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Un principro central en la ciencia y la medicina es que cuanto
mayor es la cantidad de datos independientes que coinciden, mds
convincente es la validez de la hipdtests o un diagndstico. Lo opuesto
también es cierto: la informaciin discrepante genera incertidumbre.
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1. Introduccion

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica con un importante impacto sanitario
por su alta prevalencia, las complicaciones que conlleva y su elevada mortalidad (1).

La diabetes tipo 2 (DM2) es su forma de presentaciéon mas frecuente, el 90- 95%
del total de casos de la diabetes mellitus. Se caracteriza por ser una alteraciéon metabolica
poligénica y multifactorial. Simplificar la DM2 como un trastorno de la utilizacion de la
glucosa (disminucién de la secrecion de insulina, aumento de la produccion de glucosa hepatica

y disminucién de la captacion de glucosa por el musculo) nos aparta de una vision mas global.

No podemos olvidar que afecta también al metabolismo lipidico con aumento de acidos grasos
libres, capaz de causar o agravar los fen6menos anteriores.

Los datos epidemiolégicos actuales acerca de la DM2 a nivel mundial, muestran que
se trata de una enfermedad en auge. La variabilidad de su prevalencia entre distintas zonas
geograficas es alta, y generalmente las poblaciones con un estilo de vida mas occidental o que
se han industrializado rapidamente son las mas afectadas. Hay varias razones implicadas en
este incremento de la diabetes a nivel mundial: el cambio en los criterios diagnoésticos y las
mejoras en el cribado, el aumento de la obesidad, los cambios dietéticos y de actividad fisica
sobre un genotipo que la predispone y el envejecimiento de la poblacion. Las proyecciones
previstas suponen incrementos mayores del 100% (2). Estas previsiones pueden quedarse
incluso cortas si tenemos en cuenta que la prevalencia de la obesidad, factor de riesgo para el
desarrollo de la DM2, aumenta de forma considerable. Al mismo tiempo la edad de diagnostico
de la enfermedad se ha adelantado de forma significativa, alcanzando cifras de diagnostico
elevadas incluso en la poblacion infantil (2). La DM2 afecta aproximadamente al 5-10% de la
poblacién europea, con especial incremento de la prevalencia (hasta un 25%) en mayores de
75 afios (1). Espafia no escapa a este aumento paulatino de la prevalencia de la enfermedad,
con unas cifras estimativas del 10-14% y del 19,3% para mayores de 75 afos y se sitia entre
los paises con prevalencia media-alta. Esta prevalencia puede modificarse en Espafia ya que
disponemos de escasa informacion sobre los flujos migratorios y parece ser que se manifiesta en
estas poblaciones a edades mas tempranas y con control metabolico peor.

Gran proporciéon de personas afectadas de DM2 en Espania desconocen que la padecen
(3) y uno de los datos mas preocupantes de la deteccion tardia, como veremos después, es el alto
indice de complicaciones cronicas presentes en el momento del diagnéstico.

En Espana el coste de la diabetes asciende, como minimo a 5.809 millones de euros,
lo que representa mas del 8% del gasto sanitario global del estado (4), resultados congruentes
con los datos del Sistema Nacional de Salud de Espana. Como elementos comunes destaca el
notable crecimiento del gasto en los Gltimos anos, el cual se ha quintuplicado en Espana. Por
tanto en un futuro la DM2, siguiendo estas previsiones, se puede convertir en la enfermedad
que mas coste provoque al sistema sanitario espanol.

Las estadisticas globales de salud en general tienden a subestimar el nimero de muertes
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debidas a DM2. En Espafia es la tercera causa de muerte en mujeres y la séptima en varones;
pero se debe corregir en funcién del riesgo conocido que desempena la diabetes como causa
reconocida de enfermedad coronaria y cerebrovascular (5). El 70-75% de los diabéticos mueren
por complicaciones macrovasculares.

Podemos concluir que si a la magnitud y prevalencia afiadimos la aparicién casi
ineludible de sus complicaciones y el coste econémico, nos encontramos, sin duda alguna,

con un problema de salud puablica de primera magnitud.









2. Justificacion

La diabetes se asocia con una aceleracion de la enfermedad macrovascular de
tipo arteriosclerotico que afecta a las arterias del miocardio, el cerebro y las extremidades
inferiores, por lo que en los pacientes con DM2 las complicaciones se adelantan a edades mas
tempranas.

Desde el punto de vista histopatologico, las lesiones arterioscleroticas del diabético
tienen un mayor contenido lipidico y mas complicaciones tromboticas que la de los no
diabéticos. Al mismo tiempo, en el diabético, la arteriosclerosis es difusa, afecta a un mayor
numero de vasos y se desarrolla de manera mas rapida, extensa y precoz, incidiendo por igual
en ambos sexos (6). El riesgo de padecer lesiones ateromatosas de grandes vasos es también
elevado en los sujetos con prediabetes, en quienes las complicaciones macrovasculares,
especialmente, la cardiopatia coronaria isquémica puede preceder a la aparicion de la DM2.
Se ha descrito que la prevalencia de la cardiopatia coronaria isquémica en DM2 recién
diagnosticada puede ser igual o mayor que entre los que ya se saben diabéticos desde hace
anos (7).

Diferentes meta-analisis confirman que el riesgo relativo de mortalidad es superior
con diabetes tras ajustar por edad, presion sistolica, niveles de lipidos y habito tabaquico;
sobre todo en las mujeres (8). El riesgo cardiovascular del diabético es triple que el del no
diabético y aumenta significativamente las complicaciones y la mortalidad, generando un
elevado nimero de ingresos hospitalarios e incrementos de costes sociales y sanitarios. El
padecer diabetes parece ejercer un efecto independiente y multiplicador sobre la incidencia
de cardiopatia isquémica. Esto ha llevado a la American Heart Association a considerar
la diabetes como una enfermedad cardiovascular; asi mismo, en las recomendaciones del
NCEP-ATP IIT se considera la diabetes como un riesgo equivalente de enfermedad coronaria.
Esta aseveracion sin embargo, después de los anos sigue siendo controvertida, posiblemente
por el efecto que la edad, sexo, duracion de la diabetes o enfoque de tratamiento ejerce sobre
la morbilidad cardiovascular en el paciente con DM2.

Esta importante afectacion cardiovascular se debe a la frecuente coexistencia de los
factores principales de riesgo cardiovascular con otros propios de la diabetes. En la diabetes
existen factores de riesgo propios como, la hiperglucemia, el hiperinsulinismo y la dislipemia
diabética. Todos ellos promueven disfuncion endotelial, un estado de inflamacién crénica y

el incremento del sustrato protrombético que finalmente desarrolla arteriosclerosis (7).

2.1 Vasculopatia periférica.

La vasculopatia periférica (VP), expresion local de una arteriosclerosis sistémica, es
un factor independiente del incremento de mortalidad cardiovascular (9).

En la DM2 la vasculopatia periférica es mas temprana, mas distal, mas frecuente

y grave. Ademas, esta complicacion es la principal causa de amputacion en el paciente con
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DM2. La hiperglucemia es el factor cuantitativo que mas se asocia con la VP, ya que por cada
aumento del 1% de hemoglobina glucosilada se produce un incremento del 25% en el riesgo
de VP. Estos hallazgos resaltan la importancia de establecer un diagnéstico precoz, tanto para
limitar el avance de la enfermedad como para reducir el riesgo de mortalidad cardiovascular
por cualquier otra causa.

Su forma asintomatica confiere similar riesgo cardiovascular. La mayoria de los
pacientes con VP son asintomaticos, sobre todo si son diabéticos; lo que dificulta la deteccion,
mas aun, en caso de ausencia de otras manifestaciones de enfermedad cardiovascular.

La medida mas usada para su detecciéon en la clinica diaria es el indice tobillo-
brazo (ITB). Este indice se mide mediante doppler y se considera la mejor prueba inicial
individual para detectar la VP. Este cociente es facil, barato, preciso y reproducible; presenta
una especificidad que roza el 95% para un valor <0,90. Se correlaciona bien con la gravedad
de la obstruccién y pronostica su evolucion. Sin embargo, el I'TB no se relaciona tanto con la
alteracion funcional.

Se observa una relacion inversa entre el I'TB y el riesgo de morbilidad y mortalidad
a los cinco afos, de tal forma que existe un 10% de incremento en el riesgo relativo por
cada descenso del 0,1 del valor del I'TB. La utilidad de esta técnica queda limitada, en la
DM?2, porque son frecuentes las calcificaciones arteriales que provocan resistencia a la
compresibilidad y falsean los resultados.

Para facilitar la deteccion de VP las directrices de la ADA, entre otras guias,
recomiendan su realizacion para prevenir complicaciones. Por tanto, podemos considerar al
I'TB patoldgico como una manifestacion de la VP asi como de arteriosclerosis generalizada,

acelerada y sistémica en el diabético (7).

2.2 Hiperglucemia y resistencia a la insulina.

Afirmando como premisa que los principales factores de riesgo cardiovasculares en el
diabético coinciden con la poblacién no diabética; laDM2 es un factor de riesgo independiente
y multiplicador. Se conoce que la incidencia de complicaciones cardiovasculares, segin
meta-analisis de estudios prospectivos de cohorte, se incrementa en un 16% por cada 1% de
incremento de HbAlc (10).

Existen dos factores que no se encuentran en la poblacion no diabética: el
hiperinsulinismo y la hiperglucemia. Ambos se identifican como factores predictivos de
riesgo cardiovascular en DM2. Los dos pueden provocar alteraciones vasculares nocivas con
efecto memoria, es decir persisten a pesar de restaurarse la normoglucemia tras un periodo
prolongado de hiperglucemia (11).

La hiperglucemia prolongada es causante por un lado de glucosilacién de las
proteinas y por otro de un aumento del estrés oxidativo que facilita la aterogénesis. Los

productos finales de la glucosilacion conocidos como AGE son estables y se unen a proteinas
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presentes en las células endoteliales, células musculares lisas y macrofagos, mediante
receptores RAGE. La unién con estos receptores desencadena una serie de reacciones que
interfieren en la configuraciéon molecular, actividad enzimatica y las vias catabodlicas de las
proteinas, ademas de inducir mas estrés oxidativo y disfuncion endotelial. Se observa que la
hiperglucemia cronica es causante de un importante aumento de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Este estrés oxidativo en las proteinas es proporcional a la concentracion de glucosa
en plasma, lo que hace que en los diabéticos mal controlados la oxidacién de lipoproteinas
sea un fenémeno frecuente con repercusion en las arterias, como veremos mas adelante. Las
consecuencias son el aumento de la permeabilidad vascular y angiogénesis, mayor actividad
procoagulante, alteracion del flujo por vasoconstriccion, expresion de genes proinflamatorios
y de moléculas de adhesion que contribuyen al desarrollo de las complicaciones vasculares
de la diabetes (12).

Los efectos de la insulina sobre la aterogénesis se atribuyen a sus variadas acciones
fisiologicas, consecuencia de la resistencia hormonal vy el hiperinsulinismo compensador
resultante. Es posible un elemento de confusion por la asociacion de la resistencia insulinica
con los factores clasicos que acompanan al sindrome metabdlico; recordemos que
aproximadamente el 80% de la DM2 retine criterios de sindrome metabolico. La resistencia
a la insulina en la DM2 a través de distintos mecanismos, como el TNF-a, LDL oxidada,
lipidos ricos en triglicéridos, la misma hiperglucemia, aumento de AGE entre otros, estimulan
el factor nuclear de activacion de la trascripcion kappa B (NF-kB) en células endoteliales,
mononucleares y células del musculo liso, responsable de la transcripcion de genes regulados.
Finalmente, esto confluye en una disfuncion de la producciéon de 6xido nitrico y aumento de
endotelina; que conlleva una inflamacién crénica con aumento de citocinas, PCR y actividad

favorecedora de la coagulacion (13).

2.3 Factor de riesgo lipidico: dislipemia diabética.

La dislipemia ha demostrado ser en laDM2 uno de los principales factores prondsticos
de enfermedad cardiovascular. En el UKPDS es el principal factor pronostico cardiovascular
y en el estudio STENO-2 se demuestra la importancia del control de la dislipemia sobre los
otros parametros estudiados. Iinalmente, es conocido que para cada valor de colesterol en
sangre la tasa de mortalidad de los pacientes con DM2 estd entre tres y cinco veces superior
(14).

EnlaDMZ2 se observa un tipo particular de dislipemia, de dos a tres veces mas frecuente
que en la poblaciéon general, que puede preceder afios a la aparicion de hiperglucemia. Se
caracteriza por aumento de triglicéridos y particulas LDL pequenas y densas; disminucion
de HDL, elevaciéon de apolipoproteina B y lipemia postprandial prolongada (15). Las
alteraciones en las particulas LDL y HDL junto al cociente CT/HDL son los factores con

mas peso predictivo de episodios cardiovasculares.



2. Justificacion

La alteracion mas frecuente en DM2 es la elevacion plasmatica de las particulas
VLDL, que se expresan por hipertrigliceridemia plasmatica, y que se debe a un aumento de
la sintesis hepatica junto a una disminucion de su catabolismo. Esta alteracion no es exclusiva
de la DM2, pero si es constante su asociaciéon con insulinoresistencia o hiperinsulinismo.
En esta situaciéon la concentracién de acidos grasos libres se eleva y promueve la sintesis
hepatica de triglicéridos. Simultaneamente, por la insulinoresistencia se produce un aumento
de la expresion hepatica de apoproteina B, que junto a la situaciéon anterior desarrolla
sobreproduccion hepatica de particulas VLDL enriquecidas en triglicéridos. A esto hay que
anadir la disminucién del catabolismo via lipoproteina lipasa. En la DM2 como situacién
de resistencia a la insulina se produce en el higado un aumento de la MPT (proteina de
transferencia microsémica) que junto con lo referido explica la sobreproduccion de VLDL.
Estasparticulas VLDL an6malas y en mayor nimero, como hemos visto tienen un catabolismo
anormal, aumentando el tiempo de la dislipemia postprandial y su actividad aterégena.

Las particulas LDL presentan una composicion anormal con incremento de la
concentracién de triglicéridos y de la proporcién colesterol/apoB. Estas particulas, conocidas
como patrén o fenotipo B, presentan mayor capacidad aterégena. En la DM2 quizas son
mas importantes las caracteristicas cualitativas de las LDL que su concentracion plasmatica,
que se eleva escasamente a causa de la propia DM2. Esta modificacion del cociente proteina/
lipido con reduccion del tamano conlleva: disminucién del catabolismo mediante su receptor,
facilita atravesar el endotelio y es sustrato facil para su oxidaciéon y fagocitacion por los
macrofago.

La insulinorresistencia se acompana de disminuciéon de la sintesis de ApoA-1 y
aceleracion del catabolismo de las particulas HDL, por mayor actividad de la lipasa hepatica
y de la proteina trasportadora de ésteres de colesterol (CEPT), lo que se traduce en descenso
de la concentracion plasmatica de HDL y de su capacidad antiaterogénica (16).

Las alteraciones cualitativas y cuantitativas de las lipoproteinas ricas en triglicéridos
(LRT) juegan un papel importante en el desarrollo de enfermedad coronaria. Los niveles
de LRT han sido confirmados como un factor de riesgo cardiovascular en los sujetos con
diabetes: en primer lugar mediante meta-analisis en donde los niveles de triglicéridos son
factores de riesgo de cardiopatia isquémica en varones; en segundo lugar al observar que estas
particulas pueden penetrar en la pared arterial e iniciar o agravar el proceso aterogénico,
también es conocida la relacion positiva de los triglicéridos con factores como el PAI-1 o el
factor VIIa de la coagulaciéon y finalmente la constatacion de la relacion metabdlica entre
LRT, niveles bajos de particulas HDL y LDL anormalmente pequefias y densas.

No sorprende que el aumento de apoB, indice indirecto del incremento del conjunto
de lipoproteinas aterogénicas, haya demostrado tener alto valor predictivo de enfermedad
cardiovascular, incluso en diabéticos con colesterol normal.

Ademas en situacion de hiperglucemia, al permanecer mas tiempo en circulacion las
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particulas LDL, tienen mas posibilidades de sufrir procesos de glucosilacion no enzimatica
y formacion de AGE. Esta situacion induce, como hemos visto antes: estrés oxidativo,
disfuncién endotelial e inflamacién cronica. En definitiva inestabilidad de la placa de ateroma
y trombosis.

Por otro lado, en la diabetes es frecuente que coexistan otras alteraciones del
metabolismo lipidico tanto de origen primario o bien secundario como por ejemplo la

nefropatia que empeora las anomalias lipidicas, eleva los niveles de Lp(a) en plasma o ambas.

2.4 Hipertension arterial e hipercoagulabilidad.

La prevalencia de la hipertension enla DM2 es superior ala observada en la poblacion
general después de ajustarla a la presencia de nefropatia. Subrayar que la hipertension es
frecuente en diabéticos con microalbuminuria y puede estar presente en individuos con
distinto grado de intolerancia a la glucosa.

La causa de la hipertension arterial en la diabetes no esta bien establecida y puede
ser multiple. Deben de existir mecanismos comunes que lleven a su aparicién conjunta o
secuencial. Como hipotesis se postula que, en ausencia de disfuncion renal, la resistencia a la
insulina y la hiperinsulinemia son factores comunes de ambas condiciones (17); y posiblemente
por predisposicion genética multifactorial/poligénica. Otras posibilidades son la presencia de
alteraciones en el sistema renina-angiotensina-aldosterona y en ocasiones la arteriosclerosis
acelerada con estenosis de la arteria renal.

Se trata de un factor principal de riesgo cardiovascular independiente. El impacto
de la coexistencia de DM2 e hipertension es importante, triplicando el riesgo de mortalidad
por accidente cardiovascular en comparacion con individuos no diabéticos (14). En el estudio
UKPDS 38, el control estricto de la hipertension reduce sustancialmente la mortalidad: por
cada 10 mmHg de descenso de la presion arterial sistolica se asocia una reducciéon del 12%
para cualquier complicacion de la diabetes, 15% de reduccion de mortalidad y 11% para
infarto agudo de miocardio.

Aparte de los clasicos y conocidos factores hemodinamicos desfavorables existen
en la DM2 situaciones particulares. La disminucion de la elasticidad vascular, acelerada en
DM2, por alteracion de la matriz extracelular provoca incremento de la velocidad de la onda
del pulso anterégrada y retrégrada produciendo aumento de la presiéon de pulso con efectos
deletéreos sobre el endotelio y perfusion reducida coronaria. Se ha observado, ademas, en
pacientes con resistencia a la insulina una vasodilatacion alterada dependiente del NO ya en
fases muy precoces. A consecuencia de ello se favorece la proliferacion de células del muasculo
liso, peroxidacion lipidica, aumento de la agregacion de las plaquetas, expresion de moléculas
de adhesion y estrés oxidativo.

El diabético, como hemos comentado, muere en la mayoria de los casos por

trombosis. Sabemos que cuando se produce la rotura de la placa de ateroma arterial; en el
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proceso trombotico se observan dos componentes esenciales, las plaquetas y la generacion de
fibrina. El desarrollo del trombo depende de factores procoagulantes y antitrombéticos y del
equilibrio entre activadores e inhibidores del plasminogeno.

La diabetes se considera un estado pro-coagulante por aumento de la expresion del
factor tisular, de la actividad del PAI-1 regulada en parte por la insulina y el estado inflamatorio
crénico. Es conocido que la disfuncién endotelial merma las propiedades anticoagulantes
del endotelio; se describen importantes alteraciones de la funcién de las plaquetas como
la sintesis de tromboxano (TxA2), la propia dislipemia diabética que colabora en el estado
procoagulante, sin olvidar las frecuentes elevaciones de la Lp(a) que posee similitud con el
plasmindgeno.

No es de extrafiar en la DM2, una hipercoagulabilidad latente que se relaciona con
fenémenos de aterotrombosis, responsable final de las complicaciones isquémicas coronarias

y cerebrales.

2.5 Lipoproteina (a).

La lipoproteina (a), que conocemos desde hace medio siglo, parece tener propiedades
aterogénicas y tromboticas. Su funcién es desconocida, se comporta como un reactante de
fase aguda y antioxidante. Se ha descrito que puede tratarse de una molécula que contribuye
en la reparacién de la agresion a tejidos o comportarse como una vitamina antioxidante
alternativa a la vitamina C.

Esta formada por la unién de la apoproteina (a) y apoproteina B de una lipoproteina
LDL por un puente disulfuro. La apo(a) muestra cinco dominios ricos en cisteina conocidos
como kringles, el cuarto presenta alta homologia con el plasminégeno, por lo que interfiere
en la fibrindlisis y favorece la trombosis.

Para su cuantificaciéon conocemos diversos métodos que no carecen de problemas,
derivados de la gran variabilidad interindividual en el tamafio del complejo macromolecular
y su homologia con el plasminégeno.

Posiblemente sea el factor de riesgo hereditario mas prevalente; su concentracion
esta determinada genéticamente pero influenciada por la dieta (acidos grasos insaturados,
especialmente los trans) y factores hormonales (estrogenos, hipotiroidismo...). No esta claro st
la resistencia a la insulina o DM2 influyen en su concentracion.

La Lp(a) se asocia a episodios vasculares principalmente en estudios transversales
(18). Pero esta asociacion esta en discusion, de hecho, se sefiala que su valor aumentado no
supone incremento importante de riesgo st se alcanza control estricto de LDL.

Podemos concluir que no existen estudios que confirmen el beneficio de reducir su
concentracion; en gran medida por falta de tratamientos efectivos, variaciones inter-étnicas y
dificultades metodolégicas; por tanto, la utilidad en la practica clinica de medirla se reduce a

pacientes con enfermedad cardiovascular no explicable por otros factores.
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2.6 Homocisteina.

Las concentraciones elevadas de homocisteina se asocian con un aumento de
complicaciones tromboembodlicas arteriales, entre ellas la VP. Esta asociacién es gradual y
continua.

La elevacion de su concentraciéon se debe basicamente a déficit nutricional,
tabaquismo, enfermedades cronicas y defectos genéticos en enzimas o cofactores. La influencia
del polimorfismo mas frecuente (la mutacion Ala>Val en el gen de la metilentetrahidrofolato
reductasa) constituye un ejemplo de la interacciéon genética con el ambiente, ya que no es
significativa en sujetos con folato o vitamina B12 por encima del percentil 50.

La homocisteina, puede desempenar un papel en el desarrollo de lesiones periféricas
asociadas a enfermedad cardiovascular. Los estudios sugieren que induce componentes
inflamatorios asi como contribuye al desarrollo de las placas arterioscleréticas, promueve la
formacion de trombos, potencia los efectos aterogénicos de la Lp(a), facilita la agregacion de
las plaquetas y provoca toxicidad directa e indirecta sobre la célula endotelial debido a estrés
oxidativo por formacion de radicales libres.

Los resultados de estudios de caso-control y de cohorte dejan entrever que la elevacion
leve de la homocisteina plasmatica es factor de riesgo moderado, pero independiente para las
complicaciones vasculares en la poblacién sana y un factor pronéstico de mortalidad entre
la poblacion afecta de complicaciones macrovasculares (19). El aporte suplementario con
finalidad de normalizar los niveles no disminuye el riesgo cardiovascular (20).

La elevacion de la homocisteina, frecuente en personas con nefropatia, aumenta de
manera proporcional al grado de disfuncién renal y puede contribuir de manera importante
al exceso de morbilidad y mortalidad observado en las personas con insuficiencia renal.

Dada la incertidumbre de los datos, las directrices del ACC/AHA y TASC-II
no aconsejan determinar su concentraciéon a menos que el paciente padezca nefropatia o

presente enfermedad arterial periférica sin factores de riesgo discernibles.

2.7 Estrés Oxidativo. Inflamacion.

Durante los tltimos anos hemos ido conociendo que la resistencia a la insulina y
la DM2 estan relacionadas con la activacion del sistema inmunolégico y la inflamacion.
La hiperglucemia junto a las alteraciones en las lipoproteinas participa en la inflamacion
al provocar productos finales de la glucosilacion (AGE), estrés oxidativo intracelular (21) y
estimular la secrecion de reactantes de fase aguda por el tejido graso (11). Por sus caracteristicas
de bajo grado se define como metainflamacion, inflamacion metabdlica, para diferenciarla
de la inflamacién aguda. Junto a la inflacién se ha mostrado mayor neoformacion de la

adventicia.
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El sistema inmunoldgico reconoce, mediante receptores, componentes de agentes
nocivos: los PAMP (pathogen associated molecular proteins). Estos receptores PRR
(pathogen recognition receptors) identifican diversos PAMP como lipidos, lipopolisacaridos,
lipoproteinas, proteinasy acidos nucleicos. Este reconocimiento activalarespuestainflamatoria
en un intento de eliminar el agente nocivo. En la respuesta participan los adipocitos y los
macrofagos, genéticamente relacionados, ya que los preadipocitos pueden diferenciarse en
macrofagos.

La enfermedad vascular seria un proceso inflamatorio de reaccién a tres cuerpos
extranos: la célula endotelial con su contenido que pasa al medio, una hemorragia intraarterial
y el colesterol en sus diversas formas de trasporte. La primera fase se centra en el dano
endotelial debido a factores de riesgo cardiovasculares clasicos. Una vez que el endotelio
esta danado entra en escena el colesterol LDL y el organismo intenta defenderse, pero los
factores lesivos son mas potentes e impiden la correcta regeneracion. Todavia se desconocen
totalmente los factores que dan lugar al proceso lesivo arterial; existen varias teorias como
por ejemplo el estrés oxidativo. El proceso inflamatorio acaba claudicando entrando en una
fase de apoptosis celular.

Moléculas que intervienen en la inflamacion como el sistema NF-kB, las interleucinas
(IL-1, IL-6), el TNF-a y la PCR estan relacionadas en estudios epidemiologicos, clinicos y
experimentales con la macroangiopatia en la DM2.

El factor de transcripcién NF-kB es un factor clave como regulador del balance
de genes pro y antiinflamatorios, asi como regulador de la proliferacién celular. Induce
la expresion de citocinas (IL-1, IL-2, IL.-4, IL-6 entre otras), quimiocinas (MCP-1, I1-8),
moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAM-1...) y proteinas de fase aguda (TNF-a, PCR) que
intervienen en el inicio y desarrollo de la arteriosclerosis (22). Ademés, NF-kf, parece mediar
en las primeras fases de respuesta al estrés oxidativo y la apoptosis.

En el organismo existe un equilibrio entre la produccion y degradacion de radicales
libres. El moderado exceso de su produccién frente a la de su degradacion produce estrés
oxidativo que origina danos celulares (dafios en lipidos de membranas celulares, el ADN vy las
proteinas) asi como, reacciones de oxidacion de lipoproteinas, eliminacion del NO circulante,
etc. Enla DM2 se asocia un incremento en la produccion de radicales libres, al tiempo que se
produce un agotamiento del sistema de defensa antioxidante de origen multiple.

El estrés oxidativo y numerosos productos a los que da lugar, especialmente las ROS,
se consideran mecanismos subyacentes de la inflamacién, disfunciéon endotelial, dislipemia
diabética y resistencia a la insulina; en consecuencia participa en el inicio, desarrollo y
complicaciones cronicas de la DM2 (23).

Los principales agentes oxidantes implicados en la DM2 son los denominados ROS
que se comportan como radicales libres y se relacionan con el control de la funcién endotelial.

Entre los ROS destacan moléculas como el aniéon superoxido (027), el grupo hidroxilo (OH),
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6xido nitrico (NO) y radicales lipidicos. Tres sistemas enzimaticos destacan como productores
de ROS en la pared vascular: XO (xantinoxidasa), NADH/NADPH oxidasa y NO sintasa (24).

Otros marcadores de estrés oxidativo son: los isoprostanos y el malonildialdehido
(MDA). E1 MDA es un cetoaldehido fisiologico producido por peroxidacion en el metabolismo
del araquidonato. El exceso de MDA, como resultado del dano tisular, puede combinarse con
las proteinas alterando sus propiedades biologicas. Estas proteinas resultantes, inmunogénicas,
generan autoanticuerpos que se asocian probablemente con la macroangiopatia (25). Los
isoprostanos, moléculas semejantes a las prostanglandinas, reaccionan con los acidos grasos
insaturados, especialmente el araquidénico de las membranas celulares mediante radicales
libres. Se han involucrado en la patogenia de la arteriosclerosis y son método fiable para
determinar el estrés oxidativo in vivo (26).

El estrés oxidativo y la oxidaciéon de diversas moléculas tienen como consecuencia
una respuesta mediada por factores y moléculas que conllevan activaciéon o represion de
numerosos genes, como podrian ser:

- Enzimas que intervienen en la producciéon de 6xido nitrico: eNOS, iNOS y nNOS.

- Sistemas implicados en el estrés oxidativo mediante produccion: NADH oxidasa y XO;
o eliminacién de radicales libres: catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD) y sistema
glutation (GSS, GSR y GPX).

- Sistemas que eliminan el resultado de la reaccion entre radicales libres y moléculas de gran
tamafio, previenen su oxidacion o las eliminan: glutation transferasas.

- Genes implicados en la transmision de sefiales del estrés oxidativo o que lo inducen:
angiotensina, endotelina y IGF-1 o 2 (insulin growth factor) y sus receptores.

- Genes implicados en el metabolismo energético que pueden inducir aumento o disminucion
de radicales libres.

- Factores de trascripcion que pueden activar o reprimir la expresiéon de genes de respuesta
al estrés oxidativo: NF-xf3, AP-1y 2, Nrf-1y 2, SPIBP, PPARS a, By v (polimorfismos de
estos genes se han relacionado con enfermedad cardiovascular y sensibilidad a la insulina) y
“CAAT-enhancer binding-protein” (C-EBP a, 8, v y €).

Son numerosos los estudios observacionales que muestran los beneficios de la ingesta
dietética de antioxidantes en la DM2, sin embargo la intervenciéon con antioxidantes ha
fracasado. En esta paradoja hay que tener en cuenta que los efectos de los antioxidantes
tendran reflejo cuando forman parte de un habito y los sintomas de la enfermedad todavia

no han aparecido.

2.8 Genética y epigenética de la diabetes tipo 2.

La contribucion de los factores genéticos al desarrollo de la resistencia a la insulina,
alteraciones en la secrecion de insulina y DM2 se conoce desde la década de los cincuenta.
Las evidencias que respaldan esta contribuciéon son el agrupamiento familiar, la mayor
concordancia en gemelos monocigotos y la elevada prevalencia en determinados grupos
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Descubrir las bases genético-moleculares de la DM2 es actualmente foco de atencion.
La buasqueda ha tenido éxito sobre todo en tipos especiales de diabetes que se trasmiten con
un patron mendeliano, formas monogénicas. Aunque estos sindromes son menos frecuentes
han permitido identificar genes candidatos y conocer mejor la etiologia de las formas mas
comunes de DM2.

Los estudios de genes candidatos y diferentes analisis completos del genoma, realizados
principalmente en familias o en grupos de casos-controles y en diferentes poblaciones, han
permitido identificar centenas de regiones cromosoémicas implicadas en la regulacion de
diferentes rutas metabolicas que potencialmente pueden estar asociadas con la obesidad, la
resistencia a la insulina y el sindrome metabolico. Por otro lado, numerosos estudios han tratado
de asociar cambios gendémicos con la presencia de complicaciones crénicas en la DM2 (27).
Algunos genes se han relacionado con la retinopatia (VEFG), con la nefropatia (ELMO!1 vy
otros) y con la cardiopatia isquémica (ADIPOQ) en la DM2 (28).

El proyecto internacional Hap-MAP proporciona un mapa nucleotido de una extensa
variedad de poblaciones y representa una herramienta para estudios GWAS (genome wide
association studies); pudiendo facilitar la identificacion de asociaciones genéticas en la diabetes
como enfermedad compleja. Con microarrays para polimorfismos de nucledtidos simples
(SNP) y mediante estudios de asociacién de fenotipos con analisis de variantes del genoma,
se han identificado algunas bases genéticas de la DM2. Es conocido que en la etiologia estan
implicadas tanto la resistencia a la insulina como una insuficiente secrecion, se han estudiado
a fondo los genes que se saben participan en la acciéon de la insulina o en su produccion. Asi
mismo, sabido el vinculo entre obesidad y la DM2 se han tenido en cuenta los genes implicados
en la regulacién del balance energético y en el tejido adiposo.

La epigenética o estudio de los cambios heredables en la expresion de genes en ausencia
de cambios en la secuencia del ADN, puede explicar las diferencias heredables pero reversibles.
Los factores epigenéticos incluyen metilaciéon de ADN, modificacion de histonas y microARN.

Se conoce que los cambios epigenéticos pueden ser inducidos por la edad. El proceso
de envejecimiento influye en la metilacion de ADN y en la expresion de genes. Estudios del
genoma han identificado variantes genéticas que podrian explicar susceptibilidad a DM2 y
alteraciones en las histonas de células endoteliales, musculares lisas y célula beta pancreatica
que tratan de explicar la adaptaciéon y memoria celular en la interaccion y retroalimentacion
del ambiente con nuestras bases genéticas (28-30).

El conocimiento genético y epigenético, si bien define los mecanismos implicados,
debe situarse en la investigacion. En el momento actual, en la DM2, la aportaciéon de genes
identificados apenas explica el 5% de la herencia. Los loci identificados por GWAS explican
una fraccion pequena de las predisposiciones a DM2 y no conocemos la funcionalidad de
muchos; pero ayudaran a explicar el desarrollo y gravedad de las complicaciones cronicas de la
DM?2 (30). No conocemos los fenémenos epigenéticos que regulando la expresion o represion

de genes puedan relacionarse con el desarrollo de complicaciones crénicas de la enfermedad.
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3. Sinopsis

El hecho de padecer DM2 e¢jerce un efecto independiente y multiplicador en la
incidencia de complicaciones vasculares, afladido a la presencia de factores de riesgo
clasicos. Pero no todos los diabéticos desarrollan con la misma gravedad la VP, expresion de
macroangiopatia precoz, extensa y grave de la DM2.

Por otro lado, el riesgo es ya elevado en los sujetos en fase de prediabetes, en donde
las complicaciones vasculares pueden preceder a la aparicion de la DM2. De hecho, la
prevalencia de cardiopatia isquémica en DM2 recién diagnosticada puede ser igual que en la
DM2 de anos de evolucion (7).

Estos datos hacen pensar en una causalidad multiple en donde la arteriosclerosis y
la diabetes comparten algunos genes y factores ambientales implicados en los mecanismos
aterogénicos.

En este incremento de riesgo, la biologia vascular pone de manifiesto la participacion
de otros factores aterogénicos, presumiblemente reversibles, como el estrés oxidativo y el
estado cronico inflamatorio.

En la arteriosclerosis de la DM2 se ha demostrado una actividad inflamatoria
cronica fibroproliferativa favorecida por el estrés oxidativo y fendémenos de glucosilacion
(AGE). Ademas, se produce disfunciéon endotelial primariamente por la propia hiperglucemia
cronica, oxidacion de la lipoproteina LDL, hiperinsulinemia y estrés oxidativo. El aumento
de mortalidad en DM2 se asocia con factores inflamatorios (riesgo relativo 1,43) y con
la disfuncion endotelial (riesgo relativo 1,23) de forma que ambas explican el 43% de la
mortalidad cardiovascular global. El mayor riesgo vascular, se relaciona por tanto, con el

grado de disfuncién endotelial y con la inflamacion de bajo grado.

Los principales sistemas conocidos de estrés oxidativo a nivel endotelial relacionados
con la arteriosclerosis son la xantinoxidasa (XO), NADPH oxidasa y oxido nitrico sintetasa
endotelial (eNOS) (23). Estos sistemas pro-oxidantes generan especies reactivas de oxigeno.
Para compensar este exceso oxidante nuestro organismo utiliza sistemas antioxidantes; los
principales son la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y el sistema glutation
(GSS, GSR, GPX) (24). El estrés oxidativo y numerosos productos a los que da lugar a nivel
endotelial originan una serie de dafios celulares: oxidacion de lipoproteinas, alteracion en el
6xido nitrico; que se han relacionado con el inicio y desarrollo de la arteriosclerosis (21, 31).
Estos enzimas pro y antioxidantes son codificados por genes, en los que han sido descritos
numerosos polimorfismos (21, 31). En este trabajo de investigacién nos centramos en estudiar
el papel que juega el sistema glutation en la VP.

Las complicaciones cronicas macrovasculares dependen, como sabemos, de la edad,
tiempo de evolucién de la enfermedad, del control metabdlico de la glucemia y lipidos. Es
basico conocer los factores, que junto a los clasicos, se asocian con la vasculopatia del diabético.
Probablemente como hemos descrito, son la combinacion de factores relacionados con la

hiperglucemia cronica, inflamacion vy el estrés oxidativo junto a otros factores biologicos. Su
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conocimiento facilita la prevencién y tratamiento, y evita las elevadas consecuencias socio-
sanitarias que supone la enfermedad macrovascular del DM2.

Esta necesidad de buscar nuevos factores: a) biol6gicos como el estrés oxidativo y b)
polimorfismos genéticos asociados con la VP del diabético son el principal objetivo de nuestro

trabajo de investigacion.
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4. Hipitesis

Con las premisas antes comentadas nos planteamos la siguiente hipotesis de trabajo:

En los pacientes diabéticos tipo 2 debe existir un incremento de marcadores
de estrés oxidativo (homocisteina y sistema glutation) relacionados con
la vasculopatia periférica. En este sentido, es probable que determinados
polimorfismos de genes que regulan estos marcadores se asocien con la

presencia de vasculopatia periférica.
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5. Objetivos

Objetivo primario:

Estudiar y analizar la asociaciéon de marcadores de estrés oxidativo y sistemas

antioxidantes con la vasculopatia diabética periférica.
Objetivos especificos:
1. Estudiar la relaciéon de marcadores de estrés oxidativo y sistemas antioxidantes
(homocisteina, malonildialdehido y sistema glutatiéon) con la presencia y grado de

vasculopatia periférica en sujetos con diabetes tipo 2.

2. Conocer y analizar como diferentes polimorfismos relacionados con el estrés

oxidativo se asocian con la presencia y grado de vasculopatia periférica.

3. Establecer marcadores biologicos de riesgo para vasculopatia periférica en el

paciente con diabetes tipo 2.
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6. Metodologia

6.1 Sujetos

Se incluyen 204 pacientes diabéticos tipo 2, que acuden a la Consulta de
Endocrinologia del Hospital Clinico de Valencia o de Medicina Interna del Centro de
Especialidades del Hospital de Ontinyent en el periodo comprendido entre enero de 2009
a mayo de 2010. El protocolo del estudio cuenta con la aprobaciéon del Comité de Etica del
Hospital Clinico Universitario de Valencia. La seleccion de la muestra es consecutiva.

Todos los pacientes reciben informacion suficiente sobre el estudio y solo participan

aquellos que otorgan su consentimiento.

Criterios de inclusion
. Diabetes tipo 2.
. Sujetos no amputados o con amputacion unilateral.

. Edad mayor o igual a 40 anos.

B 00 N —

. Hombre o mujer.

Criterios de exclusion
1. Diabetes tipo 1.
2. Amputacion bilateral.
3. Edad menor de 40 anos.
4. Enfermedades avanzadas que modifican cualquiera de los factores de estudio: EPOC,
insuficiencia cardiaca NYHA>II, cirrosis hepatica y enfermedad neoplasica.
5. Artropatia de Charcot.
6. Indice tobillo-brazo > 1,20.

6.2 Disefio

Estudio observacional transversal de caso/control. Se considera casos a los diabéticos
con vasculopatia periférica, definida por un indice de ITB menor de 0,9, como expresion
de macroangiopatia diabética que afecta a los distintos territorios arteriales. Se consideran

controles a los diabéticos con I'TB entre 0,9 y 1,20.

6.3 Método
Todos los datos son recopilados por un solo investigador. A cada uno de los pacientes se
le aplica el protocolo de investigacion que describimos a continuacion, haciendo uso de los

medios e infraestructuras del Hospital Clinico de Valencia.

6.3.1 Entrevista Clinica

Mediante entrevista se recogen los siguientes parametros: edad, sexo, habito
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tabaquico y, en su caso, anos de exfumador, consumo de alcohol, ejercicio fisico semanal,
tiempo de evolucion de la diabetes conocida por el paciente, grado de educacion diabetologica,
tratamiento para hipertension o dislipemia, complicaciones cardiovasculares tales como: infarto
agudo de miocardio definido como elevacion transitoria de las CK-MB o de las troponinas,
en un paciente que asocie al menos una de las siguientes condiciones: dolor precordial tipico,
signos electrocardiograficos como aparicion de onda Q) patologica o desnivel del segmento ST,
infarto isquémico cerebral definido como sintomatologia de focalidad neurolégica que no se

resuelve en 24 horas y tomografia computarizada craneal normal o con imagen hipodensa.

6.3.2 Exploracion clinica

El estudio antropométrico se realiza a todos los pacientes en condiciones iguales y por
el mismo investigador.

Talla y peso: Se obtienen utilizando balanza y estadiémetro estandarizados y bien
calibrados. El peso se determina con el paciente descalzo y vistiendo ropa ligera. La medicion
se realiza en kilogramos con una precision de £100g. La talla se mide con el sujeto descalzo, en
bipedestacion y con la cabeza situada en el plano de Frankfurt (plano horizontal nariz-trago),
expresada en centimetros con una precision +0,5cm.

Indice de masa corporal (IMC): Peso en kilogramos partido por la altura en
metros al cuadrado (Kg/m?).

Perimetro de la cintura: Para su mediciéon se usa cinta métrica flexible y
milimetrada; se fija un punto medio entre la tltima costilla y la parte superior de la cresta
iliaca, rodeando la cintura y estando el paciente en espiracion con el abdomen relajado, segiin
consenso de la SEEDO 2007.

Presion arterial: Se mide después de cinco minutos en reposo y el paciente sentado
en una silla con su espalda apoyada y brazos a nivel del corazén, sin haber fumado o ingerido
cafeina durante los 30 minutos previos. Se usa esfigmomanémetro de mercurio y brazalete para
ocupar el 80% de la longitud del brazo. Se anota el promedio de dos o0 mas mediciones tomadas
de forma separada, desestimando la primera y con un intervalo de dos minutos. Si las dos
primeras mediciones difieren por mas de 5 mmHg se obtiene mediciones adicionales, siguiendo
las condiciones de medicion del grupo de trabajo de la Sociedad Europea de Hipertension.

Retinopatia: los pacientes se remiten al servicio de oftalmologia del Hospital
Clinico para determinar la presencia de retinopatia y en caso afirmativo diferenciar si es o no
proliferativa.

Vasculopatia: La vasculopatia se valora por:

1. Presencia de claudicacion intermitente medida por el Cuestionario de Edimburgo modificado
para claudicacién intermitente vascular (sensibilidad y especificidad en poblacion de riesgo
moderado-alto es de 14-31% y de 93-96%).
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6. Metodologia

Cuestionario de Edimburgo modificado para Claudicacion Intermitente Vascular (CIV)

v Siente dolor o molestias en las piernas cuando camina? —» NO ——
st

v (El dolor comienza en ocasiones cuando esta sentado o » SI —
de pie sin moverse?

NO
v (El dolor aparece si camina deprisa o sube una —»> NO —
pendiente? |
si
v (El dolor desaparece en menos de 10 min cuando se —> NO ——
detiene? !
si
v Nota el dolor en las pantorrillas, los muslos o los —> NO ——
gltteos?
l
si

!

CVI Sin
CVI
!

Dolor en las pantorrillas ————  CVI definida

Dolor en los muslos o glaitcos ———  CVI atipica

2. Determinacién del indice tobillo-brazo (I'TB), mediante esfigmomanoémetro de mercurio y
doppler bi-directional Smartdrop ™ 20, tras 5-10 minutos de reposo y con una temperatura

ambiental agradable. Mediante el transductor se busca el punto en el que se oye mejor el latido
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6. Metodologia

arterial y se deshincha lentamente el manguito (2mmHg/seg); considerando la aparicion del
primer ruido como el valor de presion arterial sistolica a ese nivel. Se utiliza como numerador
la presion arterial mas alta en el miembro inferior y como denominador la presion arterial
mas elevada en el brazo. La medida se realiza en: las arterias tibial posterior y pedia de ambas

piernas; y asi mismo, en los dos brazos tomando en este caso solo el valor mayor obtenido.

El grado de neuropatia: se establece por criterios clinicos y exploratorios mediante

los indices NSS y NDS respectivamente.

Neuropathy Symtom Score (NSS): donde cada sintoma tiene una valoracion y la

puntuacién maxima es de 9 puntos como se muestra en el siguiente cuadro sinoptico.

Indice de Sintomas Neuropaticos (NSS).

Cansancio, calambre o dolor: 1 punto.

Quemazoén, adormecimiento u hormigueo: 2 puntos.

Si los sintomas anteriores en los pies: +2 puntos. Si solo en pantorrillas: +1 punto.
Si se agravan solo por la noche: +2 puntos. Si durante el dia y la noche: +1 punto.

Si mejoran con caminar (+2 puntos) con bipedestacion (+1 punto).

Grado de polineuropatia segun el indice: leve 3-4, moderada 5-6 y grave 7-9 puntos.

Neurologilcal Disability Score (NDS): La sensibilidad dolorosa se explora pinchando
con punta de acero roma para evitar lesiones. Para la sensibilidad vibratoria utilizamos un
diapasén de 64Hz — 128c¢ Ryder-Seiffer. La sensibilidad térmica se mide con la diferencia

entre frio y calor. Y los reflejos aquileos se valoran con un martillo de reflejos convencional.
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Indice de Signos Neuropaticos. (NDS).

Derecha Izquierda

Sensibilidad* Normal  Anormal Normal Anormal
Dolorosa (aguja) 0 1 0 1
Vibratoria (128 Hz) 0 1 0 1
Temperatura (frio metal) 0 1 0 1
Reflejos aquileos: Presentes Con maniobra — Ausentes Presentes  Con maniobra  Ausentes

de refuerzo de refuerzo

0 1 2 0 1 2

Grado de polineuropatia segun el “NDS”: 3-5 leve, 6-8 moderada, 8-10 grave.
*La sensibilidad se explora sobre el dorso de la primera articulacion.

6.3.3 Parametros bioquimicos

Las muestras de sangre se extraen con ayuno minimo de diez horas en la Unidad de
Pruebas Funcionales del Hospital Clinico Universitario. Se utilizan métodos estandarizados:
EN SANGRE
- Recuento y féormula leucocitaria, hemoglobina, hematocrito y plaquetas mediante
autoanalizador.
-Fibrinégeno por reaccion antigeno-anticuerpo.
-Glucosa utilizando el método enzimatico colorimétrico de la glucosa oxidasa.
-HbAlc mediante el método HPLC (Cromatografia Liquida de alta Eficacia).
-Creatinina por método fotocolorimétrico mediante reaccion acido picrico.
-Urea realizando prueba UV cinética AA.
-Filtrado glomerular estimado por formula de MDRD (Modification of Dietin Renal Disease).
-Colesterol total calculado mediante método enzimatico fotocolorimétrico de precipitacion
con acido fosfotingstico-cloruro de magnesio.
-Triglicéridos utilizando método fotocolorimétrico mediante la determinacién del glicerol
contenido en las moléculas de TG tras su hidrolisis mediante lipasas.
-Colesterol-HDL (cHDL) mediante precipitaciéon con polianiones con acido fosfotungstico-
cloruro de magnesio.
-Colesterol LDL (cLDL) se us6 la formula de Friedewald: Colesterol total - [(triglicéridos/5)
+ cHDL].
- Colesterol VLDL (cVLDL) realizando centrifugacion en gradiente 1006.
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- Apo A y B por inmunoturbidimetria.
- ApoB-VLDL y Lp(a) mediante nefelometria.
-Homocisteina, acido félicoy Vitamina B12utilizando ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay).
-Acido trico por método enzimatico fotocolorimétrico. Uricaza, reaccion de Trinder.
- Transferrina con inmunoturbidimetria.
-Albuimina con fotocolorimetria, reaccion verde bromocresol.
EN ORINA
Creatinuria y albuminuria por inmunoturbidimetria para el calculo de indice

albumina/creatinina y mediciéon de la microalbuminuria.

6.3.4 Estudio Genético: estrés oxidativo

Se realiza extraccion de ADN de linfo-monocitos por procedimiento estandarizado
y se procede al almacenaje en genoteca para estudio de polimorfismos de xantinoxidasa y
homocisteina.

La sangre se recoge en tubos heparinizados y se conserva en frio (4°C) para su
inmediato procesamiento que varia segun el analisis a realizar. La determinacion de la
actividad antioxidante total del plasma se lleva a cabo mediante Kits comerciales de la casa
Randox seguin protocolo.

Los valores GSSG y GSH (Disulfuro de glutation y Glutation) se determina mediante
cromatografia de alta presion (HPLC) y detecciéon UV, haciendo uso de patrones apropiados

y siguiendo la metodologia descrita previamente (32).

6.4 Métodos estadisticos

Se considera estadisticamente significativa una probabilidad menor al 5%. El
tamafio de la muestra se calcula teniendo en cuenta un error alpha inferior al 5% y un error
beta inferior al 20%, para un riesgo atribuible (odds ratio) > 2.

Para las variables continuas se calcula la media y la desviacion estandar (DE). Las
medias de las variables cuantitativas se han comparado entre grupos con la prueba t de
Student para los datos no apareados. Para la Lp(a) utilizamos también su logaritmo, puesto
que no sigue una distribucién normal. La comparaciéon de las variables cualitativas entre
grupos se realiza con el test de *.

Para estudiar las asociaciones se ha utilizado la prueba de regresion simple.
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7. Resultados

La poblacion inicial es de 204 individuos, de los cuales cuatro sujetos quedan excluidos
por no firmar el consentimiento informado; dos por diagnostico durante el estudio de otros
tipos especificos de diabetes y otros dos que aunque acuden a la consulta inicial no finalizan
el estudio por no presentarse a la analitica. Del total resultante, 196 sujetos, se excluyen
finalmente treintay uno de ellos por presentar ITB > 1,20. Finalmente, queda una poblacién

de 165 diabéticos, 81 mujeres y 84 hombres.

7.1 Marcadores biologicos de riesgo.

Las caracteristicas generales de la poblacion global quedan detalladas en la Tabla 1.
Destacamos un control metabdlico no satisfactorio con un tiempo de evolucion de la diabetes
conocido por el sujeto superior a diez afios; la tension arterial sistolica superior a la media de
los parametros estandares; la mayoria de ellos presentan criterio de obesidad (IMC de 30,34
kg/cm?) y un perimetro de la cintura medio de 103,69 cm. Asi mismo, la desviacion estandar
de los valores de creatinina y la albuminuria de 108,65 mg/24h representan criterios de
enfermedad renal crénica. Por dltimo, destacamos la hemoglobina glucosilada de 7,74%, el
cHDL de 46,45 mg/dl y cLDL 128,52 mg/dl.

Tabla 1. Caracteristicas generales del grupo.

n=165 Media *desviacion estandar
Edad (afios) 67,54 £ 10,60
Tiempo de evolucion (afios) 13,67 £ 9,63
Tension sistolica (mmHg) 158,86 + 21,41
Tension diastolica (mmHg) 84,26 £ 11,57
IMC (kg/cm?) 30,34 £ 5,66
Perimetro de la cintura (cm) 103,69 £ 11,84
ITB 1,01 + 0,29
Glucosa (mg/dl) 161,27 £ 54,27
Urea (mg/dl) 44,06 £ 24,15
Creatinina (mg/dl) 1,08 + 0,83
Acido urico (mg/dl) 5,25 * 3,36

Colesterol Total (mg/dl)

197,43 + 47,81

Triglicéridos (mg/dl) 145,65 £ 96,15
HDLc (mg/dI) 46,45 + 13,91
LDLc (mg/dl) 128,52 + 43,04
ApoA (mg/dl) 140,25 + 35,14
Log Lp(a) 1,25 £ 0,52
HbAlc (%) 7,74 £ 1,63
Homocisteina ( pmol/l) 12,26 + 4,8
Albuminuria 24h (mg/l) 108,65 + 212,5
Fibrinégeno (mg/dl) 4,25 £ 1,32
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La vasculopatia periférica definida por el I'TB, motivo de nuestro estudio, define los
grupos caso/control. Con tal motivo se considera un valor de ITB < 0,9 como parametro
definitorio de vasculopatia periférica y se descarta los pacientes con ITB > 1,20 por no
compresible debido a la posible calcificacion de la pared arterial.

Aplicando estos parametros resulta un grupo de 108 pacientes con vasculopatia periférica
(ITB<0,9) y otro de 57 pacientes sin vasculopatia periférica (I'TB 0,9-1,20).

En la Tabla 2 mostramos las medias del ITB de ambos miembros y el I'TB menor
seleccionado en cada caso. Como era de esperar estadisticamente significativas. Destacamos

en rojo los valores significativos tanto en esta tabla como en las sucesivas.

Tabla 2. Medias de ITB.

n=165 ITB <0,9 (n= 108) ITB 0,9 - 1,2 (n=57)
ITB MENOR 0,81 * 0,20 1,01 +0,18
ITB 0,85 + 0,19 1,13+ 0,18

ITB: p < 0,001

Una vez establecidos los dos grupos caso/control detallamos los resultados obtenidos de
los factores de riesgo estudiados.

La distribucién por géneros no muestra hallazgos significativos, como se observa en la
Grafica 1.

Grafica 1. Distribucion por géneros.

E Hombres (ITB ¥ Mujeres (ITB

<0,9) =58
<0,9) = 50
ki Hombres (ITB ¥ Mujeres (ITB 0,9
0,9-1,20) = 26 -1,20) =31

No significativo

En la Tabla 3, que muestra parametros habituales relacionados con la enfermedad
cardiovascular, observamos la similitud entre las dos poblaciones probablemente debido a
que se trata de pacientes seguidos en la misma unidad de referencia. Solo la edad muestra una
discreta significacion esperable, dada la evolucién crénica de la enfermedad arteriosclerdtica

en el diabético.
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Tabla 3. Parametros clinicos.

n=165 ITB <0,9 (n= 108) ITB 0,9 - 1,2 (n=57)
Edad (afios) 68,96 * 10,03 64,53 * 11,39
Tiempo (afios) 12,44 + 9,18 13,46 + 8,65
Tension sistolica (mmHg) 160,42 + 20,48 155,89 £ 20,80
Tension diastolica (mmHg) 84,72 £ 10,42 84,20 + 13,27
Perimetro de la cintura (cm) 103,31 £ 11,60 104,11 £ 12,38
Urea (mg/dl) 44,10 £ 18,81 44,79 + 35,28
Creatinina (mg/dl) 1,03 £ 0,41 1,25 £ 1,41
Acido Urico (mg/dl) 511+ 1,74 5,60 + 5,68
IMC (kg/cm?) 30,14 £ 5,78 30,95 + 6,02
Edad: p < 0,01

El habito tabaquico no es un factor diferenciador entre las dos poblaciones como se

muestra en la Grafica 2. Se considera fumadore a aquellos pacientes que comunican su

habito independientemente del tiempo o cantidad y no-fumador a aquellos no fumadores con

al menos un mes de antigiiedad.

Grafica 2. Distribucion por habito tabaquico.

& Fumador (ITB E No-fumador (ITB

<0,9) =21 <0,9) = 87
ki Fumador (ITB W No-fumador (ITB
0,0-1,2) = 14 o-fumador (

0,9-1,29) =43

No significativo

En la Tabla 4 mostramos la prevalencia de hipertension. Destaca un 57% de pacientes

con hipertension, aunque sus valores no son significativos en la comparativa por I'TB.

Tabla 4. Prevalencia de HTA.

ITB <0,9 (n= 108) ITB 0,9 - 1,2 (n=57) n= 165
Sin HTA 44 (40,7%) 97 (47,4%) 71 (43%)
Con HTA 64 (59,3%) 30 (52,6%) 94 (57%)

No significativo
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En las Tablas 5, 6 y 7 se muestran los resultados obtenidos en relacion al metabolismo
lipidico, en ellas se refiere la diferencia significativa de la prevalencia y el tratamiento. En la
Tabla 5, el cociente de prediccion de enfermedad cardiovascular cLDL/cHDL, muestra
una diferencia estadisticamente significativa, siendo éste de riesgo medio en la poblacion
con vasculopatia periférica. En la Tabla 7 se observa que aproximadamente el 40% de la

poblacién con I'TB<0,9 presenta tratamiento para la dislipemia.

Tabla 5. Perfil lipidico.

n= 165 ITB<0,9 ITB 0,9 - 1,2
Colesterol (mg/dl) 199,30 + 47,45 193,93 + 38,76
Triglicéridos (mg/dl) 145,13 £ 88,86 140,64 £ 97,75
cHDL (mg/dl) 45,98 £ 15,85 47,93 £ 11,20
cLDL/cHDL 3,09 £ 1,25 2,59 £ 0,73
ApoA(mg/dl) 140,68 £ 35,42 143,74 + 32,24
cVLDL (mg(dl) 43,95 + 37,24 41,15 £ 31,49
cVLDL/Triglicéridos 0,50 £ 0,17 0,50 £ 0,16
TgVLDL (mg/dl) 133,83 £ 137,01 114,85 £ 85,38
ApoBVLDL (mg/dl) 23,15 = 33,35 18,06 = 16,70

cLDL/cHDL: p < 0,01

Tabla 6. Prevalencia de dislipemia.
ITB <0,9 (n= 107
63 (58,9%)

44 (41,1%)

ITB 0,9 - 1,2 (n= 56)
41 (73,2%)
15 (26,8%)

n= 163
104 (63,8%)
59 (36,2%)
Con dislipemia p=0,05

Sin dislipemia

Con dislipemia

Tabla 7. Tratamiento para la dislipemia.
ITB <0,9 (n= 108)
64 (59,3%)

44 (40,7%)

ITB 0,9 - 1,2 (n=56)
43 (76,8%)
13 (23,2%)

n= 164
107 (65,2%)
57 (34,8%)

Sin tratamiento

Con tratamiento

Con tratamiento: p<0,05

En el dltimo grupo de parametros bioquimicos obtenidos, que muestra la Tabla 8,
muestra como significativos el logaritmo de Lp(a), el fibrindgeno y la homocisteina, con mayor
relevancia estadistica de este ultimo parametro. Son semejantes la hemoglobina glucosilada,

el grado de albuminuria, el acido folico y la vitamina B12.
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Tabla 8. Parametros bioquimicos en diabéticos relacionados con VP.

n= 165 ITB < 0,9 ITB 0,9 - 1,2
HbAlc (%) 7,80 £ 1,66 7,59 £ 1,65
Log Lp(a) 1,32 % 0,50 1,14 £ 0,54
Homocisteina ( pmol/l) 13,08 * 4,90 10,87 * 4,10
Acido félico (ng/ml) 11,81 £5,43 11,31 £ 5,39

Vitamina B12 ( pg/ml)

597,14 + 412,72

461,62 + 224,66

Albuminuria 24h ( mg/l)

95,32 + 189,87

109,09 £ 204,12

Fibrinogeno ( mg/l)

4,43 1,55

3,98 £1,03

Homocisteina: p<0,01.

Log Lp(a) y Fibrin6geno: p<0,05

No sorprende la significativa diferencia en el nimero de episodios cardiovasculares, como

muestra la Grafica 3.

Grafica 3. Episodios cardiovasculares.

E No (ITB <0,9)

=85
W No (ITB 0,9 -
1,2) = 54

W Si (ITB <0,9)
=23

MSi(1ITB 0,9 -
1,2)=3

Episodios cardiovasculares: p<0,01

Se realiza un estudio de retinopatia por el servicio de oftalmologia. Por parte del

investigador se estudia la vasculopatia y la polineuropatia presentes en cada paciente mediante

el Cuestionario de Edimburgo modificado para Claudicaciéon Intermitente Vascular y la

presencia de signos y sintomas neuropaticos (NDS, NSS). En las tablas 9, 10 y 11 se pueden

ver los resultados, siendo solo significativos en el caso de la vasculopatia.

Segun los resultados del Cuestionario de Edimburgo se deduce una sensibilidad del 32%

y una especificidad del 84% siendo la especificidad ligeramente inferior a la media conocida

y la sensibilidad dentro de la media. Y para una prevalencia entre el 5-8% los valores de VPP
(Valor Predictivo Positivo) son del 80% y VPN (Valor Predictivo Negativo) del 40%.
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Tabla 9. Prevalencia de retinopatia.

ITB <0,9 (n=92) | ITB 0,9 - 1,2 (n=49) n= 141
Sin retinopatia 51 (55,4%) 31 (63,3%) 82 (58,2%)
Con retinopatia no proliferativa 41 (44,6%) 17 (34,7%,) 58 (41,1%)
Con retinopatia proliferativa 0 (0%) 1 (2%) 1 (7%)

Tabla 10. Prevalencia de vasculopatia.

No significativo

ITB <0,9 (n= 108)

ITB 0,9 - 1,2 (n=57)

n= 165

Sin vasculopatia

73 (67,6%)

48 (84,2%)

121 (73,3%)

Con vasculopatia

35 (32,4%)

9 (15,8%)

44 (26,7%)

Tabla 11. Prevalencia de polineuropatia.

Con vasculopatia: p<0,05

Neurological disability score | ITB <0,9 (n=108) | ITB 0,9 - 1,2 (n=57) n= 165
0-2 8 (7,4%) 3 (5,3%) 11 (6,7%)
3-5 29 (26,9%) 20 (35,1%) 49 (29,7%)
6-7 26 (24,1%) 16 (28,1%) 42 (25,5%)
8-10 45 (41,7%) 18 (31,6%) 63 (38,2%)

No significativo

No se atribuyen diferencias entre grupos segin el tratamiento con insulina o con

antidiabéticos orales. Tablas 12 y 13.

Tabla 12. Tratamiento con antidiabéticos orales.

ITB <0,9 (n= 108)

ITB 0,9 - 1,2 (n=57)

n= 165

Sin ADO

48 (44,4%)

97 (47,4%)

75 (45,5%)

Con ADO

60 (56,6%)

30 (52,6 %)

90 (54,5%)

Tabla 13. Tratamiento con insulina.

No significativo

ITB <0,9 (n= 108)

ITB 0,9 - 1,2 (n=57)

n= 165

Sin insulina

47 (43,5%)

26 (45,6%)

73 (44,2%)

Con insulina

61 (56,5%)

31 (54,4%)

92 (55,8%)
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7.2 Polimorfismos relacionados con estrés oxidativo.

7. Resultados

El recuento de polimorfismos genéticos relacionados con el estrés oxidativo: Xantinoxidasa
(x0-337A>G, x0-565+64T>C y x0-1936A>G) y Homocisteina (MTHFR 1298, MTHFR
677 y CBS 1080) queda detallado en las tablas 14 a 19. En estos recuentos no destaca

ningun hallazgo significativo.

Tablal4. Recuento polimorfismos genéticos. Xantinoxidasa x0-337A>G.

n=165 ITB< 0,9 ITB0,9-1,2 Total
x0-337A>G 26 13 39
A/A 19 13 32
AIG 43 17 60
G/G 20 14 34

No significativo

Tablal5. Recuento polimorfismos genéticos. Xantinoxidasa x0-565+64T>C

n=165 ITB < 0,9 ITB0,9-1,2 Total
%0-565+64T>C 12 9 21
C/C 34 17 51
CIT 46 20 66
T/T 16 11 27

No significativo

Tabla 16. Recuento polimorfismos genéticos. Xantinoxidasa x0-1936A>G

n=165 ITB < 0,9 ITB 0,9 - 1,2 Total
x0-1936A>G 9 9 18
C/C 57 36 91
C/IT 36 12 48
T/T 6 2 8

No significativo

Tabla 17. Recuento polimorfismos genéticos. Homocisteina MTHFR 1298

n=165 ITB < 0,9 ITB 0,9 - 1,2 Total
MTHFR 1298 13 9 22
A/A 48 26 74
A/C 36 18 54
C/C 11 4 15

No significativo
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Tabla 18. Recuento polimorfismos genéticos. Homocisteina MTHFR 677

n=165 ITB<0,9 ITB0,9-1,2 Total
MTHFR 677 16 9 25
C/C 40 21 61
T/C 33 19 52
T/T 19 8 27

No significativo

Tabla 19. Recuento polimorfismos genéticos. Homocisteina CBS 1080

n=165 ITB < 0,9 ITB 0,9 1,2 Total
CBS 1080 12 9 21
A/A 27 14 41
AIG 57 25 82
GIG 12 9 21

No significativo

7.3 Marcadores de estrés oxidativo y sistemas antioxidantes.

Para el estudio del estrés oxidativo y por motivos de costes se selecciona de forma aleatoria
70 pacientes diabéticos tipo 2 de la cohorte total, cuya descripcion muestra la Tabla 21.
Previamente en la tabla 20 hacemos referencia a los valores de referencia de nuestro
laboratorio. Cabe destacar el riesgo cardiovascular global del grupo, reflejo esperado de la

cohorte total.

Tabla 20. Valores de referencia

Valores normales de laboratorio
GSH (nmol/ml) 22,1 £ 3,48
GSSG (nmol/ml) 0,24 £ 0,11
MDA (nmol/ml) 0,19 £ 0,07
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Tabla 21. Caracteristicas descriptivas del subgrupo

7. Resultados

n=70 Media * desviacion estandar
GSH (nmol/ml) 19,67 + 4,39
GSSG (nmol/ml) 3,43 + 0,35
MDA (nmol/ml) 1,82 £ 0,19
Edad (afios) 63,9 + 11,14
Tiempo evolucién (afios) 11,84 £ 10,34
Tension sistolica (mmHg) 149,51 £ 19,36
Tensién diastélica (mmHg) 83,37 £ 12,63
IMC (kg/m?) 31,33 £ 5,39
Perimetro de la cintura (cm) 107,95 £11,46
ITB 0,87 £ 0,17
Glucosa (mg/dl) 162,49 £+ 49,91
Creatinina (mg/dl) 0,96 + 0,37

Colesterol Total (mg/dl)

190,04 + 41,36

Triglicéridos (mg/dl) 151,04 + 80,28
HDLc (mg/dl) 48,26 £ 11,56
HbAlc (%) 7,70 £ 1,58
Albumina (g/dl) 4,26 £ 0,31
Albuminuria 24h (mg/l) 82,50 £ 77,08

MDRD (mg/min/1,73 m?)

101,19 + 49,17

Con el fin de conocer la participacion del estrés oxidativo se separan dos grupos de

35 sujetos en funcion de su I'TB. Se considera nuevamente un valor de I'TB < 0,9 como

parametro definitorio de vasculopatia periférica. El descriptivo para t-Student de los datos

no apareados se refleja en la Tabla 22, solo el I'TB es estadisticamente significativo, que

seguimos destacando en rojo.
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Tabla 22. Tabla comparativa por ITB

n=70 ITB <0,9 (n= 35) ITB 0,9-1,2 (n=35)
GSH (nmol/ml) 19,50 £ 3,94 19,83 + 4,84
GSSG (nmol/ml) 3,38 £ 2,93 3,48 £ 0,40
MDA (nmol/ml) 1,80 £ 0,16 1,85 £ 0,21
Edad (afios) 64,66 £ 10,07 63,14 £ 12,22
Tiempo evolucion (afios) 11,99 +£ 11,25 11,69 £+ 9,50
Tension sistolica (mmHg) 153,71 £ 18,44 145,31 £ 19,62
Tension diastolica (mmHg) 82,71 £ 10,78 84,03 £ 14,37
IMC (kg/m?) 31,50 + 5,56 31,15 + 5,27
Perimetro de la cintura (cm) 108,13 £+ 10,01 107,77 £ 12,90
ITB 0,71 £ 0,09 1,02 = 0,03
Glucosa (mg/dl) 156,29 + 46,89 168,51 £ 52,65
Creatinina (mg/dl) 1,00 £ 0,43 0,93 £ 0,31
Colesterol Total (mg/dl) 190,32 + 40,48 189,77 £ 42,79
Triglicéridos (mg/dl) 140,62 £ 74,59 161,17 £ 85,29
HDLc (mg/dl) 48,06 £ 10,42 48,46 £ 12,73
HbAlc (%) 7,57 £ 1,51 7,81 £ 1,65
MDRD (mg/min/1,73 m?) 99,33 £ 54,79 103,00 £ 43,76
ITB: p<0,001

Las tablas 23 y 24 muestran las diferencias en los parametros cualitativos estudiados
entre los dos grupos ya definidos previamente. La diferencia estadisticamente significativa

solo se observa en la prevalencia de la cardiopatia isquémica (ver tabla 24).
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Tabla 23. Distribucion del género y factores de riesgo cardiovascular en los
sujetos estudiados. Parametros cualitativos I

[1TB0,9-1,20 mITB<0,9

Hombre 7 24
Mujer 11 13
Fumador ; 8
No fumador 27 %
Ejercicio 13 16
Ausencia de ejercicio 19 2
HTA 2425
Sin HTA 1011
Dislipemia % 27

Sin dislipemia 10

No significativo
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Tabla 24. Prevalencia de complicaciones micro- y macroangiopaticas en los
sujetos estudiados. Parametros cualitativos I1

ITB0,9-1,20 mITB<0,9

Cardiopatia isquémica 13
Sin Cardiopatia isquémica 33
ACV

Sin ACV
NDS (8 -10)
NDS (6 - 7)
NDS (3-5)
NDS (0-2)

30

Retinopatia
Sin retinopatia
Ulcera

Ausencia de Ulcera 34

31

Cardiopatia isquémica: p=0,001

Enlatablas 25 a 28 se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson entre oxidacion,
medida por GSH, GSSG, MDA vy las variables triglicéridos, homocisteina, colesterol total,

edad y tiempo de evolucién de la diabetes.

Tabla 25. Analisis de correlacion de GSH

Triglicéridos Homocisteina

GSH -0,251 (p=0,03) 0,271 (p=0,026)

Tabla 26. Analisis correlacion de GSSG

Triglicéridos MDA Colesterol Total

GSSG 0,222 (p=0,05) 1 (p<0,0001) 0,204 (p=0,08)
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Tabla 27. Analisis correlacion de MDA

Triglicéridos GSSG Colesterol Total

MDA 0,222 (p=0,05) 1 (p<0,0001) 0,204 (p=0,08)

Tabla 28. Analisis correlacion de homocisteina

Edad GSH Tiempo de evolucion

Homocisteina 0,401 (p=0,001) 0,271 (p=0,026) 0,233 (p=0,05)

De los resultados expuestos se deduce que no existen diferencias significativas en los
marcadores de estrés oxidativo estudiados entre los grupos segin tengan I'TB patologico o

normal. El estrés oxidativo se correlaciona con los valores de homocisteina vy triglicéridos.
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8. Discusion

Es conocidala condicion dela DM2 como multiplicador enla incidencia de complicaciones
cardiovasculares, afladido a la presencia de factores de riesgo clasicos; relacion ésta, presente
ya en la fase presintomatica (7). Estos datos insintian una causalidad multiple en donde
pueden estar implicados, entre otros; numerosos polimorfismos, el estrés oxidativo y un estado
cronico inflamatorio como se ha descrito con anterioridad. A su vez, no todos los diabéticos
desarrollan con la misma gravedad la macroangiopatia por lo que es importante conocer la
presencia de nuevos factores biolégicos, asi como polimorfismos genéticos relacionados con el

estrés oxidativo en el paciente con DM2 segtin la presencia de arteriosclerosis.

8.1 Poblacion General.

8.1.1 Poblacién y parametros generales.

El estudio se realiza en una poblacién de diabéticos que acude a la consulta de
un hospital de referencia y dos centros de especialidades; por lo que no es extrafio que la
poblacién total del estudio sea de riesgo cardiovascular alto. Este incremento del riesgo viene
reflejado en los parametros descriptivos generales (Tabla 1) donde se advierte una edad y
tiempo de evolucion elevada, hipertension leve pero cercana a los valores arbitrarios de grado
2 segtin las guias en vigor, obesidad abdominal que se refleja en los elevados perimetros de la
cintura; hiperglucemia en ayunas con elevacion por encima de lo aceptable de la hemoglobina
glucosilada, lo que puede hacer previsible una glucosa media estimada y postprandial de 175
mg/dl y 335 mg/dl respectivamente, afectacion tanto renal como de la célula endotelial tal
como refleja una microalbuminuria media de 108,65 mg/1y un perfil lipidico con parametros
e indices aterogénicos elevados segin estandares.

La poblacion detallada es un factor a tener en cuenta para interpretar los resultados

finales; dado que, el estudio limitado a sujetos diabéticos de riesgo elevado puede impedir
alcanzar poder discriminatorio. Por tanto, se sugiere como limitaciéon del presente estudio
el hecho de que el ambiente hospitalario y en concreto la poblacion de diabéticos incluidos
pueden condicionar un riesgo elevado cardiovascular de la muestra; que se refleja en la
prevalencia de complicaciones, los parametros comentados previamente, asi como la probable
enfermedad arteriosclerdtica vascular subyacente asintomatica. Estos datos han de tenerse en
cuenta a la hora de extrapolar los resultados a otras poblaciones de diabéticos. Por otro lado
hay que considerar algunos estudios que ponen de manifiesto la desigual implicacién de los
factores de riesgo cardiovascular en el desarrollo de arteriosclerosis en diferentes regiones

vasculares (33).

8.1.2 Enfermedad arterial periférica como marcador de arteriosclerosis
y mortalidad.
Existe una comprensible interrelacién entre todos los territorios vasculares, de tal

forma que la enfermedad arterial periférica seria un marcador local de la arteriosclerosis
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sisttmica y reconocido factor independiente de mortalidad cardiovascular (34). El
procedimiento mas usado para su detecciéon en la clinica diaria es el indice tobillo-brazo,
porque cuantifica su gravedad y pronostica su evolucién. Se ha utilizado en los estudios de
cohortes poblacionales realizados en Estados Unidos y Europa; en los cuales un I'TB < 0,9 se
ha asociado a una mayor incidencia de mortalidad, infarto de miocardio e ictus. El aumento
de estos riesgos relativos no depende de la presencia de factores de riesgo o de enfermedad
cardiovascular en el momento inicial, lo que sugiere que el ITB puede desempefiar un
pronostico de mayor riesgo cardiovascular subyacente (35).

La revisién de la bibliografia muestra que el diagnoéstico de enfermedad arterial
periférica asociado a la DM2 comporta una evoluciéon mas morbida (36), lo que identifica a
los sujetos con mayor riesgo. Por todo ello con fines de valoracion de riesgo cardiovascular
elevado, se establece el ITB < 0,9 (7) para identificar al llamado “paciente vulnerable”
dentro de la poblacion del estudio. Es posible, como limitacion, que algunos sujetos con una
calcificacion en la media e I'TB bajo no se hayan diagnosticado de riesgo elevado debido a
un falso aumento del I'TB.

La Tabla 2 muestra la correlacion positiva y significativa entre el indice I'TB y la
clinica de vasculopatia periférica evaluada con el cuestionario de Edimburgo (Tabla 10). Se
confirma la baja rentabilidad de este cuestionario, en gran medida explicada por la elevada
proporcion de pacientes con enfermedad arterial periférica asintomatica, como recientemente

ha publicado Ena et al (37) sobre la poblacion de Villajoyosa, semejante a la nuestra.

8.1.3 Parametros clinicos.

El habito de fumar (Grafica 2) es mayor en los pacientes con afectacién periférica
vascular, de acuerdo con la literatura. Otro aspecto a detallar es la prevalencia de la obesidad y
los datos recogidos del perimetro de la cintura (Tabla 3) reflejo de los desérdenes metabdlicos
de la poblacion global del estudio. Datos que acreditan la estrecha y compleja relacion con
la DM2 o con la enfermedad cardiovascular. Bajo este estrés metabdlico los adipocitos
desencadenan una respuesta inflamatoria que origina la secrecion de proteinas de fase aguda
y la produccion de estrés oxidativo (38).

La edad es significativa, pero no asi el tiempo de evolucion de la diabetes (Tabla 3).
Hay que sefnalar que solo se dispone de informacion basica resefiada por el propio paciente
y en consecuencia, es posible, que los resultados sean propensos a un error de estimacion de
los afios de evolucién de la DM2. No obstante la informacién concuerda con los datos de
la literatura en que la prevalencia de enfermedad arterial periférica aumenta con la edad:
alrededor del 5% en menores de 50 anos y superior al 20% en mayores de 65; asi como en
hombres.

La hipertension arterial es un factor acreditado de riesgo de enfermedad arterial

periférica y condicionante de mayor grado de mortalidad y morbilidad en portadores de esta
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enfermedad. De la misma manera, la limitaciéon de la informacion referida por el paciente
origina que los resultados (Tabla 4) se alejen del analisis de prevalencia de hipertension del
estudio Di@betes (39), a pesar de ser ésta una poblacion con edad media > 60 afos, obesa y
con incidencia de eventos cardiovasculares elevados, factores descritos como definitorios en
el citado estudio.

Durante la justificacion de la tesis la enfermedad vascular periférica es descrita como
una manifestacion habitual de macroangiopatia en la DM2 y con un pronéstico desfavorable
de episodios cardiacos y cerebrales (34). No sorprende, por tanto, que el I'TB contraste una
diferencia estadisticamente significativa en la incidencia de episodios cardiovasculares segun
muestra la Grafica 3, coincidiendo con los resultados del estudio MESA (40).

La aparicion y progresion de la retinopatia diabética depende de una serie de
factores biologicos, genéticos y ambientales, a los que se unen marcadores de riesgo de
reciente conocimiento (41). A pesar de conseguir un control estricto de los factores de
riesgo convencionales queda un riesgo residual de hasta un 50%, como queda demostrado
en el estudio STENO-2. Nuestros resultados de prevalencia (Tabla 9) concuerdan con los
datos en Espana. Hay un extenso convencimiento de la relacion entre retinopatia y tiempo
de evolucion de la DM2 siendo éste elevado en la poblacion del estudio. La retinopatia
se relaciona en los resultados positivamente con la macroangiopatia medida por I'TB,
posiblemente por la presencia de un mayor nivel de dislipemia significativo y un resultado no
significativo de lipoproteinas ricas en triglicéridos que se han asociado a la microangiopatia
(42) y especificamente a retinopatia en el estudio ETDRS. Dado que la retina se caracteriza

por ser extremadamente rica en membranas con lipidos poli-insaturados, se plantea que la

peroxidacion lipidica constituye un mecanismo patogénico mediante el cual el estrés oxidativo
dana esta estructura (43).

En referencia a la polineuropatia, el escaso nimero por grupo determinado segin
NDS impide resultados representativos para su valoraciéon (Tabla 11). Los resultados del
tratamiento para la DM2 (Tablas 12 y 13) muestran una mayor proporcion de pacientes

con tratamiento doble con insulina y antidiabéticos orales en el grupo de menor I'TB.

8.1.4 Perfil lipidico.

Aunque las anomalias del metabolismo de las lipoproteinas son un componente
destacado en la patogenia de las complicaciones vasculares de la DM2; solo el cociente
cLDL/cHDL es significativo, ver Tabla 5. El indice aterogénico cLDL/cHDL, de utilidad
diagnostica acreditada por su peso estadistico en la prediccion de episodios cardiovasculares,
es superior en ambos grupos a los objetivos de prevencion en pacientes de alto riesgo
cardiovascular. El resto de parametros del metabolismo de los lipidos muestra en su conjunto
unos resultados sin diferencias entre los dos grupos definidos; pero con mayor alteraciéon de

parametros en la poblacién con I'TB disminuido; como lo marca la diferencia estadistica en
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el diagnostico de dislipemia, ver Tabla 6.

Conviene poner de relieve que se desconoce el tamafio y composicion de las
particulas de LDL por no ser motivacion prioritaria del estudio, pero es presumible por el
perimetro de la cintura y el patron B. Un examen conjunto de los resultados muestra un valor
elevado de colesterol no HDL reflejando una posible presencia de particulas LDL pequenas y
densas (44). Por otro lado, se ha descrito que las particulas LDL pequenas y densas aumentan
con el mal control de la glucemia en la DM2, y disminuyen con el tratamiento intensivo
incluso con hemoglobina glucosilada mayor a la de la poblacion del estudio (45). Asimismo,
se ha referido una correlacion inversa entre los valores de cHDL, en rango normal en este
ensayo y la presencia de LDL con patréon B (45). Es sabido que el patrén o fenotipo B de
las particulas LDL muestra una mayor capacidad aterogénica; los estudios experimentales
revelan que el tamafio y composicion de éstas es determinante para su capacidad de
penetracion en la pared arterial, la condicion de ser captadas por los proteoglicanos y ser
sustrato de oxidacion. Por otra parte, no se debe soslayar las solidas pruebas acumuladas
durante los altimos afios, que indican que niveles menores de cLDL pueden ser demasiado
elevados si se presentan con otros factores de riesgo. Sin diferencias entre grupos, reflejo del
riesgo cardiovascular de la poblacion de estudio, destacan las alteraciones cualitativas de
las lipoproteinas ricas en triglicéridos que juegan un papel importante en el desarrollo de
enfermedades coronarias (46, 47).

La Tabla 7 muestra el tratamiento de la dislipemia siendo éste significativo y mayor
para aquellos con ITB < 0,9, aunque también refleja un insuficiente seguimiento en la
poblacion del estudio.

Los niveles de ¢cHDL vaticinan de forma inversa e independiente la enfermedad
vascular, incluso cuando se reduce el nivel de cLDL por debajo de 70 mg/dl y existen
evidencias recientes que muestran que el incremento de cHDL se relaciona con la regresion
de la placa de ateroma. Por todo ello se viene proponiendo que la elevacion del cHDL debe
ser considerada como estrategia terapéutica (48). Aunque no estan establecidos los objetivos
terapéuticos para el cHDL los resultados muestran unos niveles mayores de cHDL en la
poblacion con I'TB superior a 0,9 (Tabla 5). La diferencia de 2 mg/dl entre ambos grupos
constituye un incremento entre el 4y el 6% de riesgo en cardiopatia isquémica, independiente
de otros factores de riesgo en la poblaciéon con menor I'TB (49), que puede ser mayor en
mujeres. Recientemente los resultados del estudio REALIST muestran el umbral de cLDL de

125 mg/dl como referencia de un mayor o menor efecto protector del cHDL.

8.1.5 Homocisteina y polimorfismo genético.
Uno de los resultados a valorar por su significacion estadistica es la asociacion
de la homocisteina con la macroangiopatia diabética (Tabla 8). En los dltimos afios han

aparecido numerosos estudios que examinan éste y otros novedosos factores de riesgo en la
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poblacién con arteriosclerosis que, al igual que los tradicionales, cabe esperar sean también
mas prevalentes. Numerosos estudios observacionales y de caso-control han encontrado
una relacién entre hiperhomocisteinemia y la enfermedad cardiovascular en diabéticos
(50, 51) asi como en su prondstico o recurrencia (52). Hay debate en la posibilidad de que
la homocisteina sea un factor de riesgo mas potente para enfermedad arterial periférica
que para cardiopatia isquémica (53) y que la homocisteina pueda no estar involucrada
en las etapas tempranas de la aterogénesis sino que juegue un papel importante en su
progresion. Los estudios exponen relacion con pacientes de alto riesgo, lo cual podria ser
consistente con que la hiperhomocisteinemia se relacione, modulada por la diabetes y el
habito tabaquico, con las fases tardias del proceso de arteriosclerosis. La asociaciéon entre
la concentraciéon de homocisteina y la DM2 se ha examinado en una serie de publicaciones
donde ésta es una caracteristica de la insulinoresistencia (54) observandose correlacion
negativa entre las concentraciones de insulina y homocisteina, incluso dentro del intervalo
de referencia reconocido de la homocisteina y sin diferencias en el acido folico (55). Los
resultados son conformes con los observados en la literatura y muestran que la poblacion con
enfermedad arterial periférica presenta valores significativos mas elevados de homocisteina
y no significativos de hemoglobina glucosilada o tabaquismo. Subrayar la imposibilidad de
conocer la contribuciéon de factores reconocidos (51) como el sexo masculino y la insuficiencia
renal en la elevacion de este parametro.

Durante los altimos afos la presencia de las variantes polimorficas de los genes
comprometidos en el metabolismo de la metionina, como la cistationina sintetasa (CBS) y
la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), se han asociado con riesgo de enfermedad

vascular. Estas variantes han sido investigadas como factores de riesgo de la enfermedad

oclusiva vascular en numerosos estudios de caso-control. Aunque en la mayoria la asociacion
esta presente, no lo es en su totalidad con resultados finales no concluyentes (56-57). Se calcula
los polimorfismos con la intencién de validar esta asociacion y con el test de  *su asociacion
con enfermedad vascular medida por I'TB. Los resultados (Tablas 17 a 19) no han podido
registrar asociacion de las variantes polimorficas de la MTHFR 1298, MTHFR 677 y CBS

1080 en la poblacion estudiada aunque si una hiperhomocisteinemia moderada basal.

8.1.6 Parametros bioquimicos.

Cabe destacar por su significacion estadistica el Log Lp(a) (Tabla 8). La Lp(a) es
una conocida particula similar al LDL que tiene una alta afinidad por los proteoglicanos de
la intima. Sus valores estan establecidos sobre todo por el gen LPA, por lo que el riesgo es
vitalicio. Se distinguen diversos mecanismos que explicarian su poder aterogénico, pero no
la contribucién relativa de cada uno de ellos. Se ha descrito experimentalmente la relacion
con la arteriosclerosis de su componente lipoproteico de baja densidad, el componente apo

(a), la capacidad de potenciacion de la inflamacion y apoptosis debido a su contenido en

_59.



8. Discusion

fosfolipidos oxidados y su efecto protrombético al frenar la fibrinoélisis (58). No esta esclarecido
si la resistencia a la insulina o la diabetes misma influye sobre las concentraciones de Lp(a).
Aunque el Emerging Risk Factors Collaboration, un meta-analisis de 36 estudios prospectivos,
muestra una relacion débil, cada vez hay mas estudios que ponen de manifiesto que estas
particulas pueden ser un factor de riesgo causal e independiente a los niveles de cLDL de
futuras complicaciones relacionadas con la enfermedad arterial periférica y la enfermedad
coronaria (59-60).

El fibrinégeno es significativamente mayor en la poblacion con I'TB < 0,9 (Tabla
8). En los tltimos afilos numerosos estudios han examinado el fibrindgeno y otros marcadores
inflamatorios para la prevencion de enfermedad cardiovascular (61). Las asociaciones mas
robustas con el prondstico que se han observado son, coincidiendo con los resultados, el
fibrinégeno y la PCR, aunque esta ultima variable no lo es en nuestro estudio. Esta diferencia
en la significancia es posible que sea asi, debido al sustrato de inflamacién crénica subyacente
en la poblacién y que el fibrindgeno es ademas un marcador de coagulacion.

A pesar de que los datos epidemiolégicos favorecen la idea de que el fibrindgeno
elevado es factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares arterioscleroticas vy
mortalidad, no hay pruebas para pensar que sea un factor de riesgo modificable; por lo
cual identificaria una poblacion mas susceptible al efecto deletéreo de los factores de riesgo
mayores modificables. En este altimo sentido el fibrindgeno puede indicar en los diabéticos la
susceptibilidad o mayor riesgo de eventos futuros, que son a su vez los que mas se favorecerian

con los tratamientos intensivos de sus factores de riesgo modificables.

8.1.7 Polimorfismo genético: xantinoxidasa.

Cada vez hay mas experiencias que muestran el estrés oxidativo como marcador de
enfermedades cardiovasculares. Se le considera un mecanismo subyacente de la inflamacion
y de la disfuncién endotelial y por tanto juega un papel en la apariciéon y progresion de
las complicaciones de la DM2 (62). Uno de los principales sistemas conocidos de estrés
oxidativo relacionados con la arteriosclerosis es la xantinoxidasa, que para su compensacion
el organismo utiliza sistemas antioxidantes entre los que destacamos el sistema glutation
(GSS, GSR, GPX) (24). Su desequilibrio origina una serie de dafos celulares que derivan en
la arteriosclerosis (31). El acido trico es un marcador de la regulacion de la actividad de la
XO (63). Globalmente parece que la XO desempena un papel importante en la produccion
de radicales libres en la diabetes.

Durante los tltimos afios en numerosos estudios caso-control, la presencia de
las variantes polimorficas de los genes comprometidos en estos sistemas se ha asociado al
riesgo de enfermedades isquémicas cardiacas en DM2 (21, 31). La intencién de validar la
asociacion entre los polimorfismos y la enfermedad vascular medida por I'TB nos motiva a

su estudio, novedad con respecto a los estudios previos ya que en su mayoria estan centrados
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en la cardiopatia isquémica. Los resultados de las Tablas 14 a 16 presentan una falta de
asociacion de las variantes polimorficas x0-337, x0-565 y x0-1936 entre las dos poblaciones
divididas segin I'TB. Es posible que estos resultados sean debidos a que la poblacién presenta

un sustrato de estrés oxidativo latente.

8.2 Estrés oxidativo.

Se ha descrito en la justificacion de la tesis el desequilibrio entre la actividad pro
y antioxidante a favor de la primera; que conduce a modificaciones en la oxidacién de
macromoléculas junto a una disminucién de la eliminaciéon del exceso de ROS (64). Se ha
propuesto este aumento como una de las causas a destacar de disfuncion endotelial tanto en
estudios experimentales como en clinicos relacionados con la arteriosclerosis (26). También la
susceptibilidad a la oxidacion de los lipidos plasmaticos y especialmente las particulas de LDL,
proteinas, hidratos de carbono junto alos efectos genotoxicos por la oxidacion de nucledtidos
puede conducir al desarrollo de arteriosclerosis y complicaciones diabéticas (65) mediante
la acumulacién de agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, excitotoxicidad y
apoptosis. Esta inestabilidad redox, con incremento de ROS, AGE y peroxidacion lipidica,
puede ser una via comun que relacione diversos mecanismos que convergen y explican
las complicaciones macro y microangiopaticas que padecen los pacientes con DM2. Hoy
conocemos que el estrés oxidativo se inicia en periodos precoces del proceso diabético; que la
susceptibilidad de los diferentes tejidos a la exposicion de los radicales libres en diabetes, tanto
espontanea como experimental, es muy variada modificandose ademas con el desarrollo de
la misma (66).

Para la confirmaciéon del estrés oxidativo no hay métodos estandarizados. Por

lo general se verifica de manera indirecta, aunque existe un método directo utilizando
agentes secuestradores de espines y realizando las mediciones a través de la resonancia
espectroscopica. Como métodos indirectos se cuenta con una bateria de productos de la
oxidaciéon como marcadores biolégicos ampliamente empleados en la investigacion clinica
y epidemiologica (67). La peroxidacion lipidica es probablemente el proceso inducido por
radicales libres mas investigado. Los lipoperoxidos son compuestos inestables que tienden a
degradarse rapidamente en una variedad de productos, todos ellos medibles, que incluyen:
dienos conjugados, alcanos, productos aldehidicos (MDA o malonildialdehido) e isoprostanos.
El procedimiento utilizado, més comtn en la bibliografia, es la medicién del MDA acoplado
al acido tiobarbitarico, cuyo resultado es el aducto cromogénico llamado TBARS (sustancia
reactiva al acido barbittrico). Por otra parte, se han propuesto como marcadores biologicos
de estrés oxidativo la estimacion del sistema antioxidante a través de las enzimas SOD, GPX
y CAT, o como en esta tesis calculando componentes no enzimaticos como el glutation
reducido y oxidado (GSH y GSSG). En la actualidad, las mediciones de las concentraciones de

compuestos como el GSH y GSSG son esgrimidas para la evaluacion del estrés oxidativo (68).
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El tripéptido glutatién, principal antioxidante intracelular, existe tanto en forma de
tiol reducido (GSH), como de disulfuro oxidado (GSSG). La capacidad neutralizadora del
GSH radica en el grupo sulfhidrilo de la cisteina. De manera genérica puede intervenir de
varias formas: disminuye la concentracion de oxidantes, evita la iniciacion de la reaccién en
cadena al reducir los primeros radicales libres que se crean, evita la formacion de especies
reactivas al unirse a iones metalicos, trasforma los peréxidos en productos menos reactivos
y detiene la propagacién y aumento de radicales libres. El aumento de ERO contribuye a
la disminucion de las defensas oxidantes, entre las que se incluye el GSH con el respectivo
aumento del glutation oxidado (GSSG). Se ha destacado que un incremento del estrés
oxidativo mitocondrial origina un mecanismo de retroalimentacién positiva en el que se
activa la via de los polioles y en consecuencia una disminucion de NADPH, que como cofactor
de las enzimas generadoras de GSH reducen éste (69). También existe una disminucion de
las defensas oxidantes, entre las que se incluye el GSH y un aumento del estrés nitrosante,
lo que implica un incremento de radical peroxinitrico, que es un potente oxidante lipidico
(70), especialmente de los poli-insaturados. Numerosos estudios han mostrado la abundante
presencia de productos derivados de la peroxidacion lipidica en la sangre y en los tejidos de la
DM2 (71). Como se ha comentado la manera mas comun utilizada es la medicién del MDA,

conocido marcador de estrés oxidativo y de la presencia de complicaciones graves en la DM2.

8.2.1 Parametros descriptivos del subgrupo.

Dado el cimulo de evidencias experimentales que apuntan al estrés oxidativo
como factor determinante en el comienzo y progresion de la macroangiopatia diabética (72)
y existiendo una correlacion entre el nivel de control metabdlico y el grado de severidad
del estrés oxidativo en DM2 (73), es de interés medir marcadores de estrés oxidativo en
individuos diabéticos con vasculopatia periférica; dadas las escasas referencias bibliograficas.
Para ello y por motivos de costes, se selecciona de forma aleatoria 70 pacientes de la cohorte
total en dos grupos iguales en nimero, de acuerdo con el objetivo de examinar la asociacion
de determinados marcadores de estrés oxidativo con la presencia de vasculopatia periférica.
La poblacion es seleccionada aleatoriamente y apareada por edad, género, indice de masa
corporal, gravedad del I'TB y tiempo de evolucion de la diabetes.

Una mirada general de los resultados (Tabla 21) muestra que el subgrupo de
pacientes seleccionados de la cohorte de diabéticos tipo 2 presenta un estrés oxidativo
subyacente, coincidiendo con otros autores (74), expuesto por niveles elevados de GSSG y de
MDA junto a los menguados de GSH. Reiterar, como se muestra en las Tablas 21, 22, que
la poblacion seleccionada es de riesgo cardiovascular elevado. Cabe destacar, por tanto, este
riesgo elevado como limitacién que impide alcanzar poder discriminatorio a los resultados.

Se ha documentado que los sistemas antioxidantes disminuyen con la edad. Premisa
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que ha influido en los resultados de los parametros que corroboran el estrés oxidativo; pero
no en la intencién de validar diferencias entre los marcadores en individuos diabéticos tipo 2
con vasculopatia periférica o no medida por I'TB; ya que tiene un tiempo de evolucién medio
de la diabetes superior a diez afios sin diferencias entre grupos.

Valorar por su significacion estadistica la mayor incidencia de cardiopatia isquémica
(Tabla 24) en los pacientes con menor I'TB; en concordancia con los hallazgos que relacionan
el aumento de los radicales libres y la oxidacion de las lipoproteinas en la diabetes, con una
elevacion de la enfermedad y la mortalidad cardiovascular (72, 75).

Es conocida la asociacién entre las elevadas concentraciones de glucosa y los
valores disminuidos de GSH (76) o elevados de MDA (74). En los resultados no se observan
cambios significativos en los marcadores de estrés oxidativo en plasma de los pacientes con
vasculopatia periférica comparado con los controles, ver Tabla 22. Incluso los niveles son
levemente mas elevados en MDA en los controles. Hay que considerar que los efectos sobre
las medidas de marcadores antioxidantes a nivel sistémico requieren de un tiempo mayor
para su normalizaciéon que para la glucemia. La hiperglucemia crénica junto a su propia
variabilidad diaria que experimenta la DM2; son reconocidos factores que activan el estrés
oxidativo y otros parametros inflamatorios contribuyendo al desarrollo de la macroangiopatia
clinica y subclinica (77). Es de destacar en este sentido, una hemoglobina glucosilada 0,25
puntos superiores en los controles, lo que sugiere un peor control metabdlico a largo plazo.
Como ya se ha comentado con anterioridad el estrés oxidativo se inicia en etapas tempranas
de la DM2 por lo que es posible que el estrés sea notorio y sin diferencias entre ambos grupos,

como se ha descrito en otros procesos (78).

Por otra parte, sin diferencias entre grupos, hay que reparar en la presencia de la
obesidad y perimetro de la cintura elevado reflejo de los desérdenes metabolicos subyacentes.
Bajo este estrés metabolico se ha documentado que los adipocitos desencadenan una respuesta
inflamatoria que promueve la secrecion de proteinas de fase aguda y la produccion de estrés

oxidativo (37).

8.2.2 Parametros lipidicos.

En los parametros del metabolismo de los lipidos detallados en la Tabla 21 se
refleja, en su conjunto, un posible fenotipo asociado de dislipemia aterégena con triglicéridos
mayores en la poblacién control, indices aterogénicos ¢ indicadores del tamafio de las
particulas LDL que apuntan un riesgo elevado cardiovascular tanto en las complicaciones
macro como microvasculares (79). Todas las conocidas lipoproteinas plasmaticas pueden
sufrir los dafios derivados de la oxidacion de sus lipidos. La alteracion de la lipoproteina
de muy baja densidad (particulas VLDL) puede afectar a la aclaracion de los triglicéridos
plasmaticos (80). Los resultados correlacionan, aunque débilmente, el estado redox con los

triglicéridos y el colesterol total. La peroxidacion de las particulas de LDL constituye, quizas,
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la mayor contribucién de los radicales libres a la génesis y agravamiento de la arteriosclerosis
y en los DM2 con control no aceptable existe una mayor susceptibilidad de las particulas
LDL a la oxidacién (80).

8.2.3 Homocisteina.

Desde los estudios experimentales de McCully en 1969 existen numerosos estudios
observacionales y prospectivos que han establecido, no sin alguna controversia (81), que los
valores moderadamente elevados de homocisteina circulante constituyen un importante
factor de riesgo independiente para el desarrollo y progreso de la arteriosclerosis (82,83).
Aunque no se conoce con exactitud como la hiperhomocisteinemia contribuye al desarrollo
de la enfermedad cardiovascular, se ha involucrado la lesion endotelial mediante mecanismos
oxidativos entre otros (84). Hay que recordar que debido al valor del pKa de su grupo
tiol (pKa=8,9) en el pH fisiolégico, la homocisteina se oxida rapidamente para formar
diversos tipos de disulfuros; de hecho la homocisteina libre y reducida en plasma supone
menos del 2% del total plasmatico. La principal fraccion oxidada (80-85%) es la unida a las
proteinas, principalmente albimina. Los resultados muestra una débil correlacion entre la
homocisteina con la edad, GSH y tiempo de evolucion. Los resultados pueden ser coherentes
con que la hiperhomocisteinemia se asocia a las fases tardias del proceso de arteriosclerosis,
dado que coinciden con numerosos estudios que han encontrado una correlaciéon entre
hiperhomocisteinemia con la edad y el tiempo de evolucion (85, 51). Para el analisis de la
débil correlacion, resaltar de nuevo que la poblacién estudiada muestra escasa diferencia en
los parametros de riesgo cardiovascular y marcadores de estrés oxidativo por lo que puede
inferirse un sustrato endotelial con inflamacién y estrés oxidativo solo levemente superior en

la poblacion con menor I'TB.

8.2.4 Correlaciones.

Se encuentra correlacién (Tablas 25-28) entre los valores de GSSG con MDA
con valor r = 1 (p<0,0001). Se aprecia una débil correlacion entre los valores de GSH con
triglicéridos con valor r = -0,251 (p=0,03) y con homocisteina con valor r = 0,271 (p=0,026).
De la misma forma se halla una débil correlacion entre los valores de GSSG o MDA con
triglicéridos con valor r = 0,222 (p=0,05) y con el colesterol total con valor r = 0,204 (p=0,08).
Finalmente también se correlaciona débilmente la homocisteina con la edad con valor r =
0,401 (p=0,001), con GSH con valor r = 0,271 (p=0,026) y con el tiempo de evolucién con
un valor r = 0,233 (p=0,05).

8.3 Limitaciones.

Si bien es cierto que los resultados son congruentes con los resenados en la

literatura, son débiles los resultados. Se desconoce si las correlaciones estudiadas son débiles
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o si la poblacién carece del poder de ponerlas de manifiesto. Se puede conjeturar que los
resultados han sido moderados por la poblacion de estudio, diabéticos tipo 2 con alto riesgo
cardiovascular. Se describe como limitacion que el riesgo elevado cardiovascular latente de la
muestra ha de tenerse en cuenta a la hora de extrapolar los resultados a otras poblaciones de
diabéticos. Por otra parte, la asociacioén positiva encontrada entre triglicéridos y colesterol o
edady tiempo de evolucion, incluidas en el modelo de regresion multivariado puede sugerir un
problema de colinealidad. Creemos que las tendencias detectadas podrian haber alcanzado
la significacion estadistica con otro modelo. El estrés oxidativo se inicia en periodos precoces
del proceso diabético; es verosimil que para evaluar mejor las correlaciones se deberia haber
valorado un grupo control sin diabetes o con diabetes mas incipiente, como hemos descrito

durante la discusion.

- 65-






9. CONCLUSIONES






9. Conclusiones

Con los resultados obtenidos del estudio establecemos las siguientes conclusiones:

En los sujetos con diabetes tipo2 (grupo completo):

1.Lapresencia de macroangiopatia diabética evaluada por I'TB patologico
se relaciona significativamente con el cociente LDL/HDL y el tratamiento de
dislipemia, con el fibrinégeno y niveles plasmaticos de homocisteina, asi como

con los antecedentes de episodios isquémicos cardiacos y edad.

2. No se encuentra asociacién con polimorfismos genéticos relacionados
con el estrés oxidativo: x0-337A>G, x0-565+64T>C, x0-1936A>G, MTHFR 1298,
MTHFR 677 y CBS 1080.

En el subgrupo seleccionado de forma aleatoria de la cohorte de
diabéticos tipo 2 con un criterio estricto de apareamiento por edad, sexo, indice

de masa corporal, gravedad de ITB y tiempo de evolucion de la diabetes:

1. Existe elevacion de los productos de oxidacion y descenso de los

sistemas antioxidantes.

2. No existen diferencias significativas en los marcadores de estrés

oxidativo estudiados entre los grupos segun tengan I'TB patolégico o normal.

3. Los marcadores de estrés oxidativo se correlacionan con los niveles

plasmaticos de triglicéridos y de homocisteina.
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