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RESUMEN

El estrés oxidativo, un disbalance entre la producciéon de especies reactivas de oxigeno y la capacidad de defensa
antioxidante del cuerpo, estd intimamente asociada con el envejecimiento y con varias enfermedades incluyendo el cancer,
las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y las complicaciones diabéticas. Varios mecanismos pueden causar una
afrenta oxidativa en la diabetes, aunque sus exactas contribuciones no son completamente claras. Se han acumulado
evidencias de muchos mecanismos interrelacionados que incrementan la produccion de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno o que reducen la proteccién antioxidante en pacientes con diabetes. En la medicina moderna, el ejercicio fisico
regular es una herramienta importante para la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades incluyendo la diabetes.
Aunque el ejercicio agudo exhaustivo incrementa el estrés oxidativo, el entrenamiento fisico ha mostrado regular la
proteccion antioxidante. Esta revision tiene el propdsito de resumir los mecanismos del incremento en el estrés oxidativo
en pacientes con diabetes y con respecto al ejercicio agudo y cronico.
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INTRODUCCION

Durante el ejercicio moderado el consumo de oxigeno se incrementa unas 8-10 veces, y el flujo de oxigeno a través de los
musculos se puede incrementar unas 90-100 veces. Incluso el ejercicio moderado puede incrementar la produccion de
radicales libres y abrumar las defensas antioxidantes, resultando en un estrés oxidativa (Sen y Packer, 2000).

Se demostré primero en 1978, por Dillard et al (Dillard et al, 1978) que en humanos, incluso el ejercicio de moderada
intensidad incrementaba el contenido de pentano, un subproducto de la peroxidacion de los lipidos, en el aire espirado. En
1982, Davies et al, por primera vez proporcionaron evidencia directa utilizando el método de espectroscopia de resonancia
paramagnética de electrones. En ratas el ejercicio exhaustivo en cinta ergométrica incrementaba de 2 a 3 veces la
concentracion de radicales libres en el musculo y en el higado (Davies et al, 1982).

Estudios posteriores llevados a cabo por nuestro grupo y por varios otros grupos demostraron que el ejercicio vigoroso
induce el estrés oxidativo medido a través del dafo oxidativo de lipidos, proteinas e incluso material genético (Sen et al.,
1994a; Goldfarb et al., 1996; Tiidus et al., 1996; Khanna et al., 1999; Ji, 1999; Atalay y Sen, 1999; Sen, 1999; Sen et al.,
2000; Atalay et al., 2000; Selamoglu et al., 2000). Por otro lado, el entrenamiento de la resistencia, tanto continuo como
fraccionado, parece inducir una protecciéon antioxidante y reducir la estrés oxidativa. Por lo tanto, el ejercicio regular
resulta en una proteccion contra el estrés oxidativo provocado por el ejercicio agudo (Atalay et al., 1996a; 1996b; Powers
etal., 1997; 1999; Khanna et al., 1999; Sen, 1999).

La diabetes mellitus (DM) es un sindrome caracterizado por una secrecion anormal de insulina, que provoca un trastorno



en el metabolismo de carbohidratos y lipidos, y se diagnostica debido a la deteccién de hiperglucemia. La diabetes es un
problema de salud a nivel mundial que predispone a un marcado incremento en la mortalidad por causas cardiovasculares
y a serios problemas de morbidez y mortalidad relacionados con el desarrollo de nefropatias, neuropatias y retinopatias
(Zimmet et al, 1997). La prevalencia de la DM tipo 2 entre los adultos varia desde menos del 5% a mas del 40%
dependiendo de la poblacion en cuestion (Zimmet et al, 1997). Debido al incremento de la obesidad, el sedentarismo y los
malos héabitos alimenticios tanto en occidente como en los paises en vias de desarrollo, la prevalencia de la DM tipo 2 esta
creciendo a una tasa exponencial (Zimmet and Lefebvre, 1996).

El aumento en el estrés oxidativo medido a través de indices de peroxidacién de lipidos y oxidaciéon de proteinas ha
mostrado incrementarse tanto en la diabetes insulino dependiente (IDDM) como en la diabetes no insulino dependiente
(NIDDM) (Sato et al., 1979; Velazquez et al., 1991; Collier et al., 1992; MacRury et al., 1993; Neri et al., 1994; Yaqoob et
al., 1994; Griesmacher et al., 1995; Niskanen et al., 1995; Laaksonen et al., 1996; Santini et al., 1997; Laaksonen y
Sen,2000; Cederberg et al., 2001) e incluso en pacientes sin complicaciones. También se ha mostrado que en la diabetes
hay un incremento en la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) o en la susceptibilidad a la oxidacién (Collier et
al., 1992; Neri et al., 1994; Yaqoob et al., 1994; Griesmacher et al., 1995; Laaksonen et al., 1996; Santini et al., 1997).

A pesar de la fuerte evidencia experimental que indica que el estrés oxidativo puede determinar el comienzo y la
progresion de complicaciones tardias en la diabetes (Baynes, 1991; Van Dam et al., 1995; Giugliano et al., 1996), aun hay
controversia acerca de si el incremento en el estrés oxidativo es meramente asociativo més que causal en la DM. Esto se
debe parcialmente a que la medicion del estrés oxidativo se basa cominmente en mediciones indirectas y no especificas de
productos de especies reactivas de oxigeno, y parcialmente se debe a que la mayoria de los estudios clinicos con pacientes
de DM han sido de disefio transversal (Laaksonen y Sen, 2000).

Los mecanismos detras del aparente incremento en el estrés oxidativo en la diabetes no estan completamente esclarecidos.
La evidencia acumulada apuna a varios mecanismos interrelacionados (Lyons, 1993; Cameron y Cotter, 1993;
Tesfamariam, 1994; Cameron et al., 1996), incremento en la producciéon de radicales libres tales como el ion superdxido
(Nath et al., 1984; Ceriello et al., 1991; Wolff et al.,1991; Dandona et al.,1996), o reduccion del estatus antioxidante
(Asayama et al., 1993; Tsai et al., 1994; Ceriello et al., 1997; Santini et al.,1997). Estos mecanismos incluyen la
glucoxidacion (Hunt et al.,1990; Wolff et al., 1991) y la formacidon de productos avanzados de glicosilaciéon (AGE)
(Lyons,1993; Schleicher et al., 1997) activacion de la via de los polioles (Cameron et al., 1996; Cameron y Cotter,1993;
Grunewald et al., 1993; Kashiwagi et al., 1994; De Mattia et al.,1994; Kashiwagi et al., 1996) alteracion del estatus redox
del glutation de la cell26 (Grunewald et al., 1993; Kashiwagi et al.,1994; De Mattia et al.,1994; Kashiwagi et al., 1996)
inactivacion de las enzimas antioxidantes (Arai et al.,1987; Blakytny and Harding, 1992; Kawamura et al., 1992) del
metabolismo del ascorbato (Sinclair et al., 1991) y perturbaciones en el metabolismo del oxido nitrico y de las
prostaglandinas (Tesfamariam, 1994; Maejima et al., 2001).

Estudios prospectivos (Lakka et al., 1994; Paffenbarger et al., 1994) sugieren que el ejercicio regular y la aptitud fisica
medida a través del consumo méximo de oxigeno tienen un efecto protector contra las enfermedades cardiovasculares y la
mortalidad. Sin embargo no se han estudiado a pacientes con diabetes, y los mecanismos por los cuales el ejercicio reduce
la mortalidad por enfermedades cardiovasculares todavia son poco claros. El ejercicio como una herramienta de la
medicina preventiva ha sido ampliamente recomendado, también para pacientes diabéticos (American Diabetes
Association, 1998). El ejercicio regular puede fortalecer las defensas antioxidantes y puede reducir el estrés oxidativo en
reposo y luego del ejercicio agudo (Sen et al, 1994b, Sen, 1995; Kim et al, 1996). Sin embargo, los beneficios o riesgos
relativos del ejercicio agudo y cronico en relacion con el estrés oxidativo en grupos con una incrementada susceptibilidad
de estrés oxidativo, tal como los pacientes diabéticos, no son conocidos. Laaksonen et al (1996) recientemente hallaron un
incrementado estrés oxidativo, medido a través de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico en plasma (TBARS) en
reposo y luego del ejercicio en hombres jovenes con diabetes melliltus tipo 1. Sin embargo, la aptitud fisica medida por
medio del consumo méximo de oxigeno (VO,méx) estuvo inversa y fuertemente correlacionada con las TBARS en plasma
solo en los hombres con diabetes, sugiriendo un efecto protector de la aptitud fisica contra el estrés oxidativo.

MECANISMOS DEL INCREMENTO EN EL ESTRES OXIDATIVO EN LA
DIABETES

Productos Finales de la Glicosilacion

Los productos avanzados de la glicosilaciéon (AGEs) son los productos de la glicosilacion y oxidacién (glucoxidacion), los
cuales se incrementan con la edad, y a una tasa acelerada en la diabetes mellitus (Sell et al., 1992; Dyer et al., 1993).



Estudios in vitro han sugerido que la glicosilacién en si misma puede resultar en la produccion de superoxidos (Jones et al.,
1987; Sakurai y Tsuchiya, 1988). Se ha hipotetizado que la oxidacion resulta en la produccién de iones superdxido, H,0, y a
través de la transicion de catélisis metdlica, en radicales hidréxidos (Wolff et al, 1991). La catalasa y otros antixidantes
reducen la formacion de uniones cruzadas y de AGE (Elgawish et al.,1996; Schleicher et al.,1997)

Alteraciones en el Metabolismo del Glutation

El glutation tisular desempefia un rol central en la defensa antioxidante (Sen and Hanninen, 1994; Meister, 1995). El
glutation reducido elimina las especies reactivas del oxigeno tales como el perdxido de hidrégeno y los lipidos peroxidados,
tanto directamente como por medio del mecanismo de la glutation peroxidaza (GPX) catalizada. La glutation reductasa
(GRD), dependiente del NADPH, cataliza la reduccion del glutation oxidado, lo cual sirve para mantener las reservas
intracelulares de glutatién y para mantener un estado redox favorable. La Glutation - S - transferasa (GTS) cataliza la
reaccion entre el grupo SH y los potenciales agentes alquilantes, haciéndola mas soluble en agua y més adecuada para su
transporte fuera de la célula. La GST también puede utilizar perdxidos como sustratos (Mannervik y Danielson, 1998).

Homeostasis del Glutation

Los pacientes con diabetes tipo 2 sufren de una reduccion en la GSG de los eritrocitos y de un incremento en los niveles de
GSSG (De Mattia et al., 1994; Jain and McVie, 1994). La GSH sanguinea se reduce significativamente en las diferentes
fases de la diabetes tipo 2, tales como: la intolerancia a la glucosa o hiperglucemia temprana (Vijayalingam et al, 1996),
dentro de los dos afios del diagnostico o antes de desarrollar complicaciones (Sundaram et al, 1996) y en un pobre control
de la glucemia (Peuchant et al, 1997). Los glébulos rojo de pacientes con diabetes tipo 2 tienen niveles reducidos de GSH,
una actividad desmejorada de la gama glutamil transferasa y una actividad desmejorada de tioles (Yoshida et al., 1995). El
tratamiento con agentes anti diabéticos durante 6 meses corrigié estos cambios.

Thornalley et al (1996) hallé una correlacion inversa entre los niveles de GSH en los eritrocitos y la presencia de
complicaciones diabéticas en pacientes con diabetes tipo 1 y tipo 2. Sin embargo, la mayoria de los estudios también han
observado una reduccion de los niveles de glutation tanto en sangre como en los glébulos rojos en pacientes con diabetes
tipo 2. En pacientes con diabetes tipo 1 se pueden extraer conclusiones menos firmes. Deberia clarificarse si los niveles se
reducen en pacientes sin complicaciones y si los pacientes con complicaciones tienen niveles aun menores. La significancia
patofisioldgica de la reduccion en los niveles de glutation en la diabetes mellitus queda aun por ser demostrada.

Enzimas Dependientes del Glutation

Walter et al (1991) no hallaron diferencias en la actividad sanguinea total de la GRD en pacientes con diabetes tipo 1 y tipo
2 en comparacion con pacientes de control que no tenian diabetes. Muruganandam et al (1992) también hallé observé que
en pacientes con diabetes tipo 1 la cinética enzimatica de la GRD en los glébulos rojos era normal. Por otro lado, la
actividad de la GRD sanguinea era menor en nifios con diabetes tipo 1 en comparacion con nifios saludables (Stahlberg and
Hietanen, 1991).

Una gran cantidad de estudios ha mostrado que la actividad de la glutatiéon peroxidasa (GPX) en glébulos rojos, en la
sangre total y en los leucocitos era similar en pacientes con DM tipo 1 y tipo 2 en comparacion con grupos de sujetos
control (Walter et al., 1991; Leonard et al., 1995; Akkus et al., 1996). Por otra parte, se ha mostrado una desmejora en la
actividad de la GPX en pacientes asiaticos con diabetes (Tho and Candlish, 1987). En pacientes con DM tipo 1 los niveles
plasmaticos de selenio eran normales, pero el contenido de selenio y la actividad de la GPX en los glébulos rojos estaba
reducida (Osterode et al, 1996).

En pacientes con DM tipo 1 se ha observado una cinética normal de la GPX dentro de los glébulos rojos (Muruganandam et
al 1992). Se ha reportado que la actividad de la GST esté reducida en el corazon y en el higado (McDermott et al 1994).
Los cambios observados en las enzimas dependientes de glutatién en modelos experimentales de diabetes han sido
contradictorios. La mayoria de los estudios muestran cambios en la actividad enzimatica dependientes del tejido y del
tiempo. Incluso tomando en cuenta estos factores, no puede hallarse consenso entre los estudios acerca del impacto de la
DM sobre la actividad de las enzimas dependientes del glutation. Los cambios observados en las enzimas dependientes de
glutation en pacientes con diabetes también han son inconsistentes. Las diferencias en los resultados no pueden ser
completamente explicadas por la metodologia de los estudios.

Desmejora de la Actividad de la Superoxido Dismutasa y de la Catalasa

La superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa son las principales enzimas antioxidantes. La SOD existe en tres diferentes
isoformas. Cu,Zn-SOD se encuentra mayormente en el citosol y produce la dismutacién del superéxido en perdxido de
hidrégeno. La SOD extracelular (EC) se halla principalmente en el plasma y en el espacio intracelular. La Mn-SOD se
encuentra en la mitocondria. La catalasa es una enzima que descompone el peréxido de hidrégeno y de encuentra



principalmente en los peroxisomas o en los microperoxisomas. El superéxido puede reaccionar con otras especies reactivas
de oxigeno tales como el 6xido nitrico para forma especies altamente toxicas tal como el peroxinitrito, ademés se sus
efectos toxicos directos (Tesfamariam, 1994). El peroxinitrito reacciona con los residuos de tirosina de las proteinas
resultando en la produccion de nitrotirosina en las proteinas plasmaticas, lo cual es considerado como evidencia indirecta
del incremento en la produccion de peroxinitrito y en el estrés oxidativo. Aunque la nitrotirosina no pudo detectarse en el
plasma de controles saludables, se halld nitrotirosina en el plasma de todos los pacientes con diabetes tipo 2 examinados.
Consistentemente con estos resultados, los valores de nitrotirosina plasmatica se correlacionaron con las concentraciones
plasmaticas de glucosa (Ceriello et al, 2001). Ademas, la exposicién de células endoteliales a altas concentraciones de
glucosa derivo en el aumento de la produccién del anién superoéxido, lo cual puede eliminar el oxido nitrico. La reduccion
de los niveles de oxido nitrico resulta en una desmejora de las funciones endoteliales, vasodilatacion y retardo de la
replicacion celular (Giugliano et al, 1996). Alternativamente, el superéxido puede ser dismutado a peréxido de hidrégeno
mucho mas reactivo, lo cual a través de la reacciéon de Fenton puede derivar en la formacion de radicales hidroxilos
altamente toxicos (Wolff et al, 1991). En los neutréfilos de diabéticos se observo una reduccion de la actividad
citoplasmatica de la Cu,Zn-SOD y especialmente de la (Mn-)SOD mitocondrial. Consecuentemente los niveles de
superodxido estimados indirectamente a través de la reduccion en el citocromo c, estaban elevados en los neutroéfilos de
pacientes diabéticos como resultado de la reduccion en la actividad de la SOD (Nath et al, 1984). La principal razén para la
reduccion de la actividad de la SOD es la glucosilacién de la Cu,Zn-SOD, lo cual se ha demostrado que deriva en la
inactivacion de la enzima tanto in vivo como in vitro (Arai et al, 1987). Asimismo, la divisiéon de la Cu,Zn-SOD y la
liberacién de Cu2+ in vitro resultd en la formacion de ROS catalizada metales de transiciéon (Kaneto et al., 1996).

Sin embargo, la actividad de la Cu,Zn-SOD en los eritrocitos estd inversamente correlacionada con los indices de control
glucémico en pacientes con DM (Tho et al.,1988). Se ha hallado que la actividad de la Cu,Zn-SOD en los glébulos rojos esta
reducida en pacientes con DM (Arai et al, 1987), (Kawamura et al, 1992). La glicosilacién puede reducir la EC-SOD
asociada a las células, lo cual puede predisponer al dafio oxidativo. Jennings et al (Jennings et al, 1991) hallaron una
reduccion en la actividad de la Cu,Zn-SOD de los globulos rojos en pacientes con DM tipo 1 con retinopatia en comparacion
con pacientes con DM tipol sin complicaciones microvasculares y en comparacion con sujetos control no diabéticos. Sin
embargo, hay reportes que desacuerdan con estos hallazgos. La actividad de la Cu,Zn-SOD en glébulos rojos fue similar en
pacientes con DM tipo 1 y tipo 2 en comparacion con sujetos normales (Tho y Candlish,1987), (Walter et al.,1991),
(Leonard et al., 1995; Faure et al., 1995) independientemente de las complicaciones microvasculares (Walter et al, 1991).
La actividad de la SOD en los leucocitos fue similar entre pacientes con DM tipo 2 y sujetos sanos de control, a pesar de la
incrementada peroxidacion de los lipidos y de los reducidos niveles de ascorbato (Akkus et al., 1996). Ademas, se ha
reportado un incremento de la actividad de la SOD en gldbulos rojos y un incremento en los niveles séricos de MDA en
pacientes con DM tipo 1 con normo - microalbuminuria y retinopatia en comparacién con sujetos sanos (Yagoob et al.,
1994; Skrha et al., 1994).

Se observo una reduccion en las actividades de la superdxido y de la catalasa en los globulos rojos, en 105 sujetos con una
desmejorada tolerancia a la glucosa (IGT) y en la hiperglucemia temprana asi como también en pacientes con DM tipo 2
(Vijayalingam et al., 1996). Sin embargo, en otro estudio llevado a cabo con 26 pacientes con DM tipo 2 con pobre control
glucémico, se observd una actividad de la catalasa y de la SOD en los globulos rojos (Peuchant et al., 1997). Se ha hallado
que la actividad de la EC-SOD era normal en pacientes con DM tipo 1 (Adachi et al., 1996) a pesar de niveles plasmaticos
de EC-SOD ligeramente elevados (MacRury et al., 1993; Adachi et al., 1996).

La amplia variabilidad entre los estudios no permite extraer conclusiones acerca de si la actividad de las distintas
isoformas de SOD o de la catalasa son anormales en pacientes diabéticos. Nuevamente, las diferencias en las metodologias
utilizadas en los estudios o el disefio de los estudios no explican por completo los hallazgos conflictivos entre los estudios.

La Via de los Polioles

La hiperglucemia activa la via de los polioles, resultando en la activacion de la aldosa reductasa y en la produccion de
sorbitol (Figura 1). La importancia de la via de los polioles puede variar entre los distintos tejidos. La induccién del estrés
oxidativo puede ocurrir a través de diferentes mecanismos, incluyendo la deplecién de las reservas de NADPH y la
consecuente alteracion del metabolismo del glutation y del 6xido nitrico.

En distintos estudios se observé una reduccion de los niveles de GSH y de NADPH y de los cocientes entre NADPH/NADP+
y GSH/GSSG en 18 pacientes con diabetes tipo 2 en comparacién con 16 sujetos control no diabéticos (De Mattia et al.,
1994; Bravi et al., 1997). Una semana de tratamiento con Tolrestat, un inhibidor de la aldosa reductasa, incremento los
niveles de NADPH y de GSH en aquellos pacientes cuyos niveles de NADPH estaban reprimidos (n = 8). Por lo tanto, al
menos en un subconjunto de pacientes con DM tipo 2 la activacion de la via de los polioles parece depletar el NADPH y la
GSH en los eritrocitos. Similarmente, en un reciente estudio, la utilizacion de sorbinil inhibidor de la aldosa reductasa
restaurd las concentraciones de antioxidantes reducidos glutatiéon (GSH) y ascorbato, y normalizd la peroxidacién de los
lipidos inducida por la diabetes en ratas streptozotocin-diabéticas (Obrosova et al, 2002).
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Figura 1. Mecanismos del incremento en el estrés oxidativo en la diabetes mellitus. ROS; especies reactivas de oxigeno; GSH;
glutation reducido, GSSG, glutation oxidado; GRD, glutation reductasa; GPX, glutation peroxidasa; AR, aldosa reductasa. (Modificado
de Laaksonen and Sen, 2000).

PEROXIDACION DE LOS LiPIDOS Y OXIDACION DE LAS PROTEINAS EN LA
DIABETES MELLITUS

Peroxidacion de los Lipidos en Pacientes Diabéticos

Los productos finales de la peroxidacion de los lipidos son muy comtinmente detectados mediante la medicién de
sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS). Sin embargo, este analisis ha sido criticado por la falta de
especificidad. La peroxidacion de los lipidos medida a través de hidroperdxidos lipidicos (Hermes-Lima et al., 1995) ha
mostrado correlacionar estrechamente con TBARS en muestras de tejidos. Con la apropiada precaucion, la mediciéon de
TBARS puede proveer de informacion significativa (Draper et al., 1993).

La utilizaciéon de TBARS como un indice de la peroxidacion de los lipidos fue iniciada por Yagi et al (1976), cuyo grupo
también ha mostrado incrementados niveles plasmaticos de TBARS en la diabetes mellitus (Sato et al, 1979)
consistentemente con los resultados de otros investigadores (Noberasco et al., 1991; Altomare et al., 1992; Gallou et al.,
1993; Jain and McVie, 1994; Gugliucci et al., 1994; Nourooz-Zadeh et al., 1995; Ozben et al., 1995; Nacitarhan et al., 1995;
Freitas et al., 1997). De manera similar, se ha reportado un incremento en las concentraciones plasmaticas de perdxido en
pacientes con DM tipo 1 y tipo 2 (Walter et al., 1991; Faure et al., 1993). Se ha mostrado, en ratas y en humanos, que los
glébulos rojos (RBC) de los diabéticos son mas susceptibles a la peroxidacion de los lipidos medida mediante TBARS (Godin
et al., 1988; Fujiwara et al., 1989). La capacidad de oxidacion del plasma medido a través de hidroperoxidos lipidicos fue
mayor en un grupo de pacientes con DM, aunque los niveles basales fueron similares en sujetos con tolerancia normal a la
glucosa, con tolerancia desmejorada a la glucosa y con DM tipo 2 (Haffner et al, 1995). Asimismo, se ha observado que los
niveles plasmaticos de TBARS estaban significativamente incrementados en pacientes con DM tipo 2 a medida que se
incrementaba la duracién de la enfermedad y el desarrollo de las complicaciones (Sundaram et al., 1996).

Los liposomas formados a partir de membranas celulares de globulos rojos de pacientes con DM son altamente sensibles a
la peroxidacion de los lipidos inducida por superéxidos (Urano et al, 1991). La SOD y la vitamina E inhiben la peroxidacién
de los lipidos. Los niveles de MDA mostraron una correlacion significativa con la Hb glucosilada. La peroxidacion de lipidos
LDL se incremento6 en 19 pacientes diabéticos pobremente controlados en comparacién con sujetos de control de la misma



edad y sexo (Watala and Winocour, 1992)

La formacién de dienos conjugados refleja eventos tempranos en la peroxidaciéon de los lipidos (Ahotupa et al, 1998). El
analisis espectrofotométrico de dienos conjugados, sin embargo, no provee informacion acerca de los hidroperoxidos. Los
niveles séricos de un dieno conjugado isémero del acido linoleico fue mayor en pacientes con DM y microalbuminuria que
en sujetos de control (Collier et al, 1992).

En un estudio en donde se investigo la peroxidacién de los lipidos en 56 adultos jévenes con DM tipo 1 y 56 sujetos control
no diabéticos se observé que la concentracion plasmatica de TBARS estaba elevada en las mujeres pero no en los hombres
(Evans and Orchard, 1994). Similarmente en un reciente estudio llevado a cabo por Marra et al (2002) se mostré que la
mayor peroxidacion de lipidos, medida como hidroxiperdxidos de lipidos, los dienos conjugados totales conjuntamente con
una menor capacidad antioxidante del plasma total en las etapas tempranas de la diabetes tipo 1, especialmente en
mujeres, puede sugerir la mayor susceptibilidad de las mujeres diabéticas a complicaciones cardiovasculares. Ademas, se
observd una mayor peroxidacion de lipidos y una reduccion de los niveles de ascorbato en los leucocitos de 53 pacientes
con DM tipo 2 en comparacion con 34 sujetos de control (Akkus et al, 1996). Los niveles de MDA fueron mayores en 20
pacientes a quienes se les habia diagnosticado recientemente DM tipo 2 en comparacion con sujetos de control (Armstrong
et al, 1996). Los niveles de RBC libres y de MDA estaban elevados en 26 pacientes con DM tipo 2 pobremente controlados
(Peuchant et al, 1997). Luego de tres dias de euglucemia mantenida por la infusién constante de insulina y glucosa, la
concentracion de MDA libres se vio significativamente reducida.

El cociente entre la vitamina E/peroéxidos lipidicos es el principal determinante de la susceptibilidad de la LDL para
oxidarse. Los niveles de MDA fueron mayores en pacientes con DM en comparacion con sujetos de control. Ademas, la
peroxidacién de la LDL estuvo estrechamente correlacionada con la magnitud de la glucacién de la LDL. En hombres, la
TBARS estuvo correlacionada con los niveles de triglicéridos y de HbA1, pero esto no ocurrié en mujeres. El tratamiento
con dietas provoco una reduccion significativa de los niveles de HbAlc y de MDA. Los hidroperéxidos lipidicos y los dienos
conjugados estuvieron elevados en 72 pacientes con DM tipo 1 bien controlados y sin complicaciones, independientemente
del control metabdlico y de la duracion de la diabetes (Santini et al, 1997). En 14 pacientes normolipidémicos con DM se
observo una mayor concentracion de TBARS pero no de los oxiesteroles en comparacion con sujetos de control (Mol et al,
1997). Los niveles plasmaticos de hidroperdxidos lipidicos fueron substancialmente mayores en 41 pacientes con DM tipo 2
en comparacién con 87 sujetos de control (Nourooz Zadeh et al., 1997). Los niveles plasmaticos de hidroperdxidos lipidicos
fueron similares entre pacientes con o sin complicaciones asi como también entre fumadores y no fumadores. Los niveles
plasmaticos de peréxidos lipidicos, la producciéon de monocitos TNF-alfa estimulada por LPS y la adhesion de monocitos a
las células endoteliales estuvo incrementada en 8 pacientes con DM tipo 2 pobremente controlados y bajo tratamiento con
glyburide en comparaciéon con 8 sujetos sanos (Dasfaits et al, 1998). La administracion de Gliclazide revirtié estas
anormalidades.

Por otra parte, no se observaron diferencias en los niveles séricos de dienos conjugados entre pacientes diabéticos
saludables y sujetos saludables de control (MacRury et al., 1993; Sinclair et al., 1992; Jennings et al., 1991), aunque los
niveles de dienos conjugados estuvieron incrementados en 26 pacientes diabéticos con micro-angiopatia (Jennings et al,
1991). Los nivles de TBARS en pacientes con DM tipo 2 pobremente controlados y en pacientes con DM tipo 2 bien
controlados no fueron diferentes de los niveles hallados en sujetos de control, mientras que la formacion de radicales
hidroxilos estuvo elevada en pacientes con DM (Ghiselli et al, 1992).

Los niveles plasmaticos de TBARS fueron similares entre pacientes con DM tipo 1, pacientes con DM tipo 2 y sujetos de
control (Neri et al., 1994; Leonard et al., 1995; Zoppini et al., 1996). Sin embargo, la MDA estuvo elevada en pacientes con
DM con complicaciones microvasculares en comparacion con pacientes con DM sin complicaciones y con sujetos
saludables (Neri et al, 1994).

La mayoria de los estudios publicados ha hallado una incrementada peroxidacion de lipidos tanto en pacientes con DM tipo
1 como en pacientes con DM tipo 2. Sin embargo, también se han hallado resultados contradictorios y estos no pueden ser
explicados simplemente en base al disefio o metodologia utilizada en los estudios. Es menos claro si la peroxidacion de
lipidos estéd incrementada en pacientes con DM incluso antes del desarrollo de enfermedades micro y macro vasculares.
Todavia estamos lejos de establecer una posible causa de la peroxidacion de lipidos en el desarrollo de complicaciones
micro y macro vasculares en la diabetes.

Niskanen et al (1995) demostré por primera vez que los TBARS plasmaticos estaban elevados en 22 pacientes con una
desmejorada tolerancia a la glucosa. Luego de 10 afios de seguimiento los niveles de insulina y de glucosa en ayuno
pudieron utilizarse para estimar los niveles de TBARS a través de andlisis de regresion multiple, sugiriendo que la
resistencia a la insulina desempeiia algtin papel en la induccién del estrés oxidativo. En respaldo a estos hallazgos, se ha
observado que la peroxidacion de lipidos estuvo elevada en 105 sujetos IGT e hiperglucemia temprana asi como también en
pacientes con DM tipo 2 (Haffner et al., 1995). Por otra parte, los niveles basales de hidroperdxidos de lipidos fueron



similares en 75 sujetos con tolerancia normal a la glucosa, con tolerancia desmejorada a la glucosa y con DM tipo 2
(Haffner et al, 1995).

Aunque los resultados hasta la fecha acerca de la resistencia a la insulina como mecanismo inductor del incremento en el
estrés oxidativo son intrigantes, los estudios son sorprendentemente pocos. Dada la atencion puesta sobre la resistencia a
la insulina en la patogénesis de la DM y de las enfermedades cardiovasculares en general, los estudios futuros deberian
investigar el rol de la resistencia a la insulina como inductora del estrés oxidativo.

Susceptibilidad de la LDL a la Oxidacion

La incubaciéon de LDL con las mismas concentraciones de glucosa observadas en el estado diabético, produjo un
incremento en la susceptibilidad de la LDL a la oxidacion, medida por medio de la formacién, movilidad electroforética y
degradacion por macrofagos de TBARS y dienos conujuados (Kawamura et al., 1994; Bowie et al., 1993). Ademas, la
susceptibilidad de la LDL a la oxidacion correlaciond fuertemente con el grado de glicosilacion de la LDL (Bowie et al.,
1993). En sujetos con diabetes tipo I pobremente controlados y en comparacion con sujetos normales de control se observd
que la concentracion plasmatica de TRAP (potencial total de atropamiento de radicales perdxido) era menor mientras que
la susceptibilidad de la LDL a la oxidacién, medida por medio de la fase de retraso para la formacion de dienos conjugados
luego del inicio de la oxidacién de la LDL por adicidon de cobre, fue mayor (Tsai et al., 1994).

En contraste, en numerosos estudios, no se observaron diferencias entre pacientes con diabetes tipo I y sujetos no
diabéticos en la susceptibilidad de la LDL y la VLDL a la oxidacién (Gugliucci et al., 1994; O-Brien et al., 1995; Jenkins et
al., 1996; Mol et al., 1997). Aunque no hubo diferencias entre los grupos en el contenido de vitamina E LDL, la composicion
de acidos grasos LDL en ésteres de colesterol o en los trigliceridos, la glucacion de la LDL estuvo elevada en pacientes con
DM tipo I (O-Brien et al., 1995).

La mayoria de los estudios han hallado una incrementada susceptibilidad de la LDL a la oxidacién en pacientes con DM,
aunque algunos estudios bien disefiados han reportado estudios conflictivos. Los estudios llevados a cabo hasta la fecha no
permiten extraer conclusiones firmes acerca de si la LDL es mas susceptible a la oxidacion en pacientes con DM sin
complicaciones en comparacion con sujetos sanos, o acerca del efecto que las complicaciones o el control glucémico tienen
sobre la susceptibilidad de la LDL a la oxidacién.

Anticuerpos para el Colesterol Oxidado

Los pacientes con DM tipo 1 y tipo 2 tuvieron un mayor indice de anticuerpos (calculados como el cociente entre los
anticuerpos y la LDL modificada y nativa) en comparacién con sujetos de control para la LDL oxidada por Cu2+ y la LDL
malondialdehido modificada (Bellomo et al., 1995; Festa et al. 1998; Griffin et al., 1997).

En contraste, en pacientes a los cuales se les diagnostico tempranamente DM tipo 1 o en aquellos a los cuales se les realiz6
un seguimiento de 10 afios, los niveles séricos de anticuerpos para el colesterol LDL oxidado o para la LDL
malondialdehido modificada, fueron similares a los observados en sujetos sanos de control (Uusitupa et al., 1996; Mironova
et al., 1997; Korpinen et al., 1997). Asimismo, en un estudio llevado a cabo en pacientes diabéticos con normo y macro
albuminuria, y que llevaban bastante tiempo de enfermedad, y con sujetos sanos, no se observaron diferencias en los
niveles de LDL malondialdehido modificada entre los sujetos diabéticos con normoalbuminuria, con albuminuria y los
sujetos de control (Korpinen et al, 1997). En un estudio muy reciente, se detectaron indices incrementados de anticuerpos
para la LDL oxidada en sujetos con diabetes tipo 2, pero solo en aquellos con enfermedad macrovascular (Hsu et al, 2002).

No se ha hallado un consenso claro acerca de la presencia incrementada de anticuerpos LDL oxidados para la oxidacién de
colesterol LDL o especialmente para indices de peroxidacion de lipidos en plasma o en suero, en pacientes con DM.
Aunque se han publicado resultados interesantes que vinculan los anticuerpos LDL oxidados a la arteriosclerosis carotidea
en la poblacion general (Salonen et al, 1992), no pueden extraerse conclusiones similares a partir de los estudios llevados a
cabo con sujetos diabéticos. Si esto es un argumento en contra del incremento en el estrés oxidativo o su rol en la
patogénesis de la arteriosclerosis en pacientes con DM o contra la utilizacién de anticuerpos LDL oxidados como marcador
de la peroxidacion de los lipidos en pacientes con DM, contintia siendo algo poco claro.

Oxidacion de Proteinas en Pacientes diabéticos

Las proteinas son un blanco importante para los agentes oxidativos. Las especies reactivas del oxigeno modifican las
cadenas laterales de aminoacidos, tales como los residuos de arginina, lisina, treonina y prolina, para formar carbonilos
proteicos. Estos pueden ser facilmente medidos por medio de la reaccion con 2,4-dinitrofenil hidrazina utilizando métodos
espectrofotométricos, inmunohistoquimicos o radioactivos. El contenido de corbonilos proteicos es el marcados mas
ampliamente utilizado para medir la modificacién oxidativa de las proteinas y se ha sugerido que es un marcador confiable
del estrés oxidativo (Chevion et al., 2000). Se han detectado niveles elevados de carbonilos proteicos tanto en pacientes



con DM tipo 1 y tipo 2 como en la diabetes experimental (Dominguez et al., 1998; Cakatay et al., 2000; Telci et al., 2000;
Jang et al., 2000; Cederberg et al., 2001). Asimismo, el contenido de carbonilos proteicos se correlaciona bien con las
complicaciones de la diabetes (Altomare et al, 1997).

Ademas de la oxidacién de lipidos y proteinas, se ha reportado dafo oxidativo del ADN en pacientes diabéticos. Los
pacientes con DM tipo 1 y tipo 2 tienen niveles significativamente mayores de 8-hidroxideoxiguanosina, un indicador del
dafio oxidativo del ADN en células mononucleares (Dandona et al, 1996). Estos cambios pueden contribuir a la
aterogénesis en la DM y a las complicaciones microangiopaticas de la enfermedad.

EJERCICIO, APTITUD FISICA 'Y ESTRES OXIDATIVO EN LA DIABETES
MELLITUS

El estrés oxidativo estd implicado en la aceleracion de la aterosclerosis y en el desarrollo de complicaciones
microvasculares en la diabetes mellitus. Asimismo, el gjercicio fisico puede inducir agudamente el dafio oxidativo, aunque
el entrenamiento regular parece incrementar las defensas antioxidantes, y en algunos estudios con animales se ha
observado que produce una reduccion de la peroxidacion de los lipidos.

El ejercicio es la mayor modalidad de tratamiento terapéutico para la DM (American Diabetes Association, 1998;
Laaksonen et al., 2000). Para maximizar los beneficios del ejercicio, es importante entender el efecto del ejercicio agudo y
a largo plazo sobre el estrés oxidativo y sobre las defensas antioxidantes en la diabetes. Con estas metas en mente, hemos
reclutado a 9 sujetos con DM saludables y a 13 hombres de control de entre 20 y 30 afios (Laaksonen et al., 1996; Atalay et
al., 1997). Los sujetos pedalearon durante 40 minutos en un cicloergémetro al 60% del VO,max luego de cinco minutos de
entrada en calor. Se recolectaron muestras de sangre tanto en reposo como inmediatamente después del ejercicio. Como
medida del estrés oxidativo se utilizaron mediciones de la concentracion plasmdtica de TBARS, y los cambios en los niveles
de GSSG y en el cociente GSSG/TSGH (glutation total) en respuesta al ejercicio. Como indices de las defensas
antioxidantes se utilizaron los niveles sanguineos de TGSH y GSSG y los niveles de GPX, GRD, GST, y de actividad de
superoxidos y de la catalasa en los glébulos rojos.

La actividad de la GRD en los glébulos rojos en reposo fue 15% mayor en el grupo de sujetos diabéticos (p<0.05). Sin
embargo, la actividad de la Cu,ZN-SOD y de la catalasa en reposo fueron significativamente menores en el grupo de
sujetos diabéticos. El ejercicio agudo provocéd un modesto incremento en la actividad de la Se-GPX en los eritrocitos en el
grupo de control, pero no en el grupo IDDM. La actividad de la Se-GPX post ejercicio fue significativamente mayor en el
grupo control en comparacion con el grupo IDDM. Aunque el ejercicio no afectd significativamente la actividad de la GRD,
debido a los grandes valores de reposo, la actividad de la GRD post ejercicio fue también mayor en el grupo IDDM que en
el grupo control. Las actividades post ejercicio de la GST, Cu,Zn-SOD y de la catalasa en los eritrocitos fueron similares en
los dos grupos (Atalay et al, 1997).

Hemos hallado un incremento en la concentracion plasmatica de TBARS en los hombres diabéticos tanto en reposo como
luego del ejercicio, mostrando por primera vez el incremento del estrés oxidativo inducido por el ejercicio en sujetos con
DM (Laaksonen and Sen, 2000). Estos resultados también respaldan a estudios previos que sugerian que los pacientes con
DM tipo 1 tienen una incrementada peroxidacion de lipidos incluso en ausencia de complicaciones. La reduccién de la
actividad de la Cu,Zn-SOD en conjunto con un incremento en la produccién de perdxidos (Nath et al., 1984; Ceriello et al.,
1991; Wolff et al., 1991; Dandona et al., 1996) podria exacerbar el estrés oxidativo, especialmente si no se compensa con
un incremento en la actividad de la catalasa o de la Se-GPX. Los iones superdxido pueden reaccionar con otras especies
reactivas de oxigeno tal como el 6xido nitrico para formar especies altamente téxicas tal como peroxinitrito, ademas de los
efectos toxicos directos (Tesfamariam, 1994). Alternativamente, el superdxido puede ser dismutado a un perdxido de
hidrégeno mucho més reactivo, lo cual a través de la reaccién de Fenton puede derivar en la formacién de radicales
hidroxilos altamente toxicos (Wolf et al, 1991). De esta manera la reduccion en la actividad de la catalasa también puede
contribuir al incremento del estrés oxidativo hallado en sujetos con DM tipo 1. También se ha mostrado que el incremento
en los niveles de glucosa y de perdxido de hidrégeno inactivan a la catalasa (Ou and Wolff 1994). Como se mencioné
anteriormente, en pacientes con DM con frecuencia, pero no siempre, se observa una reduccion en la actividad de la SOD y
de la catalasa en los glébulos rojos.

El incremento en los niveles sanguineos de TGSH en hombres con DM puede representar una respuesta adaptativa al
incremento en el estrés oxidativo, mediada posiblemente en parte a través del incremetno en la actividad de la GRD en los
glébulos rojos. La mayoria de los estudios no han hallado cambios o han hallado una reduccién en los niveles de glutation
en pacientes con DM. Relativamente pocos estudios han examinado los niveles de glutatién en pacientes con DM tipo 1.



Frecuentemente, los pacientes ancianos tienen complicaciones, o han sido pobremente descriptos con respecto a la
presencia de complicaciones diabéticas o de control glucémico. En el estudio de Di Simplicio et al (1995), sin embargo, los
pacientes con DM tipo 1 y sin complicaciones parecen tener un nivel incrementado de plaquetas GSH.

La fuerte correlaciéon negativa entre la concentracion plasméatica de TBARS y el VO,méax sugiere que una buena aptitud
fisica puede tener un papel protector contra el estrés oxidativo. Por lo tanto surge la siguiente pregunta: ¢puede reducirse
la peroxidacion de los lipidos a través del entrenamiento regular en pacientes diabéticos? Si es asi, esto tendria
implicaciones clinicas de largo alcance, y por lo tanto es necesario establecer firmemente el rol del estrés oxidativo en el
desarrollo de complicaciones micro y macro vasculares en la diabetes.

En un estudio reciente llevado a cabo en ratas con diabetes inducida por la administracién de streptozotosina, nuestro
grupo mostrd que el entrenamiento de la resistencia redujo la peroxidacién de los lipidos medida por el nivel de TBARS en
el musculo vasto lateral, y ademas increment6 el nivel de glutatién peroxidasa en el musculo gastronecmio rojo (Gul et al,
2002). Sin embargo, el entrenamiento de la resistencia incrementé la formacion de dienos conjugados y redujo la actividad
de glutation peroxidasa en el corazén. Consistentemente con estos resultados, previamente se ha observado en ratas
saludables entrenadas en resistencia la reduccion de los niveles cardiacos de antioxidantes (Kihlstrom et al., 1989). El
ejercicio exhaustivo agudo indujo estrés oxidativo, medido por el incremento en la concentracion de TBARS, en el higado e
incremento la formacion de dienos en el corazon. El incremento en los niveles de TBARS en el higado de ratas diabéticas
desentrenadas luego de la realizacion de ejercicio agudo exhaustivo esta de acuerdo con nuestras observaciones previas en
un estudio llevado a cabo con ratas normales (Khanna et al., 1999). Estos resultados sugieren que a pesar de los efectos
adversos en el corazon, el entrenamiento de la resistencia parece regular las defensas antioxidantes dependientes de
glutation en el musculo esquelético.

CONCLUSION

La diabetes mellitus estd asociada con un incremento marcado de la mortalidad por causas de enfermedad coronaria, no
explicables por los factores de riesgo tradicionales. Aunque los datos no son todavia concluyentes, con mayor frecuencia se
ha implicado al estrés oxidativo en la patogénesis de las enfermedades micro y macro vasculares observadas en pacientes
diabéticos. Cierta evidencia también respalda el papel de la actividad fisica en la reducciéon de la peroxidacién de los
lipidos. Si el ejercicio fisico regular puede mostrar un efecto protector contra el estrés oxidativo en pacientes con DM,
entonces esto podria tener un impacto directo en la utilizacidon del ejercicio fisico como una modalidad terapéutica en la
diabetes.
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