hg?* y Fe3*. Al respecto, se ha evidenciado que el hierro y el cobre
intervienen en la produccion de EROs, y que posterior a la quelacion de ambos metales por parte de
ADHL en el cerebro, se observa disminucion de dichas especies oxidantes; dado lo anterior, se ha
sugerido que el AAL podria resultar benéfico en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, al
disminuir el dafio oxidante en las células del cerebro, proceso considerado factor etioldgico de la
enfermedad. Aun cuando el AAL y el ADHL son capaces de quelar algunos metales, no propician
deplecién de los mismos y por ende no perjudican los procesos biologicos en los cuales se

involucran.106-107
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Figura lll.11. Propiedades antioxidantes del AAL y ADHL. Tanto la forma oxidada como la reducida tienen la capacidad de regenerar antioxidantes endégenos, tales como
vitamina C, vitamina E y GSH. Ademas, pueden intaractuar directamente con las EROs y evitar la peroxidacién lipidica. LH: lipidos insaturados, LOOH: Lipidos

hidroperoxidos, LOO-: radical peroxilo. Modificado de Rochette et al, 2015.107
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111.3.3. Participacion de AAL en vias de sefializacion

El AAL interviene en varias vias de sefializacion, entre ellas, la mas importante y estudiada es la via de
la insulina. La evidencia cientifica recabada hasta ahora sefiala que el AAL estimula la translocacion de
los transportadores de glucosa GLUT 1 y GLUT 4 desde el complejo de Golgi hacia la membrana
celular, tanto de células adiposas como de musculo esquelético y paralelamente, induce la captacion y

aprovechamiento de la glucosa por parte de dichas células (figura l11.12).108

El mecanismo que describe la participacion del AAL en la via de sefializacion de la insulina sugiere que
su accion es debida a un aumento en la actividad de las proteinas que participan en la via, tales como:
el receptor de insulina (IR), el sustrato del receptor de insulina (IRS1), la fosfoinositol-3-cinasa (PI3K) y
la proteina cinasa B, mismas que responden al AAL de igual manera que ante la insulina. En este
sentido, el AAL induce la fosforilacidn de tirosina en el IR, cuyo resultado se traduce en la mejora de la

captacion de glucosa dependiente de PI3K.108-110

Otra via de sefializacion en la cual el AAL tiene una importante participacion es la del NF-kB, factor que
en el citosol se encuentra inhibido por la proteina IKK. Toda vez que la célula recibe una sefial externa
capaz de inducir la fosforilacién de IKK, provocando su degradacion y liberando al NF-kB, éste ultimo
se introduce al nucleo y estimula la activacion de los genes que regula. Ya hemos mencionado que los
RL estimulan la fosforilacién de la proteina inhibidora IKK, al activar al RAGE y liberan al NF-kB, el cual
al traslocarse al nucleo, induce la transcripcion de genes responsables de la sintesis de proteinas que
activan respuestas inflamatorias, vasculares y de proliferacion celular. EI AAL inhibe la fosforilacién de
la proteina IKK al interactuar directamente con los RL e impide la activacion del NF-kB, aunado a ello
regenera a la vitamina E y ésta Ultima se encarga de inhibir a la proteina cinasa C que propicia la
fosforilacion de IKK. Dado lo anterior queda de manifiesto el efecto anti-inflamatorio del AAL, ya que al

inhibir la activacion de NF-kB impide la sintesis de proteinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-q).!11-112

El AAL posee la habilidad de estimular la actividad de algunas proteinas cinasas, entre ellas: la
proteina cinasa C (PKC) que participa en procesos de transcripcion, transduccion de sefiales
hormonales y regulacion del metabolismo; la proteina Akt relacionada con procesos proliferativos y anti-
apoptoticos; la proteina Erk1/2 implicada en procesos de proliferacién celular; y la proteina MAPK

encargada de modular la transcripcion de determinados genes.88.113
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Figura ll.12. Participacion del AAL en la via de sefializacién de la insulina. Modificado de Olivares-Reyes et al, 2008.33
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El AAL influye sobre la proteina cinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK), que esta
involucrada en multiples vias de sefializacion intracelular relacionadas con el metabolismo, la respuesta
al estrés, el ciclo celular y el proceso de envejecimiento. La AMPK funge como un sensor celular de
energia y tras ser activada por la cinasa hepatica B1 (LCB1) y por una calmudulina dependiente de
cinasa (CaMKK), promueve la regulacién de vias metabélicas que propician la sintesis de ATP a partir
de la oxidacion de glucosa y &acidos grasos. La intervencion del AAL en esta via tiene como resultado la
estimulacion indirecta de AMPK puesto que activa a la CaMKK, posteriormente el AAL induce la
fosforilacion de IRS1 y se activa la via de sefializacion IRS1/PI3K y se estimula la translocacion del

GLUT 4, con la consecuente captacidn de glucosa por parte de las células.14-116

Los multiples efectos que el AAL ejerce sobre algunos procesos metabdlicos, inmunes y de
proliferacién celular, aunado a sus propiedades: antioxidante, quelante de metales y anti-inflamatoria; lo
han convertido en una molécula con potencial terapéutico para el tratamiento del dafio hepatico,
trastornos neuroldgicos e incluso algunos tipos de cancer; sin embargo el uso clinico mas estudiado ha

sido el tratamiento de las complicaciones de la DM.106-107

11.3.4. Aplicaciones clinicas del AAL

Como se ha mencionado en apartados anteriores, la hiperglucemia que caracteriza a la DM2
desencadena procesos que contribuyen a estados protrombético y proinflamatorio, ambos involucrados
en las complicaciones de la enfermedad. En este contexto, una de las principales es la disfuncion
endotelial, caracterizada por vasodilatacién reducida, a causa del EO establecido en las células
endoteliales. EI AAL mejora el estado redox de las células endoteliales y promueve la sintesis de dxido
nitrico (NO), molécula vasodilatadora que regula la elasticidad de las paredes de los vasos sanguineos.
Lo anterior ha quedado de manifiesto en algunas investigaciones realizadas en sujetos diabéticos o con
enfermedad cardiovascular (cuadro 11.3), en los cuales se encontré mejora significativa en la funcion
endotelial, reflejada por una elevada vasodilatacion dependiente del endotelio y disminucion de la

presion sanguinea, tras recibir AAL via oral, lo que no sucedié en los sujetos que recibieron placebo. 7
120

Simultaneamente al dafio vascular se desencadena una respuesta inflamatoria, misma que es producto
de la activacion del NF-kB, el cual estimula la produccion y liberacion de moléculas proinflamatorias. Al
respecto, se ha observado que el AAL disminuye la produccion y liberacién de TNF-a asi como de
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moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1) y moléculas de adhesién vascular (VCAM). Ademas,
existe evidencia de que el AAL posee la habilidad de reducir la produccion de TNF-a, IL-1B e IL-6 y
EROs en ratones con artritis, previniendo los cambios destructivos del tejido conectivo, mientras que en
ratas diabéticas ademas mejora la RI. En pacientes diabéticos mejora la funcién endotelial gracias a
que disminuye la produccion de moléculas proinflamatorias y pro-oxidantes; evidenciando los efectos

anti-inflamatorio y antioxidante del AAL, tal como se aprecia en el cuadro 111.3.121-123

La intervencion del AAL en la via de sefalizacion de la insulina y de la AMPK le confiere propiedades
hipoglucemiantes. Esto se ha observado en ratones que tras recibir dieta rica en grasas fueron tratados
con AAL, observandose disminucién de la hiperglucemia y mejora en la Rl de manera similar a la
metformina. Asimismo, en otro estudio realizado con humanos, se administrd AAL en distintas dosis a
sujetos diabéticos durante seis meses, encontrandose disminucion en el porcentaje de HbA1c de
manera dosis-dependiente; pese a que en otro estudio no se observd efecto alguno respecto a la

sensibilidad a la insulina (cuadro 111.3).124-126

Debido a la hiperglucemia con la que cursa la DM2 se da lugar a la formacion de AGEs, los cuales al
interactuar con sus receptores propician dafo a las células de la retina, los glomérulos y del endotelio,
resultando en retinopatia, nefropatia y dafio vascular. Gracias al efecto hipoglucemiante del AAL se
logra reducir la formacién de AGEs, lo que se traduce en disminucién del dafio a retina y rifiones
(cuadro 11.3). Dicha propiedad de AAL se ha observado en pacientes diabéticos que después de recibir
tratamiento con AAL en combinacion con vitaminas antioxidantes presentaron mejora de acuerdo con

registros de electroretinograma asi como disminucion en la concentracion de EROs.106.127-128

El AAL también reduce los dafios causados por la nefropatia diabética, ya que en ratas tratadas con
AAL se ha encontrado disminuciéon de la proteinuria, de la glucosa y de la concentraciéon de
malonaldehido (MDA), asi como aumento en la actividad de las enzimas SOD y GPx y concentracion
de las vitaminas C y E, lo cual no se observé en el grupo de ratas que recibié un placebo. En humanos,
el efecto ha sido muy similar puesto que tras administrar AAL a sujetos diabéticos se ha evidenciado
disminucion significativa de marcadores de EO como el MDA vy la 8-hidroxiguanosina (8-OHdG),
aumento en la actividad de la SOD mientras que la albuminuria también disminuy6é después del

tratamiento.129-130
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La neuropatia diabética es la primera complicaciéon sobre la cual se han documentado los efectos
benéficos del AAL. Existen investigaciones cuyos resultados sugieren que el AAL administrado a dosis
de 600mg/dia tiene la capacidad de mejorar la neuropatia, ademas se ha observado disminucion
significativa en los niveles de HbA1c. Asimismo, en otra investigacion se observd mejora sintomatica y
fisiolégica en la neuropatia tras administrar AAL en combinacién con SOD. Recientemente se
presentaron resultados de cuatro afios de seguimiento realizado a sujetos diabéticos, quienes posterior
al tratamiento con 600mg/dia de AAL, mostraron mejora y prevencion de los sintomas de la neuropatia,

no asi aquellos a quienes se les administré un placebo (cuadro I11.3).131-133

Las multiples propiedades del AAL lo han convertido en un compuesto de uso complementario para el
tratamiento no solo de las complicaciones de la diabetes sino de enfermedades neurodegenerativas,

obesidad y también cancer.87

Dado que se ha demostrado que la disfuncién endotelial implicada en la fisiopatologia de
enfermedades neurodegenerativas, es resultado del EO, se ha recurrido al empleo de sustancias
antioxidantes. En este sentido se ha demostrado que el AAL aumenta la captacion de glucosa en el
cerebro mejorando la plasticidad sinaptica en ratones con enfermedad de Alzheimer. También ejerce
cierto el efecto neuroprotector al mejorar la expresion de receptores muscarinicos en hipocampo y

amigdala. 34135

Por otro lado, se han realizado estudios con la finalidad de observar el efecto terapéutico del AAL sobre
enfermedades hepéticas ya sea de origen viral, alcohdlico o autoinmune, mismas que cursan
exacerbado proceso inflamatorio y EO. Los resultados obtenidos han sugerido que el AAL mejora la
endotoxemia portal hepatica inducida en ratas tratadas con lipopolisacaridos y una dieta rica en
fructosa. Ademas, el AAL también disminuye los niveles de lipoperdxidos y aumenta la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD y GPx, atenuando la hepatitis inducida por la concanavalina-A en ratas,

aunado a ello modula la secrecién de citocinas proinflamatorias y disminuye el EQ.136-137

El AAL ha sido empleado en el tratamiento de la obesidad, debido a su relacién con la Rl, la elevacién
en las concentraciones de &cidos grasos, asi como de citocinas proinflamatorias. Al respecto se tiene
evidencia de que la suplementacién con AAL induce pérdida de peso, mejora el perfil lipidico,

disminuye la resistencia a la insulina 'y las concentraciones de  TNF-q.!38
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Cuadro llI.3. Usos clinicos del 4cido alfa lipoico (AAL).

AUTOR

TIPO DE
ESTUDIO

SUJETOS DE ESTUDIO

DOSIS ADMINISTRADA

PARAMETROS
MEDIDOS

HALLAZGOS

AAL en el tratamiento de disfuncion endotelial

Scaramuzza et al.

(2015)118

McMackin et al.
(2007)11°

Heinisch et al.
(2010)120

Aleatorizado,
doble ciego

Doble ciego,
controlado

Aleatorizado,
doble ciego

1) 25 jévenes con DM1
2) 27 j6venes con DM1

3) 19 jévenes con DM1

1) 15 adultos con ECV

2) 21 adultos con ECV
1) 15 diabéticos

2) 15 diabéticos

Dieta antioxidante + AAL

(400mg/dia) por 6 meses, v.o.
Dieta antioxidante + placebo

Control

200 mg de AAL+ 500 mg de
L-carnitina /dia, oral por 8
semanas

Placebo

600 mg al dia, i.v. por 3 semanas

Placebo

Capacidad vasodilatadora
endotelio-dependiente

HbAlc
Funcién vascular

Presion arterial

Flujo sanguineo del
antebrazo

Mejora en la funcién endotelial, sin
cambios aparentes en la HbAlc

Disminucién de la presion arterial

Mejora en la vasodilatacion dependiente
del endotelio

Efectos anti-inflamatorio y antioxidante del AAL

Lee et al. (2007)1?1

Castro et al.
(2015)122

Aleatorizado,
controlado

Aleatorizado,
controlado

1) 14 ratones
2) 13 ratones
3) 17 ratones

los 3 grupos con artritis
inducida

1) 20 ratas
2) 20 ratas

3) 20 ratas

SSI10.9% viai.p.

SSI 0.9%+10mg/kg de AAL viai.p.

SSI 0.9%+100mg/kg de AAL viai.p.
5veces ala semana durante 7

semanas en los 3 grupos

Control

Dieta con fructosa al 10%

Dieta con fructosa al 10% + AAL

(35mg/kg/dia)

Citocinas proinflamatorias
IL-1B, IL-6 y TNF-a.
Concentracién intracelular
de EROs

Evaluacién
histopatolégica

Glucosa, triglicéridos e
insulina séricos.
Marcadores inflamatorios
marcadores de estrés
oxidante

HOMA

Disminucion de las concentraciones de IL-
1B, IL-6 y TNF-a

Inhibicion de la formacién de osteoclastos
Prevencion de la erosion de hueso
Reduccion de EROs, en todos los casos de
manera dosis-dependiente

Disminucién de las concentraciones
séricas de marcadores proinflamatorios
TNF-a, IL-18 y PAI-1  Mejoraen la IR

45



Beatriz Isabel Garcia Martinez

AUTOR TIPO DE SUJETOS DE ESTUDIO DOSIS ADMINISTRADA PARAMETROS HALLAZGOS
ESTUDIO MEDIDOS

Solaet al. Aleatorizado, 1) 15 diabéticos 300 mg de AAL /dia, oral por 4 Funcién endotelial y Mejora en la funcién endotelial y
(2005)123 doble ciego semanas marcadores disminucién en los marcadores

2) 14 diabéticos 150 mg/dia de Irbesartan proinflamatorios proinflamatorios (IL-6, PAI-1 e
ISLAND L isoprostanos), superior con la

3) 15 diabéticos 150 mg Irbesartan + 300 mg AAL combinacién AAL/Irbesartan

o Placebo
4) 14 diabéticos
AAL y su efecto hipoglucemiante

Yang et al. Aleatorizado, 1) 15 ratas Dieta baja en grasa (DBG) Peso corporal, Disminucién del peso corporal,
(2014)%24 controlado ) ) circunferencia abdominal, circunferencia abdominal.

2) 15 ratas Dieta rica en grasa (DRG) concentracion sérica de

] glucosa Disminucién de la hiperglucemiay
3) 15 ratas DRG + 100 mg/kg de AAL, viai.p. resistencia a lainsulina. Resultados
o HOMA similares a los obtenidos con metformina.
4) 15 ratas DRG + 200 mg/kg de AAL, viai.p.
5) 15 ratas DRG + 300 mg/kg de metformina,
viai.p.

Porasuphatana Aleatorizado, 1) 7 diabéticos 300 mg/dia de AAL v.o. HbAlc HbAlc disminuyé de manera dependiente
et al. (2012)1?% doble ciego por 6 meses aladosis.

2) 7 diabéticos Isoprostanos

Oliveira et al. Aleatorizado,
(2011)126 doble ciego,
controlado

3) 7 diabéticos
4) 7 diabéticos

5) 6 diabéticos

1) 26 diabéticos
2) 25 diabéticos
3) 25 diabéticos

4) 26 diabéticos

600 mg/dia de AAL v.o.
por 6 meses

900 mg/ diade AAL v.o.
por 6 meses

1200 mg/ dia de AAL v.o.
por 6 meses

Placebo

600 mg AAL, oral por 4 meses
800 mg a-tocoferol oral

600 mg AAL + 800 mg a-tocoferol

Placebo

8-hidroxi-deoxiguanosina
(8-OHdG)

Glucosa plasmatica
Insulina plasmatica

indice HOMA

Isoprostanos aumentados en el grupo
placebo

8-OHdG permanecio6 igual

No se afecta la sensibilidad a la insulina
con la administracion de AAL y
a-tocoferol.

HOMA no mostré diferencia significativa

Mejora del perfil lipidico
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AUTOR

TIPO DE
ESTUDIO

SUJETOS DE ESTUDIO

DOSIS ADMINISTRADA

PARAMETROS
MEDIDOS

HALLAZGOS

AAL en el tratamiento de retinopatia

Nebbioso et al.
(2012)127

Aleatorizado,
ciego

1) 16 diabéticos con pre-
retinopatia

400 mg/dia de AAL + vitaminas
antioxidantes + genisteina, oral

Radicales libres
Antioxidantes séricos
Electroretinograma

Efecto protector sobre células de la retina

2) 16 diabéticos con pre- Placebo
retinopatia
Voloboueba etal. Transversal Cultivos de células de 1) control Concentracion de EROs Disminucion de la concentracién de EROs
(2005)128 retina fetal en 23% y 49 % con AAL 0.2y 0.5 mM,
2) t-BuOOH Apoptosis celular respectivamente.
3) t-BUOOH + AAL 0.1 mM Incremento de la viabilidad de células del
epitelio pigmentario de la retina de 38% al
4) t-BuOOH + AAL 0.2 mM 90%.
5) t-BUuOOH + AAL 0.5 mM
AAL en el tratamiento de nefropatia
Feng et al. Aleatorizado, 1) 5ratas diabéticas AAL 35mg/kg viai.p. por 10 Glucosa plasmatica, Disminucién de concentraciones de
(2013)129 controlado o semanas proteinuria, glucosay MDA. Aumento de SOD y GSH
2) 5ratas diabéticas concentraciones de MDA,  Diminucion de proteinuria. Aumento
Placebo SOD y GSH de vitaminas C y E; en comparacion con el
3) 4 ratas sanas |
placebo
Control
Lin et al. (2015)13°  Controlado 1) 30 voluntarios sanos a) control SOD y GPx plasmaéticas Aumento en las concentraciones de SOD y

2) 36 diabéticos

b) 600 mg/dia por 6 meses

MDA, 8-OHdG y creatinina
en orina microalbuminuria,

GPx. Disminucion de MDA, creatinina, 8-
OHdG y microalbuminuria.
HbAlc permanecié igual

AAL en el tratamiento de la neuropatia

Ziegler et al.
(1995)131

Aleatorizado,
doble ciego

1) 65 diabéticos
2) 63 diabéticos
3) 66 diabéticos

4) 66 diabéticos

100 mg de AAL, i.v. por 3 semanas
600 mg de AAL, i.v. por 3 semanas

1200 mg de AAL, i.v. por 3

semanas

Placebo, por 3 semanas

Sintomas de neuropatia,
segln puntajes de HPAL
y NDS.

Mejora en los sintomas de neuropatia
periférica, disminucion hasta en un 30% en
los puntajes de HPAL, NDS con dosis de
600 mg

47



Beatriz Isabel Garcia Martinez

AUTOR TIPO DE SUJETOS DE ESTUDIO DOSIS ADMINISTRADA PARAMETROS HALLAZGOS
ESTUDIO MEDIDOS
Bertolotto et al. Prospectivo, 50 pacientes diabéticos 600 mg de AAL + SOD Parametros Mejora en la conduccién nerviosa

(2012)132

Ziegler et al.
(2016)133

NATHAN 1

no aleatorizado

Aleatorizado

1) 233 diabéticos

2) 227 diabéticos

a) 600 mg de AAL / dia

b) placebo
En ambos casos por 4 afios

electroneurograficos
Percepcién del dolor

Sintomas de neuropatia,
conduccion nerviosa,
presion arterial y funcién
cardiaca

Percepcién de disminucién del dolor

Mejora en la conduccién nerviosay en los
sintomas de neuropatia Mejora en la
funcion cardiaca

AAL, acido alfa lipoico; CAT, capacidad antioxidante total; DM1, Diabetes mellitus 1; ECV, enfermedad cardiovascular; EROs, especies reactivas de oxigeno; GPx, glutation peroxidasa; GSH,
glutation reducido; HbAlc, hemoglobina glicosilada; 8-OHdG, 8-hidroxi-deoxiguanosina; HOMA, modelo de evaluacion homeostéatica para medir la resistencia a la insulina; HPAL, Hamburg Pain
Adjetive List; IL-1B, interleucina 1B; IL-6, interleucina 6; i.p. intraperitoneal; IR, resistencia a la insulina; i.v. intravenosa; MDA, malondialdehido; mNPQ, cuestionario modificado para dolor de
cuello; NDS, Neuropathy Disability Score; NO, 6xido nitrico; OUU, obstruccion unilateral uretral; SOD, superoxido dismutasa; TNF-a, factor de necrosis tumoral a; t-BuOOH, ter-butil hidroperéxido;

TGF-B, factor de crecimiento transformante 3; Ul, unidades internacionales.
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En lo que respecta a los posibles beneficios del AAL en el tratamiento de diferentes tipos de cancer, se
ha propuesto que dado que las células tumorigénicas convierten la glucosa preferencialmente en
lactato aun en presencia de oxigeno, el AAL ejerce un efecto inhibidor de la tumorigénesis gracias a
que actua como cofactor de la piruvato deshidrogenasa, complejo enzimatico que convierte la acetil
CoA en piruvato, con lo se previene la formacion de lactato, inhibiendo la glucélisis en células
cancerigenas. Al respecto, se ha encontrado que el AAL suprime la proliferacién de células
cancerigenas mediante la activacion de la via AMPK que inhibe la via de sefalizacion del factor de

crecimiento transformante B, suprimiendo el crecimiento del tumor. 139-142

Aun cuando se tiene evidencia de los efectos benéficos del AAL en el tratamiento de diversas
patologias, dicho compuesto continua siendo objeto de estudio de muchos investigadores ya que

aunado a su potencial terapéutico se trata de una sustancia muy segura.

111.3.5. Toxicidad del AAL

Los estudios realizados para conocer los efectos secundarios del AAL concluyen que se requieren
elevadas dosis para provocar y ndusea y vomito, se ha reportado que la dosis necesaria debe ser
mayor a 2400 mg/kg de peso. Aunado a ello la administracion del AAL a largo plazo (1-2 afios) no
causa efectos adversos en ratas, no obstante, a dosis de 121 mg/kg causan cambios significativos en
las enzimas hepaticas alanino-amino transferasa y glutamato deshidrogenasa, manifestandose también

cambios histopatoldgicos en el higado y glandulas mamarias de las ratas estudiadas.87.98

Para estudiar la toxicidad del AAL se han llevado a cabo investigaciones en las que se sefiala que en
perros y ratones bastan de 400-500mg/kg de peso para alcanzar la DL50, en tanto las ratas requieren
dosis mayores a 2000mg/kg de peso, tal como se observa en el cuadro lIl.4. Pese a ello, en algunas
ratas la dosis referida provoca sedacion, apatia, piloereccién, postura encorvada y cierre de ojos. En
humanos se han empleado dosis de hasta 2400mg/dia sin que se presenten efectos adversos, aunque
en dosis mas elevadas es posible que aparezcan nauseas, vomito, dolor abdominal y dispepsia. En
casos mas raros puede aparecer prurito y ulceraciones en la piel. Algunos ensayos clinicos realizados
han demostrado que dosis de 600mg/dia via i.v. durante tres semanas no provocan efectos adversos.
De igual manera se han administrado dosis de 1800 mg/dia via oral durante seis meses sin observarse

dafios en la salud.98.143-145
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Cuadro lll.4. Toxicidad del AAL en algunos modelos animales

AUTOR MODELO ANIMAL DLso
Biewenga et al. (1997)%8 Raton 500 mgl/kg
Carlson et al. (1995)143 Perro 400-500 mg/kg

Hill et al. (2004)44 Gato 30 mg/kg
Cremer et al. (2006)"4 Rata > 2000 mg/kg

Partiendo de toda la evidencia cientifica recabada hasta el momento, podriamos considerar que gracias
a la gran capacidad antioxidante del AAL es posible disminuir la produccion de RL, lo cual se veria
reflejado en la reduccion de los marcadores de proceso inflamatorio, repercutiendo también sobre el
metabolismo de la glucosa debido a su accidn sensibilizante a la insulina, lo que a su vez disminuiria la
formacion de AGEs; logrando retrasar la aparicion de las complicaciones propias de la DM, impactando
positivamente sobre la calidad de vida de los adultos mayores con diabetes. Sin embargo, los
resultados de las diferentes investigaciones en cuanto a los efectos del AAL en adultos mayores
diabéticos aun son incipientes; por tal motivo, el objetivo principal de la presente investigacion es la

evaluacién de los efectos antioxidante, antiinflamatorio e hipoglucemiante de dicho compuesto.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Paralelamente al incremento en la esperanza de vida, se ha incrementado la incidencia de
enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) tales como la obesidad, afecciones cardiovasculares,
tumores malignos, sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2 (DM2). En este contexto, se ha
observado que la prevalencia de diabetes mellitus en adultos mayores es dos veces mayor respecto al
resto de la poblacion; lo cual demanda una mayor atencion en materia de prevencion y tratamiento de

dicha enfermedad.

Por otra parte, dado que el envejecimiento per se constituye un factor de riesgo para la presencia de
ECNT, han surgido algunas teorias para explicar el proceso que propicia dicha vulnerabilidad. En
este sentido, se ha propuesto que el dafo oxidativo que se acumula con el paso de los afios en el
organismo es responsable del deterioro celular relativo al envejecimiento, ocasionando disminucion de
la funcionalidad de 6rganos y vulnerabilidad para la aparicién de ECNT entre las que destaca la DM2,
cuya fisiopatologia esta vinculada con el estrés oxidativo (EO) y el proceso inflamatorio crénico (PIC).
Por tal motivo, se han propuesto algunas alternativas terapéuticas para prevenir o disminuir el EO y
el PIC, tales como las vitaminas C y E, la coenzima Q-10 y recientemente el &cido alfa lipoico (AAL). En
este sentido, se ha demostrado que el consumo periddico de AAL tiene un efecto antioxidante,
antiinflamatorio e hipoglucemiente que influye positivamente en la fisiopatologia de la neuropatia
diabética y mejora la sintomatologia. Por tal motivo, inferimos que la la administracién complementaria
de AAL al tratamiento hipoglucemiante para adultos mayores con DM2 podria atenuar el dafio
oxidativo, lo cual a su vez tendria un efecto benéfico sobre los marcadores de proceso inflamatorio
cronico y consecuente disminucion significativa de la formacion de productos finales de glucosilacion

avanzada (AGEs). En este marco planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

i Cual es el efecto de la administracion oral de acido alfa lipoico sobre los niveles de glucosa, AGEs,

marcadores de inflamacion crénicay estrés oxidativo en adultos mayores con diabetes mellitus 2?
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V. HIPOTESIS

Considerando los estudios sobre el efecto hipoglucemiante, antioxidante y antiinflamatorio del
acido alfa lipoico, suponemos que los adultos mayores con diabetes mellitus tipo 2 que reciban
tratamiento complementario con dicho compuesto mostraran una disminucion estadisticamente
significativa de los niveles de glucosa, marcadores de estrés oxidativo, inflamacién crénica y

AGEs, en comparacion con el grupo que no reciba dicho tratamiento.
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VI. OBJETIVOS

V1.1 Objetivo general
Evaluar el efecto del acido alfa lipoico sobre los niveles de glucosa, marcadores de estrés oxidativo,

proceso inflamatorio cronico y AGEs en adultos mayores con diabetes tipo 2.

V1.2 Objetivos especificos
% Evaluar el efecto del acido alfa lipoico sobre las concentraciones de glucosa en adultos
mayores con diabetes tipo 2.
+¢ Evaluar el efecto de la administracion de acido alfa lipoico sobre los productos finales de la
glucosilacion avanzada en adultos mayores con diabetes mellitus tipo 2.
¢+ Evaluar el efecto antioxidante y antiinflamatorio del acido alfa lipoico en adultos mayores con

diabetes tipo 2.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

VIL.1 Universo y tipo de estudio
Se realiz6 un estudio cuasi-experimental en una muestra a conveniencia de 108 adultos mayores
mexicanos, pacientes del Hospital Regional ISSSTE Ignacio Zaragoza, quienes ademas de padecer

diabetes mellitus tipo 2 cumplieron con los siguientes criterios:

Criterios de inclusion
+» De 60 a 74 afos.
+» Sexo indistinto.
+¢+ Sin dafio renal.
+¢+ Sin tomar anti-inflamatorios.

«¢+ Estuvieron de acuerdo en firmar el consentimiento informado (ver Anexo 1y anexo 2).

Criterios de exclusion
¢+ Aquellos que estuvieran participando en algun otro proyecto de investigacion.

% Hipersensibles al &cido alfa lipoico.

%+ Con trastornos mentales.

% Que padecieran hipotiroidismo.

% Que presentaran problemas de absorcion de tubo digestivo o que hayan sido sometidos a
cirugia gastrica.

++ Con insuficiencia hepatica aguda.

+* Que padecieran algun tipo de cancer.

++ Que se encontraran ingiriendo vitaminas antioxidantes (A, C y/o E).
Criterios de eliminacion
¢+ Aquellos que presentaran reacciones adversas severas atribuibles al tratamiento.

+¢ Que renunciaran voluntariamente al proyecto.

¢+ Que interrumpieran la ingesta del medicamento durante el tratamiento.

Los participantes fueron asignados aleatoriamente a uno de los 3 grupos siguientes:
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() Grupo experimental (GE): 42 adultos mayores que recibieron dos capsulas con acido alfa
lipoico en dosis de 300mg c/u diariamente.

(i) Grupo placebo (GP): 38 adultos mayores que recibieron dos céapsulas con las mismas
caracteristicas que las del grupo tratamiento, pero cuyo contenido era un placebo.

(iii) Grupo control (GP): 28 adultos mayores sin tratamiento ni placebo.

La investigacion tuvo una duracion de 6 meses. Durante el seguimiento se eliminaron los datos de un
total de 15 participantes, 4 de ellos decidieron abandonar el tratamiento por no sentir mejoria, 2 se
retiraron manifestando que el tratamiento les elevo la tension arterial y la glicemia, 3 por cambio de
residencia, 1 abandond por ingreso a hospital a causa de hepatitis, 2 manifestaron sentir incomodidad
por pertenecer a un grupo experimental y 3 més se retiraron sin dar explicacion alguna (figura VII.1).
Cabe mencionar que tanto las capsulas con acido lipoico como aquellas con placebo, fueron

proporcionadas por los Laboratorios Farmacéuticos Medix®.
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n= 800

Universo de estudio

Seleccion de participantes

No cumplieron con los criterios n= 590
No deseaban participar n= 47

Otros motivos n= 40

) Participantes

Cumplieron con los criterios y

seleccionados n= 123 aceptaron participar
n= 123
Asignacion aleatoria de las
participantes a los grupos de
estudio
’ Tratamiento n= 47 ‘ | Placebo n=41 l Control n=35 I
| ] l
Pérdidas= 5 Pérdidas= 3 Pérdidas= 7
I
[Datoo analizados n= 42 [D,to. anelizados. ne38 l Datos analizados n=28

Fiiura VL1, Dia(';rama de la seleccion de participantes y conformacion de los grupos de estudio. Cambiar
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VII.2 Variables

Independiente:

+«+ Tratamiento (600 mg/ dia de &cido alfa lipoico, placebo, control)

Dependientes:

¢ Niveles de glucosa

«» Concentracién de AGEs

«» Proceso inflamatorio crénico

+» Estrés oxidativo

Cuadro VII.1 Operacionalizacién de las variables del estudio

Variable

Definicion

Nivel de medicion

Categorias

Tratamiento

Niveles de glucosa

Concentracion de AGEs

Proceso inflamatorio

cronico

Estrés oxidativo

Administracion
complementaria de acido
alfa lipoico o placebo.

Concentracion sérica de
glucosa

Concentracion de AGEs
en suero o plasma.

Respuesta del organismo
ante el estimulo de
agentes patégenos cuya
finalidad es eliminar la
causa inicial de la lesion
celular

Desequilibrio bioquimico
entre los oxidantes y los
antioxidantes, medido a
través de la
concentracion plasmatica
de la actividad de las
enzimas antioxidantes
SODy GPxyla
capacidad sérica
antioxidante total, asi
como del marcador pro-
oxidante F2-isoprostanos

Cualitativa nominal

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Tratamiento (600 mg/dia
de acido alfa lipoico)
Placebo

Sin tratamiento
complementario

Concentracion de
glucosa expresada en
mg/dL

Concentracion sérica del
receptor RAGE
expresada en pg/mL

Concentracion sérica de
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
12, TNF-a, expresada en
pg/dL

Actividad enzimética de
SOD expresada en U/L
Actividad enzimética de
GPx expresada en U/L
Capacidad sérica
antioxidante total
expresada en mmol/L
Concentracion de F2-
isoprostanos  expresada
en pg/mL
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VII.2.1 Covariables: factores pro-oxidantes y/o proinflamatorios

o
*

*

X/
°e

X/
°e

Ingesta de alcohol: determinado por la cantidad de bebidas alcoholicas que se ingieren de
manera regular.

Ingesta de cafeina: determinada por el numero de tazas de café o bebidas con cafeina que son
ingeridas regularmente.

Tabaquismo: numero de cigarros que fuma diariamente para satisfacer su necesidad de
nicotina.

Sedentarismo: ausencia de toda actividad no laboral que requiera movimiento y provoque un

consumo calérico considerable, asi como desgaste fisico, realizado de manera regular.

VII.3 Técnicas

Se aplico el instrumento de estilos de vida (Anexo 3) para determinar la presencia de factores pro-

oxidantes (consumo de alcohol, ingesta de cafeina, tabaquismo, sedentarismo); ademas, previo al

inicio del estudio y transcurridos seis meses, se realizaron las mediciones siguientes:

VIL.3.1.

X/

K/
X4

D)

Mediciones antropomeétricas y tension arterial

Peso: se midi6 el peso de los participantes en ropa interior empleando una bascula Torino
calibrada en cada medicién.

Estatura: los participantes estando en posicion de pie manteniendo los talones juntos, con los
gluteos, hombros y cabeza en contacto con el estadimetro de aluminio graduado en milimetros,
con la vista al frente y el plano de Frankfurt paralelo al suelo.

indice de masa corporal: se calculd dividiendo el peso entre la estatura al cuadrado (kg/m2).
Perimetro de cintura: se midi6 rodeando la cintura a la altura de la cicatriz umbilical, empleando
una cinta métrica de asbesto, teniendo cuidado de no ejercer presion sobre el cuerpo.
Perimetro de cadera: se obtuvo midiendo la parte mas prominente de los gluteos con una cinta
métrica de asbesto.

indice cintura/cadera: se calculd al dividir el valor de la circunferencia de la cintura entre el de
la cadera.

Tension arterial: se determiné de acuerdo con lo establecido en la NOM-030-SSA-2-2009. Para
la prevencidn, deteccion, diagnostico, tratamiento y control de la hipertension arterial. Para ello

se solicitd a cada participante sentarse en una silla con buen respaldo, con un brazo
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descubierto y flexionado sobre un soporte. Se empled un estetoscopio y un esfingomandémetro
acoplado a una columna de mercurio para tomar la medida de la tension arterial sistdlica y

diastdlica.!46

VII.3.2. Mediciones bioquimicas.

Previo ayuno de al menos 8 horas, entre las 7:00 y 9:00 horas, se obtuvieron muestras sanguineas con
equipo Vacutainer, en tubos (Beckton-Dickinson) con EDTA para realizar la biometria hematica, la
cuantificacion del porcentaje de HbA1c y medir la concentracién de isoprostanos. Asimismo, se
tomaron muestras sin anticoagulante para las pruebas bioquimicas, concentracion de AGEs medida a
través de su receptor (RAGE) y marcadores de inflamacion (concentraciones de glucosa, &cido urico,
urea, colesterol total, HDL-colesterol, triglicéridos, creatinina, albumina, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
TNF-a y PCR). Ademés, se obtuvieron muestras de sangre en tubos con heparina para la medicion de
los marcadores de estrés oxidativo (SOD, GPx, Capacidad antioxidante total). Para las pruebas
realizadas empleando suero o plasma, se centrifugaron las muestras a 3500 rpm durante 10 minutos y
posteriormente se separé el paquete eritrocitario del suero o plasma, siendo estos ultimos almacenados

en ultracongelador a -70 °C hasta su uso en las pruebas correspondientes.

Las técnicas empleadas se describen a continuacion:

¢+ HbA1c (Randox Laboratories Ltd, HA 3830): en un primer paso se da un pretratamiento a la
muestra de sangre total, consiste en lisar los glébulos rojos y provocar la hidrélisis de la
hemoglobina a cargo de una proteasa. En un segundo paso se determina, bajo principio
turbidimétrico, la cantidad de HbA1c contenida en la muestra mediante aglutinacion en latex.

La glucohemoglobina compite con anticuerpos monoclonales HbA1c.

+ Albumina (Randox Laboratories Ltd, UK AB 362): la medicién se basa en la unién cuantitativa
de la albumina con el indicador verde de bromocresol, el complejo formado (albimina-verde de
bromocresol) presenta absorcidn maxima a 578 nm, siendo la absorbancia directamente

proporcional a la concentracion de albumina en la muestra.

%+ Colesterol (Randox Laboratories Ltd, UK CH 200): es determinado tras una hidrolisis
enzimatica y una oxidacién. Se forma un indicador quinoneimina a partir de peréxido de
hidrégeno y 4-aminoantipirina en presencia de fenol y peroxidasa. Se mide la absorbancia a

546 nm, siendo directamente proporcional al colesterol contenido en la muestra.
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X/
L X4

X/
°e

L)

K/

7/

Creatinina (Randox Laboratories Ltd UK CR 510): la creatinina en solucién alcalina reacciona
con acido picrico para formar un complejo coloreado cuya absorcion a 492 nm es proporcional

a la concentracion de creatinina contenida en la muestra.

Glucosa (Randox Laboratories Ltd, UK GL 364): se determina tras una oxidacion enzimatica en
presencia de glucosa oxidasa. El peroxido de hidrogeno formado reacciona, catalizado por la
peroxidasa, con fenol y 4-aminofenazona para formar un indicador de quinoneimina rojo-
violeta. La absorbancia es medida a 500 nm y la intensidad es directamente proporcional a la

concentracion de glucosa en la muestra.

Triglicéridos (Randox Laboratories Ltd, UK TG 210): se determinan tras hidrélisis enzimatica
con lipasas. El indicador es una quinoneimina formada a partir de peréxido de hidrogeno, 4-
aminofenazona y clorofenol bajo la influencia catalitica de la peroxidasa. Se mide la
absorbancia a 500 nm, siendo la intensidad proporcional a los triglicéridos contenidos en la

muestra.

Acido drico (Randox Laboratories Ltd, UK UA 230): se convierte en alantoina mediante una
reaccion catalizada por uricasa, formando ademas peroxido de hidrogeno, mismo que bajo la
catélisis de la peroxidasa, oxida al &cido 3,5-dicloro-hidroxibencenosulfénico y 4-
aminofenazona para formar un compuesto colorido de quinoneimina rojo-violeta cuya maxima

absorcién a 520 nm es proporcional a la cantidad de acido Urico presente en la muestra.

HDL-colesterol (Randox Laboratories Ltd, UK CH 204): la determinacién se fundamenta en la
precipitacién cuantitativa de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), muy baja densidad
(VLDL) y quilomicrones, bajo la accién de acido fosfotingstico y Mg 2+, el sobrenadante que
contiene al HDL-colesterol, forma un compuesto quinoneimina por accion de esterasas de
colesterol, dicho compuesto colorido presenta absorcion maxima a 578 nm y su intensidad es

proporcional a la concentracidn del analito en la muestra.

Urea (Randox Laboratories Ltd, UK UR 220): la urea se hidroliza en presencia de agua y
ureasa para producir amoniaco y diéxido de carbono. El amoniaco producido se combina con
a-oxoglutarato y NADH en presencia de glutamato deshidrogenasa para producir glutamato y
NAD*. La absorcion maxima de los productos de la reaccion es medida a 340 nm, siendo

proporcional a la cantidad de urea contenida en la muestra.
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Todas las mediciones incluyeron sueros control con valores normal y alto de la casa comercial Randox

Laboratories Ltd. Las pruebas fueron realizadas en el equipo automatizado Selectra Junior.

¢+ La biometria hematica fue realizada en un equipo automatizado Micros 60, se emplearon

controles bajo, normal y alto, como control de calidad de cada medicion.

VII.3.2.1 Concentracion de AGE’s

Se realizé la medicion de los AGE's a través de su receptor (RAGE), mediante un ensayo
inmunoenzimatico en fase solida (ELISA) con un estuche comercial de R&D (DRG00). Se emplea un
anticuerpo monoclonal para RAGE humano, el cual ha sido unido al fondo de cada pocillo. Tras la
correcta adicion de reactivos, estandares y muestras, se dio la interaccion RAGE-antiRAGE y luego de
las correspondientes incubaciones y lavados, se procedio a leer la densidad optica del complejo
formado en un lector de microplacas ajustado a 450 nm. Siendo la concentracién de RAGE,
directamente proporcional a la intensidad del color desarrollado por el complejo RAGE-sustrato. A

continuacion, se describe la técnica empleada.

Previo al ensayo todos los reactivos y muestras fueron llevados a temperatura ambiente.

1. Se prepararon todos los reactivos y estandares de trabajo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

2. Se afiadieron 100 pL de diluyente de ensayo RD1-60 a cada pocillo.

3. Se colocaron 50 pL de estandar, control o muestra, a los pocillos correspondientes y se cubri6
la placa por la parte superior con la tira con una tira plastica. Posteriormente se procedi6 a
incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

4. Tras el periodo de incubacion se aspird el contenido de todos los pocillos y se lavaron con la
solucién tampon, enseguida se vaciaron nuevamente todos los pocillos. Se repitié este paso
hasta completar 4 lavados y eliminar cualquier resto de solucion tampén.

5. Se dispensaron 200 uL de conjugado RAGE a cada pocillo, nuevamente se cubrié con una tira
plastica y se incub6 a temperatura ambiente durante otras 2 horas.

6. Se repiti6 completamente el paso 4.
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7. Se adicionaron 200 pL de solucién sustrato a todos los pocillos y se incubd la placa durante 30
minutos a temperatura ambiente, pero en esta ocasion se protegié de la luz.

8. Se agregaron 50 L de solucién de paro a cada pocillo y se mezcld suavemente. El color del
contenido de los pocillos cambié de azul a amarillo.

9. Se determiné la densidad dptica de cada pocillo en un periodo de tiempo no mayor a 30
minutos tras la tercera incubacion, para lo cual se empleo un lector de microplacas ajustado a

450 nm, se realizd correccion de lectura a 540 0 570 nm.

Para el calculo de la concentracion de RAGE se sustrajo la absorbancia del estandar de concentracion
0 pg/mL al resto de los estandares y a todas las muestras. Posteriormente se construyd un gréfico de
regresion lineal log-log con la absorbancia de los estandares en el eje Y vs la concentracion de los
mismos en el eje X, se obtuvo la ecuacidn de la recta y con ella se calculd la concentracion de RAGE

de cada muestra.

VII.3.2.2 Medicion de marcadores de proceso inflamatorio crénico

Se determinaron las concentraciones de IL-1B, IL-12p70, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a en un citdmetro de
flujo marca FACSAria de Beckton-Dickinson México, usando un estuche comercial de la misma marca
(BD CBA Human Inflammatory Cytokines Kit, cat. 551811). Para ello se emplea una mezcla de seis
perlas de captura, cada una conjugada con un anticuerpo especifico para cada citocina mencionada y
al que también se ha unido un compuesto fluorescente (ficoeritrina). Cuando se la mezcla de perlas y
un reactivo de deteccion son incubadas con una muestra que contenga alguna de las citocinas, se
forma un complejo que puede ser medido usando citometria de flujo para identificar las particulas con
fluorescencia, cuya sefial es directamente proporcional a la cantidad de analito (citocina) unido a la
perla de captura. Durante la medicion, se prepararon los estandares y las muestras de acuerdo con el
inserto, posteriormente se llevaron al citdmetro. Los resultados se analizaron mediante el uso de FCAP

array software. 47

La metodologia empleada se describe a continuacion.

1. Se reconstituyeron todos los reactivos y estandares con los diluyentes correspondientes, se
mezclaron gentilmente y se mantuvieron en reposo hasta alcanzar la temperatura ambiente.

2. Se marcaron 8 tubos para la curva estandar y se prepararon diluciones de manera serial, de
acuerdo con el siguiente orden: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y 1:256, transfiriendo

62



Beatriz Isabel Garcia Martinez

© ° N &

10.

1.

12.

300 pL de la solucion madre a cada tubo marcado, a los cuales previamente se les habian
depositado 300 pL de diluyente. Ademas, en un tubo extra se depositaron unicamente 300 pL
de diluyente, mismo que sirvi6 como control negativo (0 pg/mL).

Se calculd la cantidad necesaria de perlas para cada analisis, considerando el niumero de
muestras y estandares, posteriormente se tomaron las cantidades correspondientes de cada
perla 'y se realizd la mezcla, agitando vigorosamente antes y después de adicionar cada perla a
la mezcla.

Se centrifugd la mezcla de perlas a 2500 rpm durante 5 minutos, se descartd el sobrenadante y
el resto se dejo reposar durante 30 minutos protegido de la luz.

Se mezcl6 vigorosamente la mezcla de perlas y se depositaron 25 L de la misma dentro de
cada tubo de ensayo.

Se afiadieron 25 PL de cada uno de los estandares en los tubos correspondientes.

Se adicionaron 25 L de cada muestra en el respectivo tubo de ensayo.

Se incubd durante 1.5 horas a temperatura ambiente, protegiendo todos los tubos de la luz.

Se adicionaron 500 uL de solucion buffer de lavado a cada tubo de ensayo y se centrifugo a
2500 rpm durante 5 min, se aspird cuidadosamente el sobrenadante y se descarto.

Se agregaron 25 pL de reactivo de deteccion (ficoeritrina) a cada tubo y nuevamente se incubo
durante 1.5 horas a temperatura ambiente, cuidando de proteger los tubos de ensayo de la luz.
Se repitié el paso 9 con todas las muestras y el contenido restante se transfirio a tubos para
citdmetro (Falcon), diluyendo con 150 uL de solucién buffer de lavado.

Se resuspendio cuidadosamente el contenido de cada tubo y se llevo al citdmetro de flujo para

realizar la lectura.

Para el célculo de la concentracidn de cada citocina se empled el software FCAP Array.

Otro marcador de proceso inflamatorio medido fue la proteina C reactiva (PCR). Para ello se emplearon

particulas recubiertas con anticuerpos anti-PCR humana, las cuales fueron aglutinadas por moléculas

de PCR presentes en las muestras de suero analizadas. Dado que la aglutinacién provoca cambios en

la absorbancia de manera proporcional a la concentracion de PCR y tras comparar con un calibrador,

fue posible determinar la concentracion exacta de la proteina. La prueba se realizd en el equipo

automatizado Selectra Junior, bajo principio turbidimétrico, usando un estuche comercial de Spinreact
S.A. (CRP TURBI 1107101L).
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VII.3.2.3 Medicién de marcadores de estrés oxidativo
Sistema antioxidante

Se emplearon muestras de plasma y sangre total con heparina para medir la capacidad antioxidante
total y la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD y GPx) por métodos cinéticos colorimétricos,

empleando estuches comerciales de Randox Laboratories, Ltd.

+» Actividad de la superdxido dismutasa. Para la medir la actividad de esta enzima se empled un
estuche comercial (Ransod, Randox Laboratories Ltd, UK), cuyo método se basa en el trabajo
realizado por Mc Cord y Fridovich, el cual hace uso de xantina y xantinoxidasa (XOD) para
formar radicales superoxido: 48

Xantina ~ X0D > acido Urico + Oy

Posteriormente, los radicales superoxido formados reaccionan con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-
(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio (I.N.T.) para formar un colorante formazan rojo:

INT. Oz 5 colorante formazan

Se mide la actividad de la SOD por el grado de inhibicion de la siguiente reaccion:
02+ O + 2H* SO0, O+ H202

Para el ensayo se tomaron 500 uL de sangre total heparinizada y se lavaron los eritrocitos con
solucion salina isotdnica, posteriormente al boton de eritrocitos lavados se adicionaron 2 mL de
agua bidestilada fria para provocar lisis celular, enseguida se diluyeron con 1.9 mL de tampén
fosfato 0.01 mmol/L pH 7.0 (Sigma Chemical Co.). De la dilucién se pipetearon 30 uL y fueron
colocados en bafio Maria a 37°C, se adicionaron 1 mL de sustrato mixto (xantina 0.05 moml/L,
ILN.T. 0.025 mmol/L) y 150 pL de xantin oxidasa (0.94 mmol/L),ambos previamente colocados
en el bafio a 37°C, se mezclo y se dispard el crondmetro para registrar la absorbancia A1 tras
30 segundos de la reaccién y se leyd la absorbancia final A2 transcurridos 3 minutos mas, a
505 nm; se calculo la diferencia de las absorbancias asi como el delta por minuto. Se emple6
un blanco de reaccion, para lo cual se pipetearon 30 uL de agua destilada y se sigui6 el mismo
procedimiento que con los 30 pL pipeteados a partir de la dilucién con tampén fosfato. Para

calcular el porcentaje de inhibicion de la enzima se empleo el siguiente calculo:
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e inhibicion.

delta / min muestra*100
(== )=%d

100 —

delta/ min blanco
Para obtener la actividad de la SOD en UI/L se extrapolaron los porcentajes de inhibicion en la

siguiente ecuacion de la recta de calibracion:

Actividad de la SOD =[1.21 + (0.01 * % de inhibicién)] * 100

Actividad de la glutation peroxidasa (GPx), se empled el método basado en el trabajo de Plagia

y Valentine asi como reactivos del estuche comercial Ransel, (Randox Laboratories Ltd).!4?
La GPx cataliza la oxidacidn del glutation (GSH) por el hidroperoxido de cumeno.
2GSH+ROOH __GPX_ - ROH +GSSG + H,0

El glutation oxidado (GSSG) en presencia de glutation reductasa (GR) y NADPH es
inmediatamente convertido en su forma reducida con una oxidacién concomitante de NADPH
en NADP+. Se mide la disminucion de la absorbancia a 340 nm.

GSSG + NADPH + H* —CR_~  NADP+* + 2GSH

Para la prueba se diluyeron 50 pL de sangre total heparinizada en 1 mL de solucién diluyente
(Randox Laboratories Ltd) y se incub6 por 5 minutos, enseguida se adicion6 1 mL de reactivo
de Drabkin a doble concentracion (Sigma Chemical Co.), posteriormente se pipetearon 20 uL
de la dilucién y se colocaron en bafio Maria a 37°C, se agregd 1 mL del reactivo de trabajo
(glutation 4 mmol/L, glutatién reductasa = 0.5 U/L y NADPH 0.34 mmol/L), previamente
colocado en el bafio a 37°C, luego se adicionaron 40 pL del reactivo de cumeno (hidroperoxido
de cumeno 0.18 mmol/L) bien agitado, se mezcld y simultdneamente se inici6 el cronémetro.
Se registrd la absorbancia A1 trascurrido 1 minuto, la A2 tras 2 minutos y la A3 después de 3
minutos del inicio de la reaccién, a una longitud de onda de 340 nm. Para el blanco de reaccion
se pipetearon 20 uL de agua destilada y se siguié el mismo procedimiento que con los 20 uL
de la dilucién con muestras de pacientes. Se calcularon los deltas de absorbancia (A= A1 - A3)
y se procedio a calcular la actividad de la enzima mediante la siguiente ecuacion:
Actividad GPx UI/L = (Amuestra - Ablanco)* 8412 U/L* 41
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X/
L X4

X/
L X4

Razon SOD/GPx: Se calculd como cociente entre la actividad de la SOD vy la actividad de la
GPx, en UI/L.

Capacidad antioxidante total (CAT). Para esta prueba se hizo uso de un estuche comercial
(Total antioxidant status, Randox Laboratories Ltd). Se trata de una prueba donde se combinan
peroxidasa (metamioglobina) con peréxido de hidrégeno y ABTS (2,2'-azido-di
etilbenzotiazolinsulfonato), que resultan en la formacién de radical cation ABTS*. Dicho radical
presenta una coloracion verde azulada, la presencia de antioxidantes en la muestra produce la

supresién de esta coloracion, siendo ésta proporcional a la concentracion de antioxidantes. 150

Para la determinacion se pipetearon 20 pL de plasma, 20 pL de agua destilada para ser
usada como blanco y 20 uL de estandar (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroma - &cido carboxilico,
concentracion indicada en el estuche), en 3 tubos diferentes y se colocaron en bafio Maria a
37°C, se adiciond a cada tubo 1 mL de cromdgeno (metamioglobina 6.1 mmol/L, ABTS 610
mmol/L), se mezclo y se pasd a la celda para registrar la absorbancia A1 a 600 nm;
posteriormente se adicionaron 200 uL de sustrato (peroxido de hidrégeno 250 mmol/L), se
dispar6 el crondmetro y se mezclo para luego leer la absorbancia A2 transcurridos
exactamente 3 minutos. Se calcularon los deltas de las absorbancias (A2-A1) y también se hizo

el calculo del factor empleando la siguiente ecuacion:

concentracion del estandar
(delta del blanco—delta del estandar)

Factor =

Por Ultimo, se calculd la concentracion de antioxidantes en mmol/L con la siguiente ecuacion:

Aox mmol/L= Factor + (Ablanco — Amuestra)

La cinética de todas las reacciones se midié con un espectrofotometro Shimadzu UV-1601 UV-Vis.

++ Brecha antioxidante o GAP. Esta se define como los antioxidantes diferentes de albumina y

acido Urico, no medidos en las técnicas para la determinaciéon de antioxidantes totales. Se
calcula a partir de la CAT en pmol/L y las concentraciones de albuimina y &cido urico en las

mismas unidades. Para ello se empled la siguiente ecuacion:*!

GAP = [CAT - [albumina (umol/L) + &cido urico (umol/L)]
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+¢ Medicion de Isoprostanos como marcador pro-oxidante
Se emplearon muestras de plasma con EDTA para la cuantificaciéon de los isoprostanos mediante
ensayo inmunoenzimatico, empleando estuche comercial (8-isoprostane EIA kit 515351) de Cayman

Chemical Company.

La prueba se basa en la competencia entre el 8-isoprostano y la 8-isoprostano-acetilcolinesterasa
(AChE) conjugada (8-isoprostano trazador) ante un limitado nimero de sitios de union de antisuero de
conejo especifico para 8-isoprostano, éste ultimo se une a un anticuerpo monoclonal que ha sido
previamente unido al pozo. Se realiza un lavado con solucion tampdn para remover todo reactivo no
unido y posteriormente se agrega el reactivo de Ellman que contiene al sustrato de la AChE. El
producto de esta reaccion enzimatica es un compuesto de color amarillo, cuya méaxima absorcién se da
a 412 nm. La intensidad del color es es proporcional a la cantidad de 8-isoprostano trazador unido a el
pozo, el cual es inversamente proporcional a la cantidad de 8-isoprostano libre presente en la muestra

analizada.

El ensayo se realizo en varias etapas: purificacion de la muestra, preparacion de la curva estandar,
adicion de reactivos a la placa, incubacion, desarrollo y lectura de la placa. A continuacion, se describe

la metodologia utilizada.

Purificacion de la muestra.
Se transfirié el absorbente a un tubo limpio y seco, se centrifugo a 1500 x G durante 3 minutos,
posteriormente, se removid el sobrenadante, se adiciond buffer de columna al absorbente en una
relacion 1:4 y se mezcld cuidadosamente, luego se centrifugd nuevamente y se descartd el
sobrenadante, esta operacion se repitié hasta completar un total de 4 repeticiones. Se resuspendié el

absorbente con un volumen equivalente de buffer de columna.

Se alicuoté 1mL de muestra en un tubo eppendorf y se agregaron 80 uL del absorbente previamente
lavado y agitado, se mezclé suavemente por 45 minutos y pasado este tiempo se centrifugaron las
muestras a 1500 x G por 5 minutos, con ayuda de una pipeta se removid cuidadosamente el
sobrenadante, conservando el absorbente ya que a éste se ha unido el 8-isoprostano. Se lavd el
absorbente con 1mL de buffer de columna, se centrifugd nuevamente y se descarté el sobrenadante,
posteriormente se lavd el absorbente con 1mL de agua ultrapura, se centrifugd y se descartd el
sobrenadante. Para extraer el 8-isoprostano del absorbente, se resuspendié el botén en 0.5 mL de

solucién de elucién (EtOH/H20 95:5), se agitd brevemente y se centrifugd. Después se transfirio
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cuidadosamente el sobrenadante a un tubo limpio y seco. Esta accion se repitio una segunda vez
combinando ambas eluciones en un mismo tubo de muestra. Se almacenaron las muestras a -80°C
(bajo estas condiciones las muestras son estables por 1 afio), hasta la realizacion del ensayo. Previo a
la realizacion del ensayo, las muestras se secaron bajo corriente de nitrdgeno y posteriormente, se

resuspendieron en 150 uL de buffer EIA

Preparacion de la curva estandar.
Se equilibré la punta de una pipeta llenado y expulsando etanol en repetidas ocasiones. Con la punta
equilibrada se transfirieron 100 uL del estandar de 8-isoprostanos a un tubo limpio, luego se diluyé con
900uL de agua ultrapura, obteniendo una solucidn a concentracién de 5 ng/mL. En 8 tubos numerados
(#1 al #8) se dispensd buffer EIA: 900 L en el tubo #1'y 750 L en los tubos #2 a #8. Se transfirieron
100 pL estandar (5 ng/mL) al tubo #1 y se mezcl6 cuidadosamente, obteniendo una concentracion
500pg/mL en el primer punto de la curva. Posteriormente se hicieron diluciones de manera seriada,
tomando 500 pL del tubo #1 y transfiriéndolos al tubo #2, después se tomaron 500 pL del tubo #2 y se
transfirieron al tubo #3, se repitio este proceso hasta llegar al tubo #8, mezclando completamente tras
cada adicion. Se obtuvieron las siguientes concentraciones: 500 pg/mL, 200 pg/mL, 80 pg/mL, 32

pg/mL, 12.8 pg/mL, 5.1 pg/mL, 2.0 pg/mL y 0.8 pg/mL.

Adicion de reactivos

Se adicionaron los reactivos de acuerdo con la plantilla de Cayman Chemical. Se colocaron 100 L de
buffer EIA al pozo de union no especifica (NSB) y 50 L de buffer EIA al pozo de union maxima (Bo).
Se dispensaron 50 L de cada tubo de la curva estandar a los pozos correspondientes, empezando por
el tubo de menor concentracion (tubo #8) al tubo de mayor concentracion (tubo #1) de manera
descendente, la curva se realizd por duplicado. Posteriormente se agregaron 50 uL de muestra por
pozo (cada muestra fue analizada por duplicado), se adicionaron 50 uL del trazador de 8-isoprostanos
en todos los pozos excepto en el de actividad total (TA) y el blanco (Blk), después se alicuotaron 50 L
del antisuero de 8-isoprostano para todos los pozos excepto para el de actividad total, el de unién no
especifica (NSB) y el blanco (Blk). Se cubrié la placa con una cubierta plastica y se incubd por 18 horas
a4°C.

Transcurrido el tiempo de incubacién se vaciaron completamente los pozos y se lavaron 5 veces con
solucién buffer de lavado, enseguida se adicionaron 200 L del reactivo de Ellman en todos los pozos,
se agregaron 5uL de trazador al pozo de actividad total y se cubrié con una cubierta plastica, la placa

se desarrollo a temperatura ambiente, protegida de la luz y con agitacion muy suave durante 90
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minutos. Tras el desarrollo de la placa, se limpi6 la base de la misma y se retird cuidadosamente la
cubierta plastica, se procedio a leer la placa a una absorbancia entre 405 y 420 nm en un
espectrofotometro para microplacas Thermoscientific™ Multiskan Go, la absorbancia fue leida cuando
los pozos Bo estaban en un rango de 0.3-1.0 A.U (considerando sustraccion de blanco). Si la
absorbancia de Bo se encontraba por encima de 2.0 se procedia a re-desarrollar la placa, segun las

instrucciones de Cayman Chemical.

Para obtener las concentraciones se construy6 la curva estadndar de la razén B/Bo (eje Y) vs la
concentracion de los estandares (eje X), y se interpolé dando el mismo tratamiento al promedio de las

absorbancias crudas de las muestras.

VII.3.3. Cuantificacion del contenido de acido alfa lipoico en las capsulas administradas

De manera paralela al seguimiento de los participantes se trabajé en el disefio, desarrollo y validacion
de un método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucion por fase reversa, el cual
permitid la cuantificacion de &cido alfa lipoico en las capsulas que recibieron los voluntarios, esto para

tener la certeza en cuanto a la dosis.

Para validar el método analitico que permitié cuantificar acido alfa lipoico en capsulas se evaluaron los

siguientes parametros:

+¢ Linealidad. Habilidad del método analitico para demostrar que los resultados obtenidos son

proporcionales a la concentracidn del analito en la muestra.

¢ Exactitud. Expresa el grado de concordancia entre el valor que se acepta ya sea como un valor

verdadero convencional o aceptado como un valor de referencia y el valor encontrado.
¢+ Precision. Expresa el grado de concordancia entre una serie de mediciones obtenidas a partir
de un muestreo multiple de la misma muestra en las condiciones establecidas. Se puede

considerar en 3 niveles: 1) repetibilidad, 2) precisién intermedia y 3) reproducibilidad

¢+ Especificidad. Capacidad de evaluar inequivocamente al analito ain en presencia de otros

componentes tales como impurezas, productos de degradacién y componentes de la matriz.
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A continuacion, se detalla la metodologia realizada para evaluar cada parametro de la validacion, asi

como para la cuantificacion del contenido de las capsulas y la uniformidad de dosis.

VII.3.3.1 Linealidad del método analitico para determinacion de AAL en capsulas

Se pesaron 100 mg de estandar de acido alfa lipoico (Sigma Aldrich CAS 1077-28-7) y se disolvieron
en 30 mL de metanol RA (J.T. Baker 9070-1) dentro de un matraz volumétrico de 100 mL,
posteriormente se llevd al aforo con la mezcla de disolventes empleada como fase movil
(metanol/buffer de acetatos 0.01M pH=4 en proporcidén 60:40), obteniendo una solucidn stock a una
concentracion de 1 mg/mL. A partir de dicha solucién se prepararon 5 disoluciones de la siguiente
manera:

Se tomd una alicuota de 1 mL y se depositd en un matraz volumétrico de 10 mL, se llevé al aforo con
fase movil, la concentracion final fue de 100 pg/mL. Las siguientes 4 disoluciones se prepararon
tomando alicuotas de 2 mL, 3 mL, 4 mL y 5 mL, respectivamente, cada alicuota fue depositada en un
matraz volumétrico de 10 mL y en todos los casos se aford con fase movil, obteniéndose asi 5

diferentes concentraciones: 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL, 400 ug/mLy 500 ug/mL.

De cada solucion se inyectaron 50 uL en el cromatdgrafo Varian Prostar bajo las siguientes
condiciones:
» Fase movil: metanol/buffer de acetatos pH=4 (60:40)
Velocidad de flujo: 1 mL/minuto
Temperatura ambiente
Tiempo de retencién: 1,2 minutos
Tiempo de corrida: 10 minutos
A detector: 336 nm

YV V VYV V V

La separacion fue realizada en una columna Hypersil Gold C18, 150 mm x 4.5 mm y 5 um de tamafio
de particula (ThermoScientific™). Se obtuvo el area bajo la curva (mAU) de cada concentracion, asi

como la ecuacion de la recta y el coeficiente de variacion.

70



Beatriz Isabel Garcia Martinez

VII.3.3.2 Precisién/repetibilidad y exactitud del método analitico para determinacion de AAL en
capsulas

Se prepar6 una mezcla de placebo con una cantidad de AAL correspondiente al 100% de éste en la
muestra, respetando las proporciones segun el contenido de cada capsula. De la mezcla de polvo se
pesaron por sextuplicado 100 mg que fueron disueltos con 30 mL de metanol RA en un matraz
volumétrico de 100 mL y se llevd al aforo con fase mdvil. Posteriormente se filtraron 50 mL de la

solucién a través de un filtro de nylon de 0,22 p de tamafio de poro.

Del filtrado se tom6 una alicuota de 5 mL y se deposité en un matraz volumétrico de 10 mL, se llevé al
aforo con fase mévil, se inyectd al cromatografo bajo las mismas condiciones establecidas para la
evaluacién de linealidad y se obtuvo el area bajo la curva de cada cromatograma. Se calcularon los
porcentajes de recobro, la media aritmética, desviacién estandar y coeficiente de variacion. Se
prepararon mezclas de placebo con una cantidad adicionada de AAL correspondientes al 80%, 90%,
110% y 120% de éste en la muestra. Para cada caso se procedio de la misma manera que con el nivel
al 100% de la muestra, se obtuvieron las areas bajo la curva y se calcularon los porcentajes de

recobro, la media aritmética, desviacion estandar y coeficiente de variacion.

VII.3.3.3 Especificidad del método analitico para la determinacion de AAL en capsulas

Se pesaron exactamente 60 mg de AAL, se disolvieron en un matraz volumétrico de 100 mL con 50 mL
de metanol RA y se llevo al aforo con buffer de acetatos pH=4. Se tom6 una alicuota de 5 mL y se
depositd en un matraz volumétrico de 10 mL, se aford con una mezcla metanol/buffer (50:50) y se

inyecto al cromatografo bajo las condiciones descritas para evaluar linealidad.

Se abrieron 3 capsulas de AAL y se mezcl6 el contenido de las 3, de la mezcla de polvos se pesaron
100 mg que fueron depositados en un matraz de 100 mL y disueltos con 50 mL de metanol RA, se
aford con buffer de acetatos pH=4. De la solucién se filtraron 50 mL a través de un filtro de nylon de
0,22 p de tamafio de poro y del filtrado se tomd una alicuota de 5 mL que se depositd en un matraz
volumétrico de 10 mL y se aford con la mezcla metanol/buffer (50:50), se inyectd al cromatdgrado y se
obtuvo el &rea bajo la curva. Se prepar6 una mezcla de placebo con AAL cuya cantidad correspondiera
al 100% de éste en la muestra, se pesaron 100 mg y procedi6 de la misma manera que con la muestra
anterior. Finalmente se pesaron 100 mg de placebo y dio el mismo tratamiento que a las capsulas de
AAL.
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VII.3.3.4 Cuantificacion de AAL en cépsulas

Se pesaron individualmente 10 capsulas muestreadas al azar, se vacié el contenido de las capsulas y
se pesd nuevamente la capsula vacia para obtener el contenido de cada capsula por diferencia de
masas. Del contenido de cada capsula se pesaron 100 mg, se depositaron en un matraz volumétrico de
100 mL y se disolvieron con 30 mL de metanol RA, posteriormente se aford con fase mavil. De la
solucién se filtraron 50 mL a través de un filtro de nylon de 0,22 p de tamafio de poro (Millipore
MPGL04001), y del filtrado se tomo una alicuota de 5 mL, la cual fue depositada en un matraz de 10

mL y se aford con fase movil, se inyectd al cromatdgrafo y se obtuvo el area bajo la curva.

Una vez realizado el mismo procedimiento para las 10 capsulas, se calculé la media, desviacion

estandar y coeficiente de variacion.

VII.3.3.5 Uniformidad de contenido del AAL en las capsulas

Se seleccionaron y pesaron individualmente 10 capsulas muestreadas aleatoriamente, se vacio el
contenido y se peso la capsula vacia, posteriormente se mezcld el contenido de las 10 capsulas y se
tomaron 10 muestras de 100 mg de polvo cada una y se procedié a disolver cada muestra con 30 mL
de metanol RA en un matraz volumétrico de 100 mL y se afor6 con fase movil, enseguida de filtraron 50
mL de la solucién a través de filtro de nylon de 0,22 u de tamafio de poro y del filtrado se tom6 una
alicuota de 5 mL que fue depositada en un matraz volumétrico de 10 mL y se afor6 con fase mévil. Se
inyectaron todas las muestras al cromatografo, se obtuvo el area bajo la curva y se calcularon media,

desviacion estandar y coeficiente de variacion.

En los cuadros VII.2 a VII.4 se observan los resultados generales de la validacidén del método analitico

desarrollado, asi como la uniformidad de dosis y de contenido de las capsulas.
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Cuadro VII.2 Resultados generales de la validacion del método analitico para la determinacion en capsulas.

Parametro evaluado

Intervalo de aceptacion

Resultados obtenidos

Cumple

Linealidad

Precision
Repetibilidad

Exactitud

Especificidad

r2>0.98
m#0
b=0

CVvg<2

CVvg<2

Respuesta del analito= +

Respuesta del placebo= -
Respuesta de analito+placebo= +

r=10.998
m=0.06013
b=-0.88

80% =1.22
90% =1.91
100% = 0.58
110% =1.16
120% = 1.48

1,36

Respuesta del analito= +
Respuesta de placebo= -
Respuesta de analito+placebo= +

Cuadro VII.3 Resultados de la cuantificacion de acido alfa lipoico en las capsulas.

Muestra mAU CONTENIDO

(No. Cépsula) AAL/cap (mg)
1 16.4 296.99 DS=1.44
2 16.5 298.49 CVv=0.48
3 16.7 301.5
4 16.4 296.99
5 16.8 303
6 16.6 300
7 17 306.01
8 17.2 309.02
9 16.3 295.49
10 16.5 298.49

MEDIA  300.6 mg
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Cuadro VII.4 Resultados de la uniformidad de contenido de acido alfa lipoico en las capsulas.

Muestra mAU Contenido de
AAL
1 16.8 303 DS=3.19
2 16.6 300 Cv=1.04
3 16.7 301.5
4 16.5 298.49
5 16.8 303
6 17 306.01
7 16.9 304.51
8 17 306.01
9 17.2 309.02
10 17 306.01

MEDIA 306,01 mg

De acuerdo con los resultados obtenidos, el método analitico desarrollado es lineal, exacto, preciso y
especifico. Ademas, los resultados de la cuantificacion de AAL en las capsulas muestran que el
contenido oscila los 300 mg por capsula, cumpliendo con lo declarado por el fabricante y garantizando
que el contenido de las capsulas es uniforme; por lo tanto, se tiene la certeza de que la dosis de AAL

que recibieron los voluntarios fue la correcta.

VIl.3.4. Cuantificacion del contenido de AAL en muestras de plasma de los voluntarios

Se disefid un método analitico para la cuantificacion del AAL en muestras de plasma de los voluntarios,
con la finalidad de saber si el compuesto era absorbido y alcanzaba las concentraciones a las cuales
aparecen los efectos terapéuticos de dicho compuesto. La metodologia empleada para este método

analitico se describe a continuacion.

VII.3.4.1 Linealidad, precision y exactitud del sistema
Se pesaron 10 mg de estandar de acido alfa lipoico (Sigma Aldrich CAS 1077-28-7) y se disolvieron en
10 mL de metanol RA (J.T. Baker 9070-1) dentro de un matraz volumétrico de 100 mL, posteriormente

se llevd al aforo con una mezcla de metanol/buffer de acetatos pH=4 a una proporcion 60:40 (fase
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movil), obteniendo una solucion stock a una concentracién de 100 pg/mL. A partir de dicha solucién se

prepararon 7 disoluciones de la siguiente manera:

Se tomo una alicuota de 1 mL y se diluy6 con 50 mL de la mezcla metanol/buffer de acetatos en un
matraz volumétrico de 100 mL, se llevo al aforo con la misma mezcla, obteniéndose una dilucion cuya
concentracion fue de 1 ug/mL. Las siguientes 6 disoluciones se prepararon tomando alicuotas de 3 mL,
5mL, 7 mL, 9 mL, 11 mL y 13 mL, respectivamente, cada alicuota fue depositada en un matraz
volumétrico de 100mL que previamente contenian 50 mL de la mezcla metanol/buffer de acetatos y en
todos los casos se aford con dicha mezcla, obteniéndose asi 7 diferentes concentraciones: 1 pg/mL,
3 pg/mL, 5 pg/mL, 7 pg/mL, 9 pg/mL, 11 pg/mL y 13 pg/mL. Ademas, se prepard un blanco con la fase

movil.

El blanco y las 7 disoluciones se prepararon por triplicado y posteriormente se inyectaron 50 uL de
cada una en el cromatdgrafo Knauer Smartline acoplado a un detector amperométrico de corriente
directa (Recipe EC3000) y a un detector con arreglo de diodos UV-Visible Knauer bajo las siguientes

condiciones:

Fase movil: metanol/buffer de acetatos pH=4 (60:40)
Velocidad de flujo: 1 mL/minuto

Temperatura: 25 °C

Presion: 1500 psi

Tiempo de retencién: 1,2 minutos

Tiempo de corrida: 7 minutos

YV V V V V VYV V

Deteccion:
UV: A 336nm

Electroquimica: £ 1000mV

La separacion se llevé a cabo en una columna Hypersil Gold C18, 150 mm x 4.5 mm y 5 ym de tamafio
de particula (ThermoScientific™). Se obtuvo el area bajo la curva (mAU) de los tres puntos de cada
nivel de concentracidn, se calcularon las medias aritméticas y el coeficiente de variacion, asimismo se
obtuvo la ecuacién de la recta mediante analisis de regresién lineal para determinar la linealidad,

exactitud y precision del sistema.
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VII.3.4.2. Linealidad y exactitud del método analitico para la cuantificacion de AAL en muestras de

plasma

Para la linealidad del método analitico muestra biolégica se emplearon muestras de plasma obtenidas
a partir de sangre total anticoagulada con EDTA de 3 individuos jovenes y sanos. Las muestras de
plasma fueron adicionadas con estandar de AAL para conseguir concentraciones iguales a las de la
curva construida a partir de las soluciones estandar. Para ello se adicionaron 10 L de la solucién stock
a 990 uL de plasma, se mezclo y se obtuvo 1 mL de plasma a concentracion de 1 ug/mL. Para las
siguientes concentraciones se mezclaron 30 L, 50 uL, 70 pL, 90 uL, 110 pL y 130 pL de la solucion
stock con volumenes de 970 uL, 950 L, 930 pL, 910 pL, 890 pL y 870 pL de plasma
respectivamente. Se preparé cada muestra por triplicado, obteniéndose las siguientes concentraciones:

1 pg/mL, 3 pg/mL, 5 pg/mL, 7 pg/mL, 9 pg/mL, 11 pg/mL y 13 pg/mL.

Se procedié a dar tratamiento a las muestras de la siguiente manera:

A 1mL de cada muestra se adiciond 1mL de acetonitrilo RA (Merck Millipore CAS 75-05-8) y se
centrifugd a 3000 rpm durante 5 min para precipitar las proteinas presentes en las muestras de plasma.
Se separd el sobrenadante y se sometié a un proceso de extraccion en fase solida, para ello se
utilizaron cartuchos C18 de 100 mg (Hypersep Thermo Scientific ™). Los cartuchos se acondicionaron
adicionando 3 mL de metanol RA seguidos por 2 mL de agua y 2 mL de buffer de acetatos 0,01M
pH=4. El sobrenadante separado se transfirio a los cartuchos de extraccion y se realiz6 un lavado con
3 mL de metanol RA, un segundo lavado fue realizado con 2 mL de solucién buffer de acetatos 0,01 M
pH=4. El eluato resultante se evaporé a sequedad bajo corriente de nitrégeno a temperatura ambiente
y el residuo fue reconstituido con 1mL de la fase mévil (metanol/ buffer de acetatos 0,01 M pH=4);
posteriormente se inyectaron 50 pL de cada muestra tratada al cromatdgrafo, acompafiadas del

respectivo blanco, bajo las mismas condiciones que las soluciones estandar.

Se obtuvo el area bajo la curva y se calcularon los porcentajes de recobro, la media aritmética,
desviacion estandar y coeficiente de variacion de cada nivel de concentracion, datos con los cuales se
determind la exactitud del método. Mediante analisis de regresion lineal se determiné la linealidad del

método analitico, obteniéndose la ecuacion de la recta.
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VII.3.4.3 Precision/repetibilidad del método analitico para cuantificacion de AAL en muestras de plasma
Se adicionaron muestras de plasma de voluntarios sanos con estandar de AAL a concentraciones de
3 ug/mL, 5 ug/mL y 7 pug/mL. Las tres concentraciones fueron preparadas por sextuplicado. Todas las
muestras fueron sometidas al mismo proceso de purificacion y extraccion en fase sélida que las
empleadas para linealidad. Posteriormente se inyectaron 50 L de cada muestra al cromatdgrafo y se
analizaron bajo las condiciones descritas para la determinacion de linealidad; se calcularon la media
aritmética, desviacion estandar, coeficiente de variacion y porcentaje de recobro, con estos datos se

determind la repetibilidad y precision del método analitico.

VIl.3.4.4 Especificidad

Se pesaron exactamente 10 mg del estdndar de AAL y se disolvieron con 10 mL de metanol RA dentro
de un matraz volumétrico de 100 mL, se llevé al aforo con fase mdvil, alcanzando una concentracién de
100 pg/mL. De esta disolucion se tom6 una alicuota de 5 mL y se depositd en un matraz volumétrico

de 100 mL, se aford con la fase movil y se obtuvo una disolucién a concentracion de 5 ug/mL.

Se adicionaron 50 uL de una solucion de estandar de AAL de concentracién conocida (100 ug/mL) a
950 pL de una muestra de plasma para obtener una concentraciéon de 5 ug/mL. La muestra fue

purificada y sometida al proceso de extraccion que ya ha sido descrito.

Una segunda muestra de plasma fue purificada y tratada de la misma forma que la anterior, sin

embargo, esta segunda muestra no fue adicionada con estandar de AAL.

Se inyectaron al cromatografo 50 uL tanto de la solucidn estandar de AAL como de las dos muestras
de plasma reconstituidas con fase movil y se procedié a la separacion cromatografica bajo las mismas

condiciones que se han empleado para todas las muestras.

VI1.3.4.5 Estabilidad

Se pesaron con exactitud 10 mg del estandar de AAL y se disolvieron con 10 mL de metanol RA dentro
de un matraz volumétrico de 100 mL y se llevé al aforo con fase movil. De esta solucion, se se tomaron
alicuotas de 50 pL y se adicionaron a 950 pL de plasma para obtener una concentracion de 5 pg/mL,
lo anterior se repitid hasta obtener 14 muestras de plasma adicionadas con AAL. Se purificaron y

sometieron a extraccion en fase solida 2 de las muestras, mismas que, posteriormente fueron
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analizadas en el cromatografo. Las muestras restantes fueron almacenadas en grupos de 3 a las
temperaturas siguientes: 25 °C, 4 °C, -20 °C y a -70 °C. Tras 24 horas, 72 horas y 7 dias,
respectivamente, se purificd una muestra de cada grupo y se inyectaron por duplicado en el
cromatografo. Se calcularon los porcentajes de recobro y con ello se determiné la estabilidad de las

muestras almacenadas.

VII.3.3.6 Limite de cuantificacion

Se pesaron exactamente 10 mg de estandar de AAL y se disolvieron en 10 mL de metanol RA dentro
de un matraz volumétrico de 100 mL, posteriormente se llevo al aforo con fase mdvil, obteniendo una
solucién a concentracion de 100 pg/mL. Se tomé una alicuota de 1 mL y se diluy6é con 50 mL de fase
mavil en un matraz volumétrico de 100 mL, se llevo al aforo con la misma mezcla, obteniéndose una
dilucion cuya concentracion fue de 1 pg/mL. A partir de esta solucion se prepararon 5 disoluciones,
para lo cual se tomaron alicuotas de 2 mL, 4 mL, 6 mL, 8 mL y 10 mL, respectivamente, las cuales
fueron depositadas dentro de matraces volumétricos de 100 mL que contenian 50 mL de fase movil, se
mezclaron y se llevé al aforo con la misma fase mévil. Las concentraciones finales de las 5 disoluciones
fueron 0,020 ug/mL, 0,040 ug/mL, 0,060 ug/mL, 0,080 pg/mL y 1 pug/mL. Cada una de las soluciones
fueron preparadas y analizadas por triplicado en el cromatdgrafo bajo las mismas condiciones descritas

con anterioridad.

Se calcularon las medias, desviaciones estandar, coeficientes de variacién y los porcentajes de recobro

para cada concentracion y se encontré el limite de cuantificacion del método analitico.

Los resultados generales de la validacion del método analitico para la cuantificacion de AAL en

muestras de plasma se muestran en el cuadro VII.5
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Cuadro VIL.5 Resultados generales de la validacion del método analitico para cuantificacién de &cido alfa lipoico
en plasma.

Parametro evaluado Intervalo de aceptacion  Resultados obtenidos Cumple
Especificidad Respuesta del estdndar= + Respuesta del analito= +
Respuesta de muestra= - Respuesta de muestra= - v
Respuesta de Respuesta de
muestratestandar= + analito+placebo= +
Linealidad r2>0.98 r2=0.9987 v
m# 0 m=32.26 v
b=0 b=0.1884 v
Precision 3 ug/mL =1.58
Repetibilidad Cv<2 5 pg/mL=0.93 v
7 ug/mL=0.87
Exactitud Cv<2 CVv=1.79 v
Estabilidad 25°C Inestable a las 24 horas
4°C Estable por 24 horas Muestras estables a
-20°C Estable por 7 dias -20°Cy-70 °C.
-70°C Estable por 7 dias
Limite de cuantificacion Cantidad minima de
sustancia que puede ser Cv<2 0,040 pg/mL
cuantificada con fiabilidad Cv=178

por un método analitico
determinado.

VII.3.5 Cuantificacion de AAL en las muestras de plasma

Las muestras de plasma de los participantes fueron obtenidas por venopuncion en tubos al vacio con
EDTA como anticoagulante, las muestras fueron alicuotadas en volimenes de 1 mL y congeladas a
-70 °C hasta su analisis. Para ello, todas las muestras fueron adicionadas con 1 mL de acetonitrilo RA'y
centrifugadas a 3000 rpm, se separ6 el sobrenadante y se depositd en los cartuchos de extraccién en
fase solida. Tras los posteriores lavados con metanol y buffer de acetatos, los eluatos se secaron bajo
corriente de nitrégeno, se reconstituyeron con 1 mL de fase mévil y se inyectaron al cromatografo,
siguiendo las condiciones descritas para la validacién del método. Se obtuvieron las areas bajo la curva
y se interpolaron en la curva estandar para obtener la cantidad de AAL contenida en cada muestra.
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Posterior a la realizacion de las mediciones basales se procedié a la intervencion y, tras 6 meses, se
realizaron nuevamente todas las mediciones para evaluar el efecto de dicha intervencion en los tres

grupos de estudio.

VIl.4. Disefio estadistico

Se efectud el célculo de las medidas descriptivas, frecuencias y porcentajes en las variables
cualitativas; asi como calculo de la media y desviacion estandar para variables cuantitativas. Una vez
realizada la intervencion, la comparacién se realiz6 mediante las pruebas estadisticas de ANOVA de
medidas repetidas, correlacion y regresién lineal empleando un intervalo de confianza del 95%. Se
consideré una prueba estadisticamente significativa aquella con valor de p < 0.05. El analisis

estadistico fue realizado con el paquete estadistico SPSS version 15.0.

VIL.5. Aspectos éticos y legales

A todos los participantes, que en un inicio manifestaron interés en el proyecto, se les entregd un
consentimiento informado (anexo 1) de acuerdo con lo que establece la declaracion de Helsinki (Tokio
2004). Una vez que hubieron leido y comprendido en qué consistia el proyecto, los procedimientos a
los que serian sometidos, asi como los beneficios y posibles riesgos, firmaron dicho documento en

presencia de dos testigos, aceptando asi su participacion en la investigacion.
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VIIl. RESULTADOS

En la figura VIII.1 se muestra la concentracion sanguinea de AAL de los participantes en los grupos
experimental (GE) (basal, 0.222 vs. post-tratamiento, 3.503), placebo (GP) (basal, 0.2 vs. post-
tratamiento, 0.179) y control (GC) (basal, 0.202 vs. 6 meses, 0.197), en la que se observan diferencias

estadisticamente significativas en el GE respecto a los GP y GC (p<0.01).

En el cuadro VIII.1 presentan los datos de indice de masa corporal, tension arterial y estilos de vida de
los grupos de estudio, en los cuales no se observan diferencias estadisticamente significativas después

de seis meses de tratamiento.

Respecto a los parametros bioquimicos se observo un incremento estadisticamente significativo en la
concentracion sanguinea de HDL en los GE y GP respecto al GC (p<0.05). También se encontrd un
disminucion estadisticamente significativa en la concentracion de colesterol total y acido urico en el GP
en comparacion con los GE y GC (p<0.05), el resto de los parametros bioquimicos no mostré cambios

significativos (Cuadro VIII.2).

Por otro lado, los GE y GP mostraron una disminucién estadisticamente significativa (p<0.05) en la
concentracion sanguinea de 8-isoprostanos respecto al GC (GE: basal, 100£3 vs. post-tratamiento,
57+3; GP: basal, 106% vs. post-tratamiento, 77+5: GC: basal, 94+10 vs. 6 meses 107+11 pg/mL).
También se observé una disminucion estadisticamente significativa en la actividad de la SOD en el GC
(basal, 182+2 vs. 6 meses, 172+1 Ul/L, p<0.05) respecto a los GE (basal, 178+1 vs. post-tratamiento,
17711 Ul/L) y GP (basal, 176£1 vs. post-tratamiento, 172+1 UI/L). Asimismo, la actividad de la GPx
mostré una disminucion estadisticamente significativa en el GC (basal, 9531815 vs. 6 meses,
62231613 UI/L, p<0.05) en comparacién con el GE (basal, 8409+£507 vs. post-tratamiento, 9694+458
UIIL) y el GP (basal, 82731575 vs. post-tratamiento, 8691+£355 UI/L). Consecuentemente dichos
cambios se reflejaron en un incremento estadisticamente significativo (p<0.05) de la razon SOD/GPx.
La capacidad antioxidante total y la brecha antioxidante no mostraron diferencias estadisticamente

significativas (Cuadro VIII.3).

Con relacion al efecto del AAL sobre la HbA1c, se observé una disminucion en el GE (basal, 8.9 vs.
post-tratamiento, 8.6 HbA1c%) y en el GP (basal, 8.8 vs. post-tratamiento, 8.4 HbA1c%) en
comparacion con el GC (basal, 8.8 vs. 6 meses, 9.1 HbA1c%), aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa (p>0.05) (Figura VIII.2). Asimismo, se encontr6 una disminucion
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estadisticamente significativa (p<0.05) en la concentracién de los RAGEs en el GE (basal, 1636 vs.
post-tratamiento, 1144) y en el GP (basal, 1506 vs. post-tratamiento, 1016) en comparacion con el GC
(basal, 1407 vs. 6 meses, 1506) (Figura VIII.3).

Respecto a los marcadores pro-inflamatorios, en todos los parametros evaluados el GC mostrd un
incremento estadisticamente significativo después de 6 meses (p<0.05) respecto a los GE y GP
(Cuadro VIII.4).

Asimismo, se observd una correlacién positiva entre la concentracion sanguinea de AAL con la
actividad de la SOD (r= 0.279, p<0.01) y de la GPx (r= 0.249, p<0.05), aunada a una correlacion
negativa con la concentracion de 8-isoprostanos (r= -0.247, p<0.05) (Cuadro VIII.5). También se
encontro una correlacion negativa entre la concentracion sanguinea de AAL con IL12p70 (r= -0.220,
p<0.05), TNFa (r = -0.250, p<0.05), IL6 (r= -0.249, p<0.05) y IL1B (r=-0.329, p<0.01) (Cuadro VIII.6).
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Concentraciones plasmaticas de AAL pre y post-tratamiento en los grupos

de estudio
W basal 6 meses
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ANOVA de medidas repetidas y Dunnet como post hoc *p<0.01

Figura VIII.1. Concentracion plasmatica de AAL pre y post-tratamiento en los los grupos de estudio. Se
observa un aumento significativo en la concentracion de AAL en el grupo experimental en comparacion
con los grupos placebo y control.
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Cuadro VIII.1 indice de masa corporal, tension arterial y estilos de vida pre y post-tratamiento en los grupos de estudio.

Variable G. Experimental G. Placebo G. Control
(n=42) (n=38) (n=28)

Basal post-tratamiento Basal Post-tratamiento Basal 6 meses
Edad (afos) 63 + 1 64 + 1 66 + 1
IMC (kg/m2) 28.69 + 0.64 28.32 £ 0.63 28.96 + 1.03 28.83+0.70 29.70 £ 0.98 29.44 +1.43
TAS (mmHg) 124 £ 3 126+ 3 126 £ 3 127 £ 2 136+ 3 136+ 3
TAD (mmHg) 782 77+2 77+2 77+2 79+2 8112
Tabaquismo 9(21%) 9(21%) 8 (21%) 8 (21%) 7 (25%) 6 (21%)
(2 2 cigarros/dia)
Ingestion de alcohol 3 (7%) 2 (5%) 2 (5%) 2 (5%) 1 (4%) 1(4%)
(= 2 copasl/dia)
Ingestion de cafeina 18 (43%) 18 (43%) 17 (45%) 16 (42%) 12 (43%) 12 (43%)
(= 2 tazas/dia)
Sedentarismo 20 (48%) 22 (48%) 19 (50%) 20 (52%) 16 (57%) 15 (54%)
(= 30 min/dia)

Abreviaturas: IMC: indice de masa corporal, TAS: tension arterial sistélica, TAD: tension arterial diastélica
Los datos presentados son media + error estadndar para variables cuantitativas y frecuencias (%) para cualitativas.
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Cuadro VIII.2 Parametros bioquimicos pre y post-tratamiento en los grupos de estudio.

G. Experimental G. Placebo G. Control
Variable (n=42) (n=38) (n=28)

Basal post-tratamiento ~ Basal  post-tratamiento Basal 6 meses
Hb (g/dL) 141+0.3 13.8+0.3 13.8+0.3 13.6+0.3 144+0.3 147+0.3
Hto (%) 42 +1 41+1 41 £1 40 £ 1 42 £1 42 1
GR (x106 cel/mm3) 49+0.1 4.8+0.1 4.7+0.1 4.7+0.1 48+0.1 48+0.1
GB (cel/mm?) 6686 + 298 6592 + 241 6518 £260  6595+422  6692+296 6560 + 337
Glucosa (mg/dL) 156 + 9 147+ 8 1537 145+ 8 149 + 12 159 + 13
Urea (mg/dL) 35+2 3B5+2 34+2 35+2 35+2 35+2
Creatinina (mg/dL) 0.65 + 0.02 0.78+0.03 064+0.02 082+0.03 0.70+0.06  0.59+0.07
Acido arico (mg/dL) 44+%0.2 4.0%0.2 4.8+%0.2 42+%0.2 41+04 4.0%0.2*
Colesterol total (mg/dL) 180 8 1809 176 £ 7 158 + 8 198 £10 215+ 8*
Triglicéridos (md/dL) 152 + 12 145 + 12 142 + 11 155+ 13 150 £ 15 161+ 14
Colesterol-HDL (mg/dL) 43 +1 54 +2 46 +2 51%2 64 +2 58 + 3*
Albumina (g/dL) 46+0.1 46+0.1 45+0.1 46+0.1 45+0.1 45+0.1

Abreviaturas: Hb: hemoglobina, Hto: hematocrito, GR: glébulos rojos, GB: glébulos blancos
Los datos presentados son media + error estdndar. ANOVA de medidas repetidas y Dunnet como post hoc. * p<0.05
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Cuadro VIII.3 Marcadores de estrés oxidativo pre y post-tratamiento en los grupos de estudio.

G. Experimental G. Placebo G. Control
Marcador (n=42) (n=38) (n=28)
Basal post-tratamiento Basal post-tratamiento Basal 6 meses
8-Isoprostanos (pg/mL) 100 3 573 106 7 175 9410 107 £ 11*
Superdxido dismutasa (Ul/L) 178 £ 1 177 1 176 1 172 £1 182 2 172 £ 1*
Glutation peroxidasa (Ul/L) 8409 % 507 9694 * 458 8273 £ 575 8691 % 355 9531 £ 815 6223 + 613*
Capacidad antioxidante total 1045 + 27 986 £ 24 1144 + 34 951+ 34 1107 + 51 1060 + 52
(umoliL)
Brecha antioxidante (amol/L) 796 + 20 729 £ 21 843 + 29 702 £ 27 978 £ 49 883 + 58
Razén SOD/GPx 0.024 +0.001 0.020 +0.001 0.026 +0.002 0.021 £ 0.001 0.026 + 0.004 0.031 +0.002*

Abreviaturas: SOD: superoxido dismutasa, GPx: glutation peroxidasa, CAT: capacidad antioxidante total
Los tados presentados son media + error estandar. ANOVA de medidas repetidas y Dunnet como post hoc. * p<0.05
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Efecto del tratamiento sobre el % de HbA1c en los grupos de estudio
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Figura VIII.2. Efecto del &cido alfa lipoico sobre la HbA1c en los grupos de estudio. Se observa disminucion en

los % de HbA1c en los grupos experimental y placebo, mientras que en el grupo control se observa aumento.
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Efecto del tratamiento sobre la concentraciéon de RAGEs (pg/mL) en
los grupos de estudio
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ANOVA de medidas repetidas y Dunnet como post hoc. *p<0,05

Figura VIII.3. Efecto del &cido alfa lipoico sobre la concentracion de RAGEs en los grupos de estudio. Se

observa disminucion en los grupos experimental y placebo, mientras que en el grupo control se observa aumento

de la concentracion de RAGEs.
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Cuadro VIII. 4. Efecto del acido alfa lipoico sobre el proceso inflamatorio en los grupos de estudio.

G. Experimental G. Placebo G. Control
Variable (n=42) (n=38) (n=28)
Basal post-tratamiento Basal post-tratamiento Basal 6 meses
PCR (mg/dL) 0.26 £ 0.04 0.26 £ 0.04 0.25+£0.04 0.29+0.05 0.25+0.05 0.37 £ 0.06*
IL12p70 (pg/mL) 419+£0.13 405+0.13 4.06 £ 0.11 494 +£0.10 428+0.13 5.20 £ 0.14*
TNF-a (pg/mL) 6.56 £ 0.20 6.48 £ 0.20 6.62 +0.17 6.66 + 0.16 7.99+0.24 8.87 £ 0.25*
IL10 (pg/mL) 3.31£0.17 3.41+£0.19 3.07£0.09 3.16 £0.05 2.96 £ 0.11 3.58 £ 0.10*
IL6 (pg/mL) 5.07 £ 0,23 5.06 £ 0.21 5.27 £0.19 5.24 + 0.31 5.17 +£0.19 6.13+0.17*
IL1-B (pg/mL) 9.46 £0.27 9.30£0.18 9.51+£0.20 9.45+0.12 9.78 £0.23 10.96 + 0.20*
IL8 (pg/mL) 16.20+£ 0.9 15.61+£1.0 1720+ 14 16.74 £1.2 155+ 0.75 18.10 £ 1.57*

Abreviaturas: PCR: proteina C reactiva, TNF-a: factor de necrosis tumoral a, IL: interleucina
Los datos presentados son media + error estandar. ANOVA de medidas repetidas y Dunnet como post hoc. *p<0.05
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Cuadro VIII.5 Regresion lineal multiple para la concentracién de AAL con RAGEs y marcadores de estrés oxidativo, post-tratamiento.

AAL HbA1c RAGE SOD GPX CAT GAP  SODGPX 8-ISOP
AAL 1 0.084 -0.100 0.279 0.249 0.038 0.006 -0.180 -0.247
HbA1c 0.084 1 -0.020 -0.131 -0.041 0.017 0.061 -0.004 0.157
RAGE -0.100 -0.020 1 -0.084 -0.302 -0.245 -0.069 0.290 -0.026
SOD 0.279 -0.131 -0.084 1 0.134 0.119 0.165 -0.076 -0.109
GPX 0.249 -0.041 -0.302 0.134 1 -0.060 -0.020 -0.828 -0.145
CAT 0.038 0.017 -0.245 0.119 -0.060 1 0.649 0.137 0.187
GAP 0.006 0.061 -0.069 0.165 -0.020 0.649 1 0.047 0.079
SODGPX -0.180 -0.004 0.290 -0.076 -0.828 0.137 0.047 1 0.139
8-ISOP -0.247 0.157 -0.026 -0.109 -0.145 0.187 0.079 0.139 1
AAL 0.402 0.329 0.005 0.012 0.702 0.952 0.077 0.017
HbA1c 0.402 0.845 0.194 0.690 0.862 0.546 0.969 0.134
RAGE 0.329 0.845 0.415 0.003 0.014 0.504 0.005 0.810
SOD 0.005 0.194 0.415 0.186 0.233 0.103 0.457 0.303
GPX 0.012 0.690 0.003 0.186 0.546 0.841 0.000 0.170
CAT 0.702 0.862 0.014 0.233 0.546 0.000 0.177 0.068
GAP 0.952 0.546 0.504 0.103 0.841 0.000 0.653 0.453
SODGPX 0.077 0.969 0.005 0.457 0.000 0.177 0.653 0.200
8-ISOP 0.017 0.134 0.810 0.303 0.170 0.068 0.453 0.200

Abreviaturas: AAL: &cido alfa lipoico, SOD: Superdxido dismutasa, GPX: glutation peroxidasa, CAT, capacidad antioxidante total, GAP: brecha antioxidante, 8-ISOP:

8-isoprostanos. Andlisis de regresion lineal mdltiple, nivel de confianza al 95%. R= 0.244, R2= 0.059, p=0.097, n=108
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Cuadro VIII.6 Regresion lineal multiple para la concentracién de AAL con marcadores de inflamacidn crénica, post-tratamiento.

AAL IL12p70 TNFa IL10 IL6 IL1B8 IL8 PCR
AAL 1 -0.220 -0.250 0.041 -0.249 -0.329 0.067 -0.100
IL12p70 -0.220 1 0.579 0.430 0.576 0.450 0.100 0.134
TNFa -0.250 0.579 1 0.289 0.188 0.574 0.126 0.030
IL10 0.041 0.430 0.289 1 0.370 0.361 0.222 -0.010
IL6 -0.249 0.576 0.188 0.370 1 0.230 0.154 0.290
IL18 -0.329 0.450 0.574 0.361 0.233 1 0.136 0.003
IL8 0.067 0.100 0.126 0.222 0.154 0.136 1 0.085
PCR -0.100 0.134 0.030 -0.010 0.290 0.003 0.085 1
AAL 0.030 0.014 0.694 0.019 0.001 0.545 -0.100
IL12p70 0.030 0.000 0.000 0.000 0.000 0.359 0.193
TNFa 0.014 0.000 0.005 0.076 0.000 0.249 0.775
IL10 0.694 0.000 0.005 0.000 0.000 0.041 0.922
IL6 0.019 0.000 0.076 0.000 0.028 0.169 0.006
IL18 0.001 0.000 0.000 0.000 0.028 0.213 0.977
IL8 0.545 0.359 0.249 0.041 0.169 0.213 0.440
PCR 0.319 0.193 0.775 0.922 0.006 0.977 0.440

Abreviaturas: AAL: acido alfa lipoico, IL: interleucina, TNFa: factor de necrosis tumoral a, PCR: proteina C reactiva
Anélisis de regresién lineal multiple, nivel de confianza al 95%. R=0.522, Rz=0.273, p=0.013, n=108

91



Beatriz Isabel Garcia Martinez

IX. DISCUSION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad cuya prevalencia e incidencia se ha incrementado
rapidamente en afios recientes, convirtiéndose en la epidemia del siglo XXI, asi como en un reto de
salud global. Actualmente la DM2 es la segunda causa de muerte en México, siendo los adultos
mayores, los mas afectados, debido a que la prevalencia de dicha enfermedad en ellos es dos veces
mayor con respecto al resto de la poblacion. Aunado a ello, las complicaciones inherentes a la DM2
tales como: enfermedad cardiovascular, enfermedad renal, neuropatia y ceguera, por citar algunas, se
presentan con mucha frecuencia, afectando severamente la calidad de vida de las personas
diabéticas, llevando en ultima instancia a la muerte.26.28.151

Algunos estudios han demostrado que el estrés oxidativo (EO) y la inflamacion crdnica, son procesos
involucrados en la fisiopatologia de la DM2. Asimismo, se ha sefialado que tanto el EO como la IC,
estan implicados en el proceso de envejecimiento; siendo la interaccion entre ambos, un factor de
riesgo y desencadenante de las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) que se presentan con

mayor frecuencia en la vejez.1540.79

Por otro lado, se ha evidenciado que en personas diabéticas se establecen interacciones entre la
hiperglucemia, el EO y la IC. En este sentido, se han propuesto mecanismos que explican la manera en
que las elevadas concentraciones de glucosa activan vias metabdlicas poco usuales (auto-oxidacién de
la glucosa, activacién de la via de los polioles, glucosilacién de proteinas), mismas que resultan en un
aumento en la produccién de EROs con el consecuente dafio oxidativo. Ademas, las EROs participan
en la respuesta inflamatoria al inducir la via de activacion del NF-kB que promueve la sintesis de
proteinas proinflamatorias, asi como de moléculas de adhesion y factores procoagulantes,
exacerbando el dafio celular y tisular, que deriva en la aparicidn de las complicaciones a nivel micro y

macrovascular.50-51,79,152

Con la finalidad de prevenir, en medida de lo posible, la aparicién y desarrollo de las complicaciones,
en los ultimos afios se ha recurrido al empleo de agentes terapéuticos con propiedades antioxidantes y
anti-inflamatorias; entre ellos, el &cido alfa lipoico (AAL).'53 En la presente investigacion se evalud el
efecto de dicho compuesto (600 mg/dia via oral) durante 6 meses de tratamiento sobre pardmetros
clinicos, antropométricos, bioquimicos y marcadores de estrés oxidatidativo e inflamacion cronica en

adultos mayores con DM2.
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Respecto al efecto del AAL sobre la hipertension, se ha descrito que dicho compuesto es capaz de
promover la sintesis de oxido nitrico, molécula encargada de regular la elasticidad de las paredes de
los vasos sanguineos y mejorar la funcion endotelial, lo que resulta en una disminucion de la tension
arterial. Ademas, el AAL reduce los niveles de EROs y la peroxidacion lipidica, con lo cual también se
favorece la funcidén endotelial y por ende disminuye la presion sanguinea. Pese a ello, en nuestro
estudio no se observaron diferencias estadisticamente significativas después del tratamiento durante
seis meses. En este sentido, nuestros hallazgos son similares a lo reportado en la revision sistematica
publicada por Mohammadi et al. (2017), quienes sefialaron que la administracion del AAL con dosis

desde 300 mg hasta 1800 mg/dia no tiene un efecto sobre la hipertension arterial.118.120,154-155

Por otro lado, se ha observado que la administracion de AAL disminuye el peso corporal y
consecuentemente el IMC tanto en animales como en humanos. En este sentido, aunque se
desconocen los mecanismos precisos, se ha sugerido que el AAL participa en la modulacion de
algunas vias involucradas en la homeostasis energética, la sintesis y oxidacion de lipidos, asi como la
eliminacion del colesterol por parte del higado. Una de estas vias es la de la proteina cinasa activada
por adenosin monofosfato (AMPK), conocida por integrar sefiales hormonales y de nutrientes en el
hipotalamo, lo que le confiere un papel funcional en el comportamiento relacionado al consumo de
alimentos y el gasto energético. Se ha sugerido que el AAL modula la via previamente mencionada,
ejerciendo un efecto anorexigénico, el cual es mas evidente durante las 2 primeras semanas de
suplementacion y se disipa gradualmente durante la suplementacion. Al respecto, en nuestro estudio
no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el IMC después del tratamiento con
AAL, lo cual se contrapone a lo reportado en otros estudios (Koh et al. 2011, Kucukgoncu et al. 2017 y
Namazi et al. 2018), quienes encontraron que la administracion de AAL dirige a una moderada pérdida
del peso corporal, disminuyendo el IMC; no obstante, es importante sefialar que el efecto reportado
sobre el IMC es principalmente con dosis de 1200 mg/dia y 1800 mg/dia y en nuestro estudio la dosis
fue de 600 mg/dia. Asimismo, el tiempo es otro factor determinante, ya que como se sefald
anteriormente el efecto anorexigénico solo se presenta durante las primeras semanas, no asi en

estudios a largo plazo.156-1%9

Respecto al efecto del AAL sobre el metabolismo lipidico, se ha sefialado que ademas de la
modulacién que ejerce sobre el hipotalamo (efecto anorexigénico), a nivel periférico parece jugar un
papel particularmente importante reduciendo la lipogénesis, aumentando la [B-oxidacion de acidos

grasos, y mejorando el gasto de energia de todo el cuerpo, efecto que logra al reducir la expresion de
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la acetil-CoA carboxilasa y la sintetasa de acidos grasos, ambas enzimas involucradas en la sintesis de
acidos grasos. En este sentido, en nuestro estudio se observd un incremento estadisticamente
significativo en la concentracién sanguinea de HDL en el grupo experimental después del tratamiento
(p<0.05), aunque dicho efecto fue similar en el grupo placebo, lo cual sugiere que la administracion de
AAL a dosis de 600 mg/dia tiene un efecto placebo. Bajo este contexto, dicho efecto placebo también
fue observado por Khabbazi et al. (2012) en un estudio realizado en pacientes con insuficiencia renal.
Asimismo, Koh et al. (2011), McNeilly et al. (2011) y De Oliveira et al. (2011), no observaron cambios
estadisticamente significativos sobre el perfil lipidico con dosis de 1800 mg/dia en adultos obesos,
1000 mg/dia en adultos obesos con intolerancia a la glucosa y 600 mg/dia en adultos con DM2,
respectivamente. Aunado a ello, se observd una disminucion estadisticamente significativa del
colesterol total en el grupo placebo (p<0.05). No obstante, Zhang et al. (2011) observaron un
incremento estadisticamente significativo en la concentracion de HDL en en personas obesas después
de la administracion de 600 mg/dia de AAL via intravenosa, aunque es importante aclarar que su

estudio se limitd a un tratamiento de dos semanas.126.156,160-162.

En lo que respecta al acido urico en nuestro estudio se observd una disminucién en los GE y GP,
siendo en este Ultimo grupo estadisticamente significativa (p<0.05), lo que sugiere la presencia de un
efecto placebo. En este sentido, no se ha reportado que el AAL ejerza un efecto directo sobre las
concentraciones sanguineas de 4&cido Urico; sin embargo, se ha demostrado clinica y
experimentalmente que el acido urico desempefia un importante rol como antioxidante in vivo, ya que
dada su naturaleza quimica, posee la capacidad de interactuar directamente con los RL, asi como de
quelar iones metalicos. Cabe sefialar que el papel antioxidante del acido Urico depende del equilibrio
existente entre el resto de las sustancias pro-oxidantes y antioxidantes del plasma (entre ellas el AAL),
y cualquier aumento o disminucion de tales sustancias repercute directamente sobre la concentracion y

accion del acido Urico.48.163-164

En cuanto al efecto del AAL sobre el EO se observo una disminucion estadisticamente significativa en
la concentracion sanguinea de 8-isoprostanos tanto en el GE como en el GP (p<0.05). Al respecto, la
literatura sefiala que los isoprostanos son el producto de la interaccién de los RL sobre el acido
araquidénico encontrado en las membranas celulares y, dado que el AAL interactia directamente con
los RL, es capaz de disminuir los niveles de dicho marcador pro-oxidante. Esto coincide con lo
reportado en otras investigaciones (Sola et al. 2005, Porasuphatana et al. 2012 y Lin et al. 2015),
quienes observaron disminucion de 8-isoprostanos y malonaldehido (ambos marcadores pro-oxidantes)
tras la administracién de AAL en dosis desde 300 mg/dia hasta 1200 mg/dia durante seis meses en
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adultos jovenes, aunque tal efecto se presentd de manera dosis-dependiente. No obstante, en nuestro
estudio la disminucién de 8-isoprostanos se presento también en el GP, lo cual sugiere la presencia de
efecto placebo, tal como lo reportado por Khabbazi et al. (2012) en pacientes con insuficiencia renal

tratados con 600 mg/dia de AAL 107.123,125,130,160

Con respecto a los marcadores antioxidantes, se ha sefialado que el AAL y su forma reducida (ADHL)
forman un potente par redox capaz de neutralizar diferentes EROs. Ademas, el ADHL posee la
habilidad de restablecer la razén glutation reducido/oxidado (GSH/GSSG) ya sea cediendo electrones
directamente al GSSG para reducirlo o incrementando la sintesis de glutatién al mejorar la captacion
plasmatica de cistina para posteriormente reducirla a cisteina que es el precursor del glutation. EI AAL
también es capaz de regenerar las formas reducidas de otros antioxidantes como las vitaminas C y E,
asi como de quelar metales ionicos y contrarrestar sus efectos oxidantes, lo que le confiere una
enorme capacidad antioxidante. Esto coincide con lo reportado por Sun et al. (2012) y Lin et al. (2015),
quienes observaron aumento significativo en la actividad de la SOD y de la GPx, asi como disminucion
significativa de la lipoperoxidacion en pacientes con degeneracion macular (600 mg/dia de AAL durante
tres meses) y adultos jovenes con DM2 (600 mg/dia de AAL durante seis meses), respectivamente. En
nuestro caso, pese al aumento en la actividad de la GPx observada en el GE, no hubo diferencia
significativa con respecto al GP. En tanto, en el GC se encontré una disminucion estadisticamente
significativa (p<0.05) en la actividad de la SOD y de la GPx, asi como un aumento de la razén
SOD/GPx (p<0.05), la cual aporta informacién acerca del dinamismo de estas dos enzimas que
trabajan de manera conjunta para atenuar el dafio oxidativo causado por la elevada produccion del
anién superoxido (0%) en las células; asi un valor >0.22 de la razén denota acumulacion del H20;
formado a partir de la dismutacién del O2 que es llevada a cabo por la SOD, y se acumula por una
ineficiente actividad de la GPx, favoreciendo el dafio oxidativo vinculado al mecanismo fisiopatoldgico
de la DM2. Aun cuando nuestros resultados sugieren mejoria en el estado oxidativo del GE con
respecto al GC dicho efecto se observd también en el GP, sugiriendo la presencia de efecto
placebo.41.107.130,160 En este sentido, nuestros hallazgos coinciden con lo reportado por Retana et al.
(2009) y Khabbazi et al. (2012) quienes no encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos experimental y placebo con respecto a la lipoperoxidacion y la capacidad antioxidante total

después de un tratamiento antioxidante 165166

Por otra parte, en la literatura cientifica se refiere que el AAL posee propiedades hipoglucemiantes
puesto que mejora la captacion y aprovechamiento de la glucosa por parte de las células adiposas y
del musculo esquelético al inducir la traslocacion de los transportadores de glucosa (GLUT 1Y GLUT
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4) desde el complejo de Golgi hacia la membrana celular. Paralelamente, el AAL estimula la actividad
del receptor de insulina y su sustrato (IR e IRS1) asi como de la fosfoinositol-3-cinasa (PI3K),
propiciando la fosforilacién de tirosina en el IR y mejorando la captacion de glucosa dependiente de la
PI3K. Dado lo anterior, el AAL es capaz de atenuar la formacién de AGEs al reducir la concentracion de
glucosa circulante y evitar que ésta reaccione con proteinas de vida media prolongada, lo que a su vez
disminuye la expresién del receptor de los AGEs (RAGE) en la membrana celular. Acorde con ello, Gu
et al. (2010) y Porasuphatana et al. (2012) observaron disminucion del % de HbA1c en pacientes con
DM2 tratados con AAL; no obstante, en nuestra investigacion se observd disminucion tanto del % de
HbA1c como de la concentracion de RAGE en los GE y GP en comparacion con el GC, aunque sélo la
disminucion de los RAGE resultd estadisticamente significativa (p<0.05). Estos resultados coinciden
con lo reportado por De Oliveira et al. (2011) y Bao et al. (2014) quienes no encontraron diferencias
significativas de las concentraciones de glucosa y % de HbA1c en pacientes con DM2 tratados con
AAL en dosis de 600mg/dia durante cuatro y seis meses, respectivamente. Ademas, cabe resaltar que
en los estudios realizados por Gu et al. (2010) y Porasuphatana et al. (2012) los efectos se presentaron
tras administrar dosis de 1800 mg/dia de AAL en adultos jévenes, mientras que en nuestro estudio

empleamos una dosis menor (600 mg/dia) en adultos mayores. 106.125-126,167-168

De acuerdo con lo sefialado en la literatura el AAL tiene la capacidad de disminuir la produccion de
TNFa, IL-1B e IL-6 tanto en modelos animales como en humanos, ya que actia a nivel de la
fosforilacion de la proteina inhibidora del factor nuclear kB (IKK), impidiendo la activacion y liberacién
del NF-kB, con lo que ademas se impide su traslocacidn al nucleo y la subsecuente transcripcion de
genes que dirigen la sintesis de proteinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-1B e IL-6). En este contexto, Sola
et al. (2005) y Ahmadi et al. (2013), reportaron disminucién en la concentracién de IL-6 en pacientes
diabéticos tratados con AAL e irbesartan, y en pacientes con enfermedad renal crénica tratados con
AAL en dosis de 600 mg/dia, respectivamente; pese a ello, en nuestro estudio observamos un
incremento significativo (p<0.05) de todos los parametros proinflamatorios evaluados en el GC después
de seis meses en comparacion con los GE y GP. Resultados similares a los nuestros fueron
observados por Sardu et al. (2017) quienes no encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de IL-8 e IL-6 e IL-10 entre el grupo tratado con AAL y el placebo tras 12 meses en
pacientes con ablacion de catéter. Por su parte EI-Nakib et al. (2013) y Khalili et al. (2014) encontraron
resultados similares al observar que no hubo diferencia significativa en las concentraciones de IL-6 y
TNFa entre los grupos con tratados con AAL y placebo tras la administracion en pacientes con anemia
(600 mg/ dia de AAL) y pacientes con esclerosis multiple (1200 mg/dia de AAL), respectivamente.
Nuestros resultados sugieren la presencia de cierto efecto placebo, coincidiendo con lo observado en
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las concentraciones de colesterol HDL actividad de las enzimas SOD y GPx, asi como en las

concentraciones de isoprostanos y RAGE. 112.123,169-172

En cuanto al andlisis de regresion multiple, se observo correlacion positiva entre la concentracion
sanguinea del AAL y la actividad de las enzimas antioxidantes SOD (r=0.279, p<0.05) y GPx (r=0.249,
p<0.05), sugiriendo que los cambios observados en dichos marcadores son debidos a la administracién
del compuesto. Asimismo, la concentracion sanguinea de AAL se correlaciond negativamente con la
concentracion sanguinea de isoprostanos (r= -0.247, p<0.05), es decir, que a mayor concentracion de
AAL es menor la cantidad de isoprostanos que se producen en el organismo. Estos resultados son
consistentes con lo reportado en la literatura, donde refieren que la administracion de AAL mejora la
actividad de las enzimas SOD y GPx, siendo ademés capaz de atenuar el dafio oxidativo causado a las
membranas celulares por las EROs y los RL, lo que a su vez disminuye la produccion de isoprostanos.
Respecto a este punto cabe sefialar que la relacidn que guarda la concentracion sanguinea del
compuesto con los parametros indicados oscila alrededor del 25%, lo que resulta congruente con lo
sefialado en la literatura respecto a la magnitud que alcanza el efecto placebo (hasta 30%). Esto
coincide con nuestros resultados puesto que se observa que el efecto de AAL sobre estos marcadores

de EO es muy similar al observado en el grupo que recibié un placebo. 23125166

En lo que respecta a la relacién entre la concentracion sanguinea de AAL y los marcadores del PIC, se
observd una correlacidon negativa con las proteinas proinflamatorias: IL-12p70 (r= -0.220, p<0.05),
TNFa (r=-0.250, p<0.05), IL-6 (r =-0.259, p<0.05) e IL-1p (r=-0.329, p<0.01). En este sentido todas las
correlaciones observadas son congruentes con lo reportado en la literatura, ya que denotan el efecto
descrito del AAL sobre los marcadores del proceso inflamatorio. A partir de nuestros hallazgos se
sugiere que la administracion oral de AAL (600 mg/dia) no es suficiente para atenuar el dafo causado

por el proceso inflamatorio, ya que el efecto fue similar a lo encontrado en el GP.106.107

Por otro lado, observamos que el AAL fue absorbido por el organismo en concentraciones terapéuticas
suficientes, ya que, tras 6 meses de tratamiento, las concentraciones de AAL en el GE aumentaron
significativamente (p<0.05) en comparacion con los GP y GC. Al respecto la literatura cientifica sefiala
que, al tratarse de una molécula con propiedades anfipaticas, el AAL es soluble tanto en medio acuoso
como organico, caracteristica que le permite atravesar las membranas celulares y distribuirse por todo
el organismo. En este contexto, se ha encontrado que tras una dosis de 600 mg de AAL administradas

via oral se alcanzan concentraciones
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sanguineas que van de 1 a 3 pg/mL, mientras que las concentraciones basales alcanzan de 0,1a 0,3
Mg/mL debido a que dicho compuesto ademas de producirse de manera endogena se obtiene a partir
de la dieta. Aunado a ello se ha sefialado que los efectos terapéuticos del AAL se manifiestan toda vez
que se alcanza una concentracién sanguinea de 2 pg/mL. Sin embargo, en algunos estudios se ha
observado que el efecto terapéutico del AAL se presentd de manera dosis-dependiente, apreciandose
un mayor efecto a dosis de 1800 mg/dia en adultos jovenes y en nuestro estudio la dosis empleada fue
de 600 mg/dia en adultos mayores. Cabe resaltar que nuestros sujetos de estudio ademas de
presentar DM2, cursaban con un grado de EO e inflammaging inherentes al envejeciminto, razén por la
cual es posible que la dosis de 600 mg/dia de AAL resultara no ser suficiente para esta poblacion, ya
que se ha observado que la DM2 y la edad tienen un efecto aditivo, lo que tiende a empeorar el grado

de EO y PIC de los adultos mayores con respecto a los adultos jovenes.29.101.125,167.173

A partir de nuestros hallazgos, se ha planteado la presencia de un efecto placebo, es decir, que los
efectos observados sobre los diferentes marcadores de EO, proceso inflamatorio y grado de control
glucémico se debe en gran medida a un efecto placebo y no a un efecto farmacolégico en su totalidad.
En este sentido, la medicina actual acepta el uso de placebos en la practica clinica, siendo
extensamente reconocido por la comunidad cientifica y muy a menudo, puesto en practica en la
realizacion de ensayos clinicos. Los mecanismos implicados ante la presencia de un efecto placebo se
encuentran parcialmente dilucidados ya que la estrecha relacion que este fenémeno guarda con los
procesos de la mente, son extremadamente complejos. Hoy en dia un placebo es definido como una
sustancia o procedimiento que no tiene poder inherente para producir el efecto que es buscado o
esperado, asimismo, el efecto placebo es definido como todo efecto psicoldgico o fisiologico atribuible
al hecho de recibir una sustancia o estar bajo un procedimiento determinado, sin que dicho efecto sea
adjudicable al poder inherente de la sustancia o procedimiento empleado.'74175 Ademas, se se ha
documentado que el éxito terapéutico de muchos farmacos se debe hasta en un 30% a la presencia de
efecto placebo, lo cual coincide con nuestros resultados y con los observados por Retana et al. (2009)

quienes demostraron que el uso de placebo puede generar un efecto antioxidante. 166

Por otro lado, aun cuando son multiples las interacciones que se establecen entre los
neurotransmisores y los mecanismos fisioldgicos, los investigadores de este campo coinciden en que el
efecto placebo puede ser, en general, causado por dos situaciones: 1) el condicionamiento, donde el
efecto es inducido por la exposicion repetida a los tratamientos farmacoldgicos y produce efectos
similares a los medicamentos cuando el farmaco se sustituye por un placebo; y 2) la expectativa, en la

cual las acciones sugestivas junto con la administracion del placebo desencadenan una respuesta
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fisiolégica. Aunque estos dos mecanismos son los mas aceptados, también tienen lugar otra serie de
mecanismos psicologicos tales como: la memoria, el aprendizaje, la motivacion, el enfoque somatico, la
recompensa Y la reduccién de la ansiedad. En nuestro estudio cabe la posibilidad de que el efecto
placebo observado sea a causa de la expectativa junto con otros factores que influyen en el efecto,
tales como la forma farmacéutica pues una capsula provoca mayor efecto que una tableta y el color de
la capsula administrada, rojo en el caso de nuestra investigacion, que se relaciona con un mayor efecto
en comparacion de aquellas con colores convencionales como azul o blanco. Sin embargo, el factor
maés influyente ha sido el apego al tratamiento ya que la totalidad de la poblacion estudiada se mostro
entusiasmada y comprometida durante todo el seguimiento, lo que aunado al previo conocimiento de
los posibles efectos benéficos que el AAL les brindaria, resultaron ser una potente combinacion
causante de los efectos antioxidante, anti-inflamatorio e hipoglucemiante, observados tras 6 meses de

intervencion tanto en el GE como en el GP.174176-177

Los hallazgos de la presente investigacion sugieren la presencia de un efecto placebo con dosis de 600
mg/dia de AAL durante seis meses, sin embargo, podria ser conveniente prolongar la intervencion
terapéutica a 12 meses, ya que se ha observado que el efecto placebo se agota a los 6 meses, con lo
cual se demostraria un efecto terapéutico con dicha dosis de AAL. También se ha sefialado que el AAL
puede comportarse como pro-oxidante dependiendo del tipo de célula en cuestion, asi como del estado
oxidante/antioxidante en el que se encuentre dicha célula, razén por la cual se ha sefialado que son
necesarios mas estudios para determinar si su empleo beneficia a los diabéticos. Derivado de ello
surge la necesidad de realizar mas estudios en adultos mayores con DM2 para corroborar los
resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacion, ya que hasta ahora los resultados obtenidos
de las diferentes investigaciones que se han llevado a cabo no son concluyentes respecto a la utilidad

clinica del AAL en adultos mayores diabéticos. 78
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X.  CONCLUSIONES

HIPOTESIS

Considerando los estudios sobre el efecto antioxidante e hipoglucemiante del acido alfa lipoico,
suponemos que los adultos mayores con diabetes que reciban tratamiento complementario con dicho
compuesto mostraran una disminucion estadisticamente significativa de los niveles de glucosa, AGEs,
marcadores de inflamacion cronica y estrés oxidativo en comparacion con el grupo que no reciba dicho

tratamiento.

CONCLUSIONES

< La administracion de AAL a dosis de 600 mg/dia durante seis meses tiene un efecto
antioxidante similar al del placebo en adultos mayores con diabetes mellitus tipo 2.

< La administracion de AAL a dosis de 600 mg/dia durante seis meses tiene un efecto anti-
inflamatorio similar al del placebo en adultos mayores con diabetes mellitus tipo 2.

< La concentracion sanguinea de AAL tiene un efecto directamente proporcional de més del 20%
en la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPx e inversamente proporcional con la
concentracion de 8-isoprostanos.

< La concentracion sanguinea de AAL tiene un efecto inversamente proporcional de mas del

20% en la concentracidn de los marcadores pro-inflamatorios IL12p70, TNFa, IL6 e IL1B.
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Xl. PERSPECTIVAS

< Acorde con los resultados de la presente investigacion, se justifica extender el seguimiento
a 12 meses con la finalidad de observar si el efecto placebo persiste, o por el contrario
desaparece.

< Seria conveniente aumentar el tamafio de la muestra e incrementar la dosis a 1 200 mg/dia
para corroborar si el suplemento solo tiene un efecto placebo o si la dosis efectiva para
adultos mayores debe ser mayor que para los adultos jovenes, considerando el estrés
oxidativo e inflammaging inherentes al envjecimiento aunados a la diabetes mellitus.

<+ Tambien seria pertinente ampliar el tiempo de la investigacion a 12 meses con la finalidad

de observar si el efecto placebo persiste, o por el contrario desaparece.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“Efecto del acido alfa lipoico sobre el estrés oxidativo, proceso inflamatorio crénico y

productos finales de la glucosilacién avanzada en adultos mayores con diabetes mellitus.

Antecedente y Objetivo

Se ha demostrado que el consumo constante de &cido alfa lipoico tiene un efecto positivo sobre el grado de control de los
pacientes diabéticos, ya que dada su amplia actividad como antioxidante favorece un mejor efecto del tratamiento, por lo
que mejoran los niveles de glucosa y disminuye el riesgo de complicaciones en los pacientes. Sin embargo, en poblacion
adulta mayor mexicana, este efecto no ha sido investigado de manera formal. Por tal motivo, en el presente estudio se
evaluara los efectos beneficios de la administracion de acido alfa lipoico vs placebo, por un periodo de seis y doce meses en

pacientes diabéticos.

Procedimiento

Se invitardn a personas adultas mayores con sindrome metabdlico que asisten a consulta al Hospital Regional Ignacio
Zaragoza del ISSSTE, para que participen de manera voluntaria al proyecto. A todas las personas incluidas en el estudio se
les realizard un examen médico, incluyendo una historia clinica, toma de tres tubos de sangre para mediciones bioquimicas,
solicitud de muestra de orina, medicién de composiciéon corporal, asi como de tension arterial, antes de iniciar la

administracion del acido alfa lipoico y después de seis y doce meses de intervencion.

Condiciones para ingresar al estudio

= Pacientes con diagndstico clinico de sindrome metabdlico.
= Mayores de 60 afios, sin distincién de sexo.

= Firmar o poner su huella digital en esta carta de compromiso.

Riesgos
No existe ninglin riesgo para su salud, se ha demostrado que el &cido alfa lipoico es una sustancia segura aprobada para su
uso en humanos. Las tomas de muestras sanguineas serén llevadas a cabo por personal experimentado con material
nuevo y desechable.
Beneficios

Las pruebas no tendran ningun costo y los resultados de glucosa, perfil lipidico, perfil renal, biometria hematica,
hemoglobina glucosilada, asi como los del examen general de orina se les entregaran a los participantes para el control y
vigilancia de su estado de salud.
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Confidencialidad
Toda la informacién obtenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por lo que sélo se le proporcionara al participante y a

su médico tratante.

Preguntas
Toda duda que tenga durante el tiempo que dura la investigacién la podra consultar con su médico tratante y con los

participantes de la Unidad de Investigacion en Gerontologia.

Derecho a rehusar
La aceptacion a participar en este estudio es enteramente VOLUNTARIA. Por lo que si decide no hacerlo no le afectara en
la atencién que le brinda el ISSSTE. Asimismo, puede decidir abandonar el estudio en el momento que usted lo considere

conveniente.

CONSENTIMIENTO

DECLARO QUE HE LEIDO O ME HAN LEIDO EN PRESENCIA DE UN FAMILIAR RESPONSABLE EL CONTENIDO
DEL PRESENTE DOCUMENTO, COMPRENDO LOS COMPROMISOS QUE ASUMO Y LOS ACEPTO
EXPRESAMENTE. POR ELLO, MANIFESTO MI DESEOQ DE PARTICIPAR EN ESTA INVESTIGACION CON TITULO:
EFECTO DEL ACIDO ALFA LIPOICO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO, PROCESO INFLAMATORIO CRONICO Y
PRODUCTOS FINALES DE LA GLUCOSILACION AVANZADA EN ADULTOS MAYORES CON SINDROME
METABOLICO. Y FIRMO VOLUNTARIAMENTE ESTE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos y he recibido una copia de este impreso.

Nombre y firma del participante

Nombre y firma de un familiar (testigo):

Nombre y firma del investigador:

MéxicoD.F. a de del

En caso de no saber leer y escribir poner huella digital en el

cuadro después de haberle leido el documento al participante

en presencia del testigo.
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ANEXO 2 2009

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES *ZARAGOZA*
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

CUESTIONARIO ESTADO DE SALUD Y POLIFARMACIA Clave:
I. INFORMACION GENERAL
Nombre(s) Apellido Paterno Apellido Materno

1. Fecha de nacimiento: Edad:
2.8exoM[_|F[] 3. Lugar de nacimiento:
4. Estado Civil: 5. Religion:
6. Lugar de residencia en los Ultimos 5 afios (marque con una X la opcion):
Urbano [ | Suburbano [ ] Rural[ ] Cd. de México[ |
Especifique el lugar:
¢ Desde hace cuanto tiempo vive ahi? anos.
7. Escolaridad

Ninguna - achillerato completo o incompleto
- Sabe leer y escribir - arrera técnica completa o incompleta
- Primaria completa o incompleta - studios de licenciatura incompletos
- Secundaria completa o incompleta - studios de licenciatura completos

Numero de afos de escolaridad

Especificar

8. Ocupacion(es) anterior(es):

Por mas de 5 afios

9. Ocupacion(es) actual(es):

Por mas de 2 afios

10. ¢ Con quién vive?

- Solo
- Esposo(a)
- @ Hijo(a)(s)
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- Nieto(a)(s)
- Otros familiares. Especifique:
- Amigos

- Otros, especifique:

11. ¢ Con cuéntas personas vive?:

IIl. ASPECTOS SOCIOECONOMICOS

12. Fuentes de ingreso econdémico:
| |Trabaja

Apoyo del esposo

|__|Pensidn de jubilacion

Pensién de invalidez

Pension de viudez

| |Apoyo familiar

|__|Otros

13. Ingreso economico familiar mensual: $

ll. ASPECTOS DE SALUD

14. ¢ Tiene alguna(s) enfermedad(es) actualmente? SI[ ] NO[ ]
Si su respuesta es Si, especifique el tiempo de diagnostico en afios 0 meses

- Diabetes mellitus (tiempo de diagndstico)
- Hipertensién arterial (tiempo de diagnéstico)
- Cardiopatia (tiempo de diagndstico)
- Trastornos articulares (tiempo de diagndstico)
- Otros, especifique diagnostico y tiempo

15. ¢ Actualmente consume algin medicamento por largos periodos por alguna enfermedad crénica?
(Considerar laxantes, antiacidos, vitaminicos especificos, homeopaticos y herbolaria). (Especificar el
numero de semanas, meses 0 afos que lleva consumiéndolos en la columna Tiempo de consumo)

Medicamento Indicado para Dosis Indicado por Tiempo de consumo

16. De acuerdo con la respuesta anterior ¢ existe polifarmacia (consume 5 0 mas medicamentos al dia
por mas de un mes)? SID NO D

17. ¢En los Ultimos doce meses ha tenido diagnosticos nuevos (Incluyendo padecimientos crénicos,
agudos y hospitalizaciones)?

sl [ JNO[]
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En caso afirmativo anételos en los siguientes renglones.

18. ¢ Como clasificaria su estado de salud?

Excelente[ | Bueno[ ] Regular ] Malo ] Muy malo|_|

19. ; Como consideraria su estado de salud en comparacién con las personas de su misma edad?

Mejor D Igual |:| Peor |:|

OBSERVACIONES:

Evaluador(a):

Supervisor(a):

Fecha de aplicacion: (dia/mes/afio)
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