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Introduccién

1. La diabetes, un problema de salud publica

La Diabetes mellitus (DM) constituye un grupo de enfermedades metabdlicas,
caracterizado por hiperglucemia secundaria a un deficit de secrecién de insulina, a la
resistencia a su accioén o a ambos, con alteracion de los hidratos de carbono, lipidos y

proteinas.

En la actualidad, la DM es una enfermedad cronica que constituye un importante
problema de salud de proporciones epidémicas, por su prevalencia y elevada morbi-
mortalidad. La International Diabetes Federation (IDF) en su sexta edicion del atlas de
diabetes’, ha estimado el nimero de adultos con diabetes en 382 millones, la mayoria
con edades comprendidas entre los 40 y 59 afios, lo que representa mas del 8 % de la
poblacién mundial adulta. Se calcula que esta cifra casi se duplicara, alcanzando los 592
millones de personas para 2035. Estos calculos han superado en los 2 Gltimos afios a los
previamente publicados, debido a los nuevos datos disponibles de China, Oriente Medio
y Africa, pero también al incremento de su prevalencia en paises en vias de desarrollo,
relacionado con los cambios en el estilo de vida y la mayor esperanza de vida. Tanto en
términos humanos como financieros, la carga de la diabetes es enorme. Provoca 5,1
millones de muertes y ha representado unos 548.000 millones de ddlares en gastos de

salud (11% del gasto total en todo el mundo) en 2013.

Por otra parte, la IDF Ilama la atencidn sobre la diabetes no diagnosticada, que
estima en 175 millones de personas, es decir, casi la mitad de los pacientes con diabetes,
lo que limita el diagndstico precoz de complicaciones cronicas como la enfermedad
renal, la cardiopatia isquémica e insuficiencia cardiaca, retinopatia y neuropatia

diabéticas.
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En nuestro pais, un reciente estudio estima la prevalencia de diabetes en mayores
de 18 afos en el 13,8%, de los cuales la mitad, en torno a un 6%, no tenian diagnostico
previo®. Datos similares aporta el estudio Valencia en nuestra comunidad con una
prevalencia discretamente superior de 14,1% en poblacibn mayor de 18 afios,

alcanzando un 47,4% la diabetes no diagnosticada®.

En los paises desarrollados las complicaciones crénicas de la diabetes, tanto
micro como macrovasculares, son la principal causa de morbi-mortalidad en estos
pacientes. La enfermedad cardiovascular, resultado de las lesiones de los grandes vasos
sanguineos, causa la muerte del 50% de las personas con diabetes. Las lesiones de los
pequefios vasos sanguineos (enfermedad microvascular) afecta a maltiples 6rganos con
un gran impacto sobre la calidad de vida de los pacientes diabéticos y un elevado coste

sanitario.

2. La neuropatia diabética, una complicacion cronica clave en el curso

de la diabetes

2.1. Introduccidn

La neuropatia diabética es probablemente la mas frecuente y, al mismo tiempo,
la més infradiagnosticada y menos entendida de las complicaciones cronicas de la
diabetes, presente tanto en la DM tipo 1 como en el tipo 2*, con un efecto deletéreo

tanto en la supervivencia como en la calidad de vida del diabético®®.

Su forma maés frecuente de presentacion es la polineuropatia periférica (PNP) de

tipo sensitivomotora distal simétrica. Su prevalencia oscila entre el 30-60%,
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dependiendo de los procedimientos diagnésticos utilizados y de la poblacién estudiada’,
con un progresivo incremento en la historia natural de la diabetes®. Sin embargo, llega a
ser casi tan elevada en pacientes sin diagnéstico previo de diabetes como en aquellos

9,10

con diagnostico establecido™™, sugiriendo un mecanismo fisiopatoldgico ya presente en

estos pacientes.

La PNP es una afectacion bilateral, simétrica y difusa que afecta a miembros
inferiores, con un comienzo insidioso. Histéricamente, el diagndstico se basaba en la
interpretacion subjetiva de una constelacion de sintomas y signos, tales como la pérdida
de sensibilidad vibratoria o tactil, o la reduccién o ausencia del reflejo aquileo™. Sin
embargo, hasta casi la mitad de los pacientes pueden estar asintomaticos y en riesgo de
sufrir lesiones o traumas en sus pies que deriven en consecuencias tan graves como la

amputacion®.

Esta amplia variabilidad clinica dificulta su diagndstico, por ello, varios grupos
de trabajo han intentado desde 1988 establecer unos criterios diagnosticos basados en
datos clinicos y exploracion fisica*?, ya que estudios electrofisioldgicos son de dificil
uso en la préctica clinica.

De entre ellos, el méas utilizado actualmente por su sencillez, reproductibilidad y

1314 "se pasa en 2

aplicabilidad en la practica clinica, desarrollado en el Reino Unido
escalas: la Neuropathy Symptom Score (NSS) evalla la presencia de sintomas referidos
por el paciente mediante una encuesta de 5 items y la Neuropathy Disability Score

(NDS) basada en la exploracion fisica, nos permite cuantificar la severidad de la misma

y detectar la presencia de neuropatia periférica en aquellos diabéticos asintomaticos.

Por otra parte, la prueba del monofilamento de SemmesWeinstein (SW) es un

test de facil aplicacion en la préactica clinica que permite conocer si el paciente tiene

15
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afectada la propiocepcién, y es capaz de identificar a pacientes con PNP™ y en alto

riesgo de ulceracion y futura amputacion®.

2.2. El papel de la PNP en el desarrollo del pie diabético

La PNP es, por tanto, una de las complicaciones cronicas de la diabetes que
genera una elevada morbilidad por ser el principal factor de riesgo en el desarrollo de

complicaciones en el pie”*.

El denominado pie diabético, resultado de la presencia de PNP, de enfermedad
arterial periférica (EAP) o de ambas, engloba multiples manifestaciones clinicas como
el dolor neuropaético, hasta el 75% de los pacientes con PNP desarrollard un cuadro de
dolor de dificil control'’, deformidades como la artropatia de Charcot, y la ulceracion
que precede en el 80% de los pacientes a la gangrena y amputacion®® con una gran

repercusion sobre la calidad de vida y coste sanitario®.

Se calcula que el 25% de los pacientes diabéticos desarrollaran a lo largo de su
evolucion lesiones en sus pies, con una incidencia anual de ulceracion de 2 casos por
cada 100 diabéticos y entre 1 a 20 por cada mil sufrira amputacion®®. Ademés, para los
pacientes diabéticos el riesgo de amputacion es hasta 20 veces superior a los no
diabéticos, con una mortalidad perioperatoria del 6% Yy postoperatoria de hasta un 50% a
los 3 afios®’. El coste sanitario ligado al tratamiento de la Glcera del pie diabético supone
por si solo el 33% del gasto sanitario global del paciente diabético; comparado con
pacientes diabéticos sin Ulcera, el coste se incrementa en 5,4 veces durante el 1° afio tras

la presencia de ulceracion®.
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Aunque se considera a la vasculopatia periférica el principal factor prondstico,
sin embargo, la neuropatia periférica es el factor mas importante en el desarrollo de la
Ulcera del pie diabético, ya que en su ausencia, la ulceracion raramente se produce, lo

que hace de su estudio un objetivo crucial®.

Los programas de prevencion precoz, correctamente estandarizados y aplicados,
han demostrado su efectividad en la profilaxis de estas complicaciones, en la mejoria de
calidad de vida y en la reduccién de la tasa de mortalidad®*. Programas que, como valor
afiadido, han demostrado su eficiencia en el ahorro de los costes que se derivan de las
complicaciones fatales. Sin embargo, los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes en el
desarrollo de la PNP son multifactoriales y no bien conocidos’, por lo que su estudio

podria aportarnos futuras armas de deteccién precoz y terapéuticas.

3. ¢Qué conocemos de la fisiopatologia de la polineuropatia diabética?

3.1. Los factores clasicos

El riesgo de desarrollar PNP esta asociado al control metabélico, edad, duracion
de la DM, coexistencia de otras complicaciones microvasculares, como la retinopatia y

10,25.

la nefropatia’, y otros factores vasculares como la hipertension y la dislipemia'®?; son

los llamados factores clasicos.

El tratamiento intensivo de la DM, tanto tipo 1 como 2, ha demostrado prevenir
y retrasar la progresion de la PNP??’ aunque los datos sugieren un menor beneficio
para los DM tipo 2 y una irreversibilidad para la neuropatia establecida a pesar de una

mejorfa del control metabélico y de factores de riesgo vascular®.
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En la actualidad, se considera que los factores clasicos son insuficientes para
explicar la patogenia del dafio tisular que conduce a la neuropatia y a otras
complicaciones microvasculares. Los mecanismos fisiopatoldgicos que subyacen en el
desarrollo de la PNP son heterogéneos, multifactoriales y no bien comprendidos, y

ninguna teorfa es hoy aceptada como mecanismo tnico’.

Por otra parte, una vez los pacientes presentan dolor neuropético, solo
disponemos de tratamiento sintomatico basado en el uso de antiepilépticos como la
gabapentina o la pregabalina, y agentes antidepresivos, sin conocerse un tratamiento con
una base fisiopatologica que evite o frene la progresion de la PNP. Por ello, el estudio
de nuevos factores bioldgicos asociados con PNP podria incrementar el conocimiento
de la patogenia de esta complicacion, siendo varias las lineas de investigacion abiertas
tanto para identificar a los sujetos con predisposicién a la PNP como para encontrar

nuevas dianas terapéuticas®.

3.2. Hiperhomocistinemia, marcador o promotor de dafio tisular.

La homocisteina es un aminoacido azufrado importante en la trasferencia de
grupos metilos a nivel celular y cuyo metabolismo se encuentra en la interseccion de 2
vias® (figura. 1): la remetilacién a metionina que requiere 4cido félico y vitamina B12
(o betaina en una ruta alternativa) y la transsulfuracion a cistation que requiere vitamina
B6, coordinadas por la S-adenosilmetionina que actia como inhibidor alostérico de la
metilentetrahidrofolatoreductasa (MTHFR) y como activador de la cistation beta-
sintetasa (CBS). Formas severas de hiperhomocistinemia son debidas a raros defectos
genéticos que resultan en déficits de las enzimas involucradas en su metabolismo, en

cambio existen multiples factores asociados a las formas leves como edad avanzada,
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déficits vitaminicos, enfermedades renal o hepatica, o toxicos como cafeina o tabaco

ente otros.

La hiperhomocistinemia se considera un factor de riesgo para la enfermedad
H 31,32 33,34 P4 P4 : H

cardiovascular’=*<y la EAP*>*", en relacion a lesion del endotelio vascular mediado por
un incremento del estrés oxidativo (EO) celular a traves de su oxidacion y concomitante
produccidén de especies reactivas de oxigeno (ROS), pero también por la activacion de
mediadores inflamatorios de la pared vascular. Otros mecanismos descritos de dafio
vascular incluyen: deterioro en la produccion de o6xido nitrico (NO) y factores
vasodilatadores, interferencia en mecanismos de transcripcion celular y oxidacion de

lipoproteinas.

Ambrosch et al.® fueron los primeros que demostraron una asociacion
independiente de las concentraciones elevadas de homocisteina con la presencia de
neuropatia en diabéticos tipo 2, y aunque estudios mas recientes confirman esta
asociacion'®, no todos los autores han obtenido resultados similares®®*’. En cambio, si
se han relacionado de forma sistematica niveles plasmaticos elevados de homocisteina
con otras complicaciones crénicas microvasculares como la nefropatia y la retinopatia, e

incluso con la macroangiopatia diabética, especialmente en la DM tipo 138

Recientemente nuestro grupo de investigacion ha demostrado una asociacién
independiente de la homocisteina con la presencia de tlcera en el pié diabético* y con
el tipo y grado de PNP*:; aln mas, por cada incremento de 1 pmol en plasma de
homocisteina hubo un aumento del 23% del riesgo de polineuropatia en diabéticos tipo
2*2. Ademas, el grado de neuropatia evaluada por la escala NDS se relaciond con los
niveles de homocisteina, los valores de hemoglobina glicosilada (HbAlc), edad y

duracién de la diabetes.
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¢Como explicar la relacion de la elevacion de homocisteina y la PNP?. En
estudios experimentales, es bien conocido que la homocisteina promueve el EO a nivel
del endotelio vascular activando una serie de reacciones quimicas, que llevan a la
inflamacion de la pared arterial y la progresién de la placa aterosclerética®. Estas
alteraciones a nivel de los pequefios vasos favorecerian la isquemia, con una importante
repercusion neural cuando afecte a los vasa vasorum del nervio. Ademas, la
hiperhomocistinemia se asocia en estudio experimentales y clinicos con lesion
neuroldgica directa afectando a la funcion nerviosa por efecto directo citotoxico o por

dafio oxidativo de la célula endotelial de los pequefios vasos***.

Distintas opciones terapeuticas han surgido de esta relacion entre la
homocisteina y el desarrollo de complicaciones macro y microvasculares, entre ellas la
suplementacion con vitamina B12 y acido félico; aunque existe una recomendacion
firme para dicha suplementacién en enfermedad cardiovascular®, ante los resultados
contradictorios en relacion a un beneficio clinico algunos autores han puesto en duda si
la homocisteina podria tratarse de un marcador mas que de un promotor de lesion
celular®®, siendo necesarios mas estudios que evalten tanto las dosis utilizadas como la

respuesta a largo plazo®’.

3.3. El estrés oxidativo.

3.3.1. Papel del EO como desencadenante de las complicaciones microvasculares.

La hiperglucemia mantenida es el factor clave que pone en marcha el dafio
tisular, sin embargo, determinados tipos celulares (endotelio capilar en la retina, célula

mesangial en el glomérulo renal, neuronas y células de Schwann en el nervio periférico)
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son mas vulnerables a su efecto. Esto hace que el estudio de dichas células pueda aclarar

la fisiopatologia de las complicaciones microvasculares.

Desde los afios 60, diversas alteraciones del metabolismo celular se han asociado
a la presencia de complicaciones microvasculares, incluyendo la neuropatia, como
diferentes piezas de un puzzle*®. La via de los polioles centrada en la enzima aldosa
reductasa que por consumo de co-factor nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
reducido (NADH) incrementa la susceptibilidad intracelular al EO al reducirse la

cantidad de glutation reducido (GSH), fue la primera en asociarse con dafio neuronal®.

La formacion excesiva y depoésito de productos de glicosilacién avanzada
(AGE), otra de las piezas del puzzle, se ha asociado de forma independiente con la
presencia de PNP en DM tipo 2°°. Los AGEs alteran la funcién neuronal a través de
diversos mecanismos: la mielina modificada por AGE del nervio periférico es
susceptible de fagocitosis por macrofagos contribuyendo a su desmielinizacién
segmentaria; la glicosilacion de proteinas del citoesqueleto axonal conduce a su atrofia
y de la matriz extracelular a reducir su actividad regenerativa. Ademas, la interaccién de
proteinas glicosiladas circulantes con su receptor para AGEs (RAGE) activado induce
EO y sobreexpresion de genes proinflamatorios que provocaria una grave disfuncion

neuronal®.

Otras piezas del puzzle son la produccion excesiva de isoformas de la
proteinquinasa C y la sobre-activacion de la via de las hexosaminas, relacionadas con
alteraciones en la regulacién de la transcripcion génica, cambios en la matriz
extracelular y liberacién de citoquinas y mediadores inflamatorios y de crecimiento que

provocaran dafio vascular.
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Pues bien, se propone como proceso unificador para encajar las diferentes piezas
de este puzzle una superproduccion de anién superoxido (O2) por la cadena de
transporte de electrones en la membrana mitocondrial (figura 2) en presencia de
hiperglucemia, es decir, un incremento del EO mediado por la produccion excesiva de

ROS™,

¢Qué ocurre a nivel de la mitocondria? Cuando la glucosa es metabolizada a
través del ciclo del acido tricarboxilico (TCA), genera donantes de electrones para la
cadena de transporte en la membrana mitocondrial. La principal es la NADH, que da
electrones al complejo I, el otro es la flavin adenin dinucledtido reducido (FADHy),
formado por la enzima succinato deshidroginasa, que da electrones al complejo Il. Los
electrones de dichos complejos son transferidos por la coenzima Q al complejo 111, el
citocromo C, complejo 1V y finalmente a oxigeno molecular, el cual es reducido a agua.
En presencia de niveles elevados de glucosa hay un aporte excesivo de donantes de
electrones hasta un punto critico donde se satura la trasferencia de electrones al
complejo 11, y la coenzima Q cede el exceso de electrones a una molécula de oxigeno
generando superoxido (figura 3). La isoforma mitocondrial de la superéxido dismutasa
(SOD) degradara esta molécula en peréxido de hidrogeno (H,O;) y esta a su vez en

agua y oxigeno por otras enzimas.

Diversos estudios experimentales han puesto de manifiesto que en el contexto de

una hiperglucemia mantenida existe un aumento del voltaje transmembrana

52
I

mitocondrial> y sobreproduccién de ROS en la mitocondria, tales como superéxido,

peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo®. Al contrario, si se produce una
sobreexpresion de SOD o de uncoupling proteinas UPDs (que colapsan el voltaje
transmembrana mediante produccién de calor) no se produce elevacién de ROS tras

exposicién a hiperglucemia y tampoco activacion de las otras 4 piezas del puzzle®*®.
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El paso intermedio entre la produccidon de ROS vy las otras vias de dafio tisular
podria ser el bloqueo por parte de los primeros de la actividad de la enzima
gliceraldehido 3 fosfato deshidroginasa (GAPDH) a traves de la activacion de la poli
ADP ribosa polimerasa (PARP)*®, producida a su vez por la rotura de ADN nuclear por
los ROS (figura 3)*. La reduccion de la actividad de GAPDH produciria el acimulo de
diversos sustratos claves para la activacion del resto de las vias componentes del puzzle

(figura 4).

Aunque la hiperglucemia se postula como la causa de produccion de ROS vy el
consiguiente incremento de EO a nivel microvascular, también la elevacion de acidos
grasos libres en contexto de una resistencia a la insulina provocaria a nivel
macrovascular consecuencias similares, ya que su oxidacion a nivel mitocondrial genera

similares donantes de electrones que el ciclo de la TCA para la oxidacién de la glucosa.

Por tanto, la diabetes y sus complicaciones se asocian a un incremento del EO
definido como un disbalance en la produccion de radicales libres y/o deterioro de la
capacidad defensiva antioxidante, indicando una contribucion centrada en los ROS en el
establecimiento, progresion y consecuencias patoldgicas de la diabetes. Sin embargo,
hoy se considera al EO, en una vision mas amplia, como una disrupcion en la

sefializacién redox y su control®’

. Es mas, existen suficientes evidencias que han
mostrado una implicacion directa de la mitocondria en la patogénesis de las
complicaciones de la diabetes, sugiriendo la posibilidad de una disregulacion de la
funcién mitocondrial a nivel transcripcional en respuesta a la hiperglucemia,

provocando mutaciones del ADN mitocondrial (mtADN) y disminucion del nimero de

copias, que a su vez influirian en la codificacion nuclear®.
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Se ha planteado un paso mas, definiendo una potencial “memoria metabdlica”
mediada por el exceso de ROS y especies de nitrogeno, en particular originadas a nivel
de proteinas mitocondriales glicosiladas, quizas actuando unas y otras para mantener la
sefializacion en la generacion de estrés®. Clinicamente, la presencia de la memoria
metabolica sugiere la necesidad de un precoz y agresivo tratamiento con agentes que
reduzcan la produccion de ROS vy la glicosilacion ademas de mantener un Optimo

control metabélico en pacientes diabéticos para minimizar sus complicaciones®.

3.3.2. Papel del EO en la disfuncién neural

El EO que hemos definido como el desequilibrio bioquimico debido a la
produccién excesiva de ROS vy radicales libres, genera dafio oxidativo en las
biomoléculas y se ha asociado con la disfuncion neural y microvascular del paciente
diabético®, mientras la contribucién de otros factores tales como la hipoxia endoneural,
el disbalance en la transicion de metales o la hiperlipidemia no estan claramente
demostrados®?. En la actualidad, el anélisis del estado oxidativo se basa en la deteccién
del dafio oxidativo causado en lipidos, proteinas y ADN, que puede ser cuantificado a
través de varios biomarcadores especificos, mediante la medicién de niveles de
moléculas antioxidantes que ayudan a nuestro organismo a combatir el dafio oxidativo o

la medicion directa de especies reactivas en cultivos celulares®®,

Asi crecientes evidencias tanto experimentales como clinicas sugieren que el
EO, con la mitocondria como diana especifica, juega un papel decisivo en la
patogénesis de la PNP. Estudios experimentales han puesto de manifiesto que en el
contexto de una hiperglucemia mantenida existe un incremento de productos de estrés

oxidativo en los nervios periféricos y su glia, raices dorsales y en las células
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endoteliales, encontrando el marcador mas sensible el GSH junto a productos de
hiperoxidacion lipidica como la malondialdehido (MDA), resultando en mielopatia de
raices dorsales, vacuolizacién mitocondrial y apoptosis neuronal, implicados en los
déficits de conduccion, deterioro neurotréfico y anormalidades caracteristicas de la PNP
diabética®®®. Hallazgos similares se han encontrado en cultivos de células neuronales
de ganglios de raices dorsales expuestos a un medio hiperglucémico, sugiriendo que

picos hiperglucémicos serian suficientes para generar EO y dafio neuronal®®.

A nivel clinico, recientes estudios también han encontrado un aumento de
diversos marcadores de EO en relacion a la presencia de PNP. El peroxinitrato, formado
por la reaccion entre NO y 02, y lipoproteinas oxidadas se han encontrado elevados en
pacientes diabéticos, con una diferencia significativa en aquellos que presentaban
PNP®’. Junto a esta superproduccién de ROS parece existir un mecanismo antioxidante
celular insuficiente. Se ha detectado una disminucion de la actividad de varias enzimas
antioxidantes, tales como la SOD, catalasa y glutatién peroxidasa (GPX) en pacientes
diabéticos con PNP, aungue no hubo un descenso significativo de la actividad
antioxidativa global del plasma sanguineo en pacientes diabéticos con neuropatia, con
una diferencia significativa frente a sujetos sanos, pero no frente a diabéticos sin PNP.
Esta disminucion de actividad de enzimas antioxidantes se correspondia con un

incremento de ADN oxidado en linfocitos de DM con PNP®,

Resultados similares se han obtenido en la medicion de otros marcadores del
estado redox, como los planteados en nuestro estudio, encontrandose una disminucién
significativa de GSH eritrocitario de pacientes diabéticos frente a controles, pero no
entre pacientes con o sin PNP, aunqgue si las hubo en otros pardmetros como la MDA
como indicador de oxidacién lipidica, la homocisteina plasmatica y la actividad

oxidativa global®®, resultado que difiere de otros estudios®®.
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Considerando al EO como diana terapéutica se han valorado algunos
tratamientos basados en su efecto antioxidante, como el &cido alfa-lipoico, que es capaz

de revertir in vitro el EO y la apoptosis neuronal®

aunque su aplicacion clinica ha
obtenido resultados dispares y es incierta su efectividad a largo plazo o administrado de

forma oral .

En conclusion, el EO, como factor importante en la patogénesis de PNP, podria
convertirse en un interesante objetivo para la prevencion y la terapia de esta

complicacion.
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Diversos estudios realizados en pacientes diabéticos han encontrado un
incremento de EO al compararlos con controles, con una diferencia significativa de
determinados marcadores de EO entre pacientes diabéticos con y sin complicaciones
micro y macrovasculares. Sin embargo, considerando la informacion disponible en la
actualidad, no ha podido demostrarse de forma concluyente la asociacion con la PNP,
asi como tampoco se ha demostrado una relacién entre la presencia de EO y el grado de

neuropatia.

Nuestra hipotesis de trabajo es:

En la diabetes tipo 2 la presencia y grado de polineuropatia (PNP) debe estar
asociada a un mayor grado de estrés oxidativo (EO) y una elevacion de los niveles

plasmaticos de homocisteina
Para ello, nos hemos planteado los siguientes objetivos:

Objetivo n° 1: Estudiar la relacion de factores clasicos como la edad, duracion
de la diabetes, control metabdlico y patrén lipidico con la presencia y gravedad de PNP

en diabéticos tipo 2.

Objetivo n° 2: Determinar la asociacion entre la presencia y gravedad de PNP

diabética con los niveles de homocisteina plasmatica.

Objetivo n° 3: Analizar si los marcadores de EO (GSH, GSSG, el cociente
GSH/GSSG v los niveles de MDA) se asocian con la presencia y grado de PNP en una

amplia cohorte de diabéticos tipo 2.
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1. Sujetos

Nuestra poblacion diana fueron los pacientes con DM tipo 2.

Una cohorte de 405 pacientes con DM tipo 2 fueron seleccionados
aleatoriamente de entre los pacientes atendidos en la Unidad de Diabetes del Hospital
Clinico Universitario y 2 centros de Atencion Primaria de nuestro Departamento de
Salud, todos ellos pertenecientes a una poblacion del area metropolitana de Valencia. El
rango de edad de la poblacion estudiada fue de 37 a 89 afos. En esta cohorte se

estudiaron los parametros para evaluar los objetivos 1 y 2.

De la cohorte de 405 y utilizando un muestreo aleatorio ajustado por edad,
género, tiempo de evolucién de la diabetes e indice tobillo-brazo (ITB) se seleccionaron
58 pacientes con presencia de PNP grave o sin ella (casos/control anidados, ver disefio).
En este estudio anidado se midieron los pardmetros de EO para cumplir con el objetivo
3. El coste y procedimiento usados para medir los marcadores de EO por cromatografia
de alta densidad (HLPC) (ver méas adelante) no permitieron usar las muestras de toda la

cohorte.

1.1. Criterios de inclusién
Los pacientes que se incluyeron en el estudio cumplian los siguientes criterios:
v Edad > 35 afios.
v" DM tipo 2 segln los criterios diagndsticos establecidos por la ADA (American

Diabetes Association)’.

1.2. Criterios de exclusién
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Quedaron excluidos todos los pacientes que presentaron algunos de los

siguientes diagnosticos y/o patologias asociadas:
v DM tipo 1
v" Insuficiencia cardiaca clase 11 y IV segin NYHA
v Enfermedad renal definida por un aclaramiento de creatinina menor de 30.
v" Cirrosis hepatica
v Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
v" Hipotiroidismo no corregido
v Enfermedad neoplasica
v" Deficiencia de vitamina B12 o acido félico, o toma de suplementos vitaminicos

v' Cualquier otro proceso, condicion o toma de medicacion que cause “per se”

neuropatia.
v" Pacientes con artropatia de Charcot y/o amputacion bilateral.

Todos los pacientes mantuvieron su tratamiento habitual para la diabetes y

factores de riesgo asociados durante el estudio.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de nuestro centro y todos los
pacientes que cumplieron los criterios de inclusion y ninguno de exclusion se les
explicé la finalidad del estudio y firmaron el consentimiento informado para participar

en el mismo.
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2. Métodos

Se ha disefiado un estudio casos-controles, considerando casos a los diabéticos
con PNP sensitivo-motora y controles a los diabéticos sin PNP. Por las limitaciones de
presupuesto y procedimiento de medicion de los marcadores de EO, hemos disefiado un
estudio casos controles anidados como se comento en el apartado de la seleccion de los

sujetos para asi cumplir con el objetivo 3 del estudio.
En todos los sujetos se ha aplicado el siguiente protocolo de estudio, recogiendo:
1°. Pardmetros clinicos generales
2°. Parametros clinicos especificos en relacion a la deteccién y grado de PNP
3°. Pruebas de laboratorio, que incluyeron:
. Parametros bioguimicos.

. Marcadores de EO, en un subgrupo de la corte completa

2.1. Parametros clinicos generales

En una primera fase se realizdé una anamnesis detallada, con especial énfasis en
la recogida de datos demograficos y clinicos de cada paciente mediante un cuestionario

estandarizado, que incluyo:
e Edady sexo
¢ Nivel de estudios: bajo, medio y alto

e Habitos relacionados con riesgo cardiovascular, como tabaquismo (activo), consumo

de alcohol y la practica de ejercicio fisico habitual.
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e Tiempo de evolucion de la diabetes, en afios.

e Presencia de patologias asociadas documentada en historia clinica: hipertension,
dislipemia, y tratamiento en su caso, y antecedente de infarto agudo de miocardio y/o

ictus isquémico.

e Presencia de retinopatia documentada en historia clinica, si no estaba reflejada se

remitia al paciente al servicio de oftalmologia del Hospital Clinico.

e Tratamiento habitual, clasificados como dieta, antidiabéticos orales, insulina o

ambos.

Tras ello se realizd una exploracion fisica para la obtencidn de los siguientes

pardmetros antropométricos y clinicos:

e Peso en kilogramos (kg) mediante una bascula romana, la talla en metros (m) y el

indice de masa corporal (IMC) en kg/m?.

e Perimetro de cintura abdominal: se midi6 en el punto medio entre la espina iliaca
anterosuperior y el margen costal inferior con una cinta métrica graduada en centimetros

(cm) estando el sujeto en bipedestacion y los brazos en posicion anatomica.

e Determinacion de la presion arterial tras 10 minutos de reposo en posicién sentado,
utilizando el valor medio de 3 mediciones separadas 5 minutos realizadas con un

esfigmomandmetro de mercurio.

e Deteccién de la presencia de EAP sintomatica mediante el Cuestionario de
Edimburgo modificado para claudicacion intermitente vascular y la realizacion del 1TB:
ratio entre presion arterial sistolica en tobillo y arteria braquial medidas con
esfigmdgrafo de mercurio y un eco-doppler (Bi-directional Smartdrop ™ 20) tras 5-10

minutos de reposo. La EAP fue definida por un ITB < 0.9 en cada pierna, considerando
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severa si < 0.5. Una ratio superior a 1,2 se deben posiblemente a rigidez arterial y

fueron excluidos del analisis estadistico.

Todas las medidas fueron realizadas por 2 investigadores (G.R. y M.M.) con

adiestramiento similar y mismos instrumentos.

2.2. Parametros clinicos especificos

A continuacion y durante la misma visita se establecid la presencia y grado de
PNP por el Neuropathy Symptom Score (NSS), el Neuropathy Disability Score

(NDS)***y 1a prueba del monofilamento de SW*°.

La escala NSS (tabla 1) recoge la presencia de sintomas como cansancio,
calambres, dolor, quemazdn y parestesias mediante un cuestionario, que incluye 5 items
a cuyas posibles respuestas se les asigna una determinada puntuacion, siendo su valor

maximo 9 puntos.

Tabla 1: Escala NSS

1° s Presenta algunos de estos sintomas?: Quemazon, entumecimiento u hormigueo (2) Fatiga,

calambre o dolorimiento (1)  Ninguno (0)

2° ;Los sintomas se presentan o aumentan por la noche (2), dia y noche (1), o sélo durante el dia (0)?

3° ¢Se localizan en los pies (2), pies y pantorrillas (1), otras localizaciones (0)?

4° ; Calman con el movimiento (2), de pie (1), u otros (0?

50 ; Despiertan durante el descanso nocturno? : SI (1) NO (0)

En segundo lugar, con el objetivo de cuantificar la severidad de la PNP se uso la
escala NDS. Para ello, con el paciente en decubito supino se realizé exploracion

neuroldgica que incluyo la valoracion de los siguientes items:
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Sensibilidad vibratoria: se utilizd un diapasén 128 ciclos/segundo, que se
aplico sobre la articulacion interfalangica del 1° dedo de cada pie, evitando callosidades
y asegurandose que el paciente diferencia entre presion y vibracion. Se considero

patoldgico si el paciente dejaba de notar vibracion por debajo de 6.

Sensibilidad algésica: se usé el pinprick o palillo de punta roma o puntiaguda,
presionando de forma alterna en la raiz de la ufia del dedo gordo. Se considerd

patoldgico si el paciente era incapaz de diferenciar entre ambos tipos de presion.

Sensibilidad térmica: se utilizd una barra térmica (barra metalica adherida a un
material PVC) que se aplico sobre las zonas laterales del pie. Se consider6 patoldgico si

el paciente es incapaz de discriminar si el objeto aplicado estd mas frio o caliente.

Reflejo osteotendinoso (ROT) aquileo: se percutié con un martillo de reflejos
sobre el tendon de Aquiles, estando el paciente relajado en decubito supino, sentado o
arrodillado en la camilla, debiendo apreciarse una contraccion del triceps crural y la

flexion plantar del pie. Si el reflejo estaba ausente, se repetia con maniobra de refuerzo.

A continuacion se aplico la escala NDS segun la tabla siguiente, con una

puntuacion maxima de 10 puntos.

Tabla 2: Escala NDS

Derecha Izquierda
Sensibilidad Normal Anormal Normal Anormal
Dolorosa 0 1 0 1
Vibratoria 0 1 0 1
Térmica 0 1 0 1
Con Con
Presentes maniobra Ausentes Presentes maniobra Ausentes
Reflejos aquileos de esfuerzo de esfuerzo
0 1 2 0 1 2
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Se considerd anormal y por tanto diagnostica de PNP una puntuacion NSS o
NDS > 3. Ademas, los sujetos fueron clasificados en 4 grupos de acuerdo al grado de
PNP (NDS score): grupo 1 con score < 2 (ausencia de PNP), grupo 2 con score 3-5
(PNP leve), grupo 3 con score 6-7 (PNP moderada) y grupo 4 con score > 8 (PNP

grave).

Se consideré de igual modo la presencia de neuropatia a la pérdida de
sensibilidad a la presion determinada mediante el test del monofilamento de 5.07 mm de
SW que ejerce una fuerza constante al presionarlo sobre la piel de 10 g. Con el paciente
en decubito, se presiond con el filamento durante 1-1.5 segundos y se pregunto al
paciente si sentia 0 no su contacto. Se evaluaron 3 puntos en cada pie: cara dorsal del
primer dedo, y base de cabeza de primer y quinto metatarsiano, evitando areas de
hiperqueratosis. Se asignd una puntuacion de 1 si el paciente percibia la presion
aplicada en al menos 2 de 3 intentos en cada punto y cero si no habia percepcién. Si
tenemos en cuenta que la exploracion se realizo en 3 puntos en cada pie, la puntuacién
méaxima para un paciente fue de 6, ajustandose el resultado si el paciente tenia una
amputacion de la zona a explorar. Agrupamos los resultados en 2 categorias, la primera
con valor de 0 para una puntuacion de 0 a 4, que seria patoldgica, y la segunda con valor

1, cuando la suma de todos los puntos fue de 5 y 6, que consideramos normal.

Todos los procedimientos fueron realizados por 2 investigadores (G.R. y M.M.)

con adiestramiento similar y mismos instrumentos.
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2.3. Parametros bioquimicos

Los estudios bioquimicos se realizaron tras 10 horas de ayuno nocturno, a todos
los pacientes incluidos en el estudio, en la Unidad de Pruebas Funcionales y Laboratorio

Central de nuestro centro, incluyendo las siguientes determinaciones:
Hemograma (recuento y férmula leucocitaria) y estandar de coagulacién

Bioquimica sanguinea, que ademas de la determinacion de glucosa, enzimas
hepaticas, creatinina, &cido Urico y albdmina por métodos de laboratorio estandarizados,

incluyo:

e HbA1c mediante HPLC, método estandarizado y certificado segun National

Glycohemoglobin Standardization Program’>(NGSP).

e Perfil lipidico que incluyo colesterol total (CT) y triglicéridos (TG), medidos por un
método enzimatico colorimétrico, basado en reaccién quimica con producto final de
pigmento rojo medible con espectofotémetro’*". Colesterol HDL (cHDL) medido por
precipitacion con polianiones con acido fosfotlngstico-cloruro de magnesio y posterior
método colorimétrico’®. Colesterol LDL (cLDL) segtn férmula de Friedewald, y apo B

y A mediante inmunoturbimetria’’

e Homocisteina plasmatica, que se determiné con el Advia Centaur HCY2 assay®, un
inmunoensayo competitivo basado en tecnologia de quimioluminiscencia directa. El
procedimiento se basa en 3 pasos’®: la reduccién de homocisteina disulfuro a
homocisteina libre, su conversion enzimatica a S-adenosil-homocisteina (SAH) y su
cuantificacion en un inmunoensayo competitivo (anticuerpo anti SAH marcada con

particulas magnéticas) y cuantificacion mediante quimioluminiscencia directa.

e Vitamina B12 y acido folico fueron medidos por método ELISA
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El filtrado glomerular se calculd segun la formula de Crockcroft-Gault, en

ml/min.

En orina se determinaron creatinuria por fotocolorimetria y albuminuria por

inmunoturbimetria, para el calculo del indice albimina/creatinina.

El procesado de las muestras se realizd en el Laboratorio de Endocrinologia del
Hospital Clinico Universitario de Valencia. Las muestras de sangre se depositaron en
tubos con EDTA, y una vez en el laboratorio, se separd inmediatamente el plasma
mediante centrifugacion refrigerada a 2500-3000 rpm durante 10 minutos. Las muestras

de plasma fueron procesadas inmediatamente o se congelaron a —20°C.

2.4. Marcadores de estrés oxidativo

Diversos indicadores de EO o estado redox medidos en fluidos bioldgicos han
sido propuestos. En estudios previos de nuestro grupo de trabajo se han analizado la
produccidn de radicales libres mediante la cuantificacion de la actividad xantina oxidasa
en plasma, de glutation en sus formas reducida (GSH) y oxidada (GSSG) y su ratio
GSH/GSSG, y de los niveles de MDA; y se ha valorado el estado antioxidante mediante
la cuantificacion de niveles de diversas enzimas antioxidantes como la SOD, catalasa y

GPX",

En nuestro trabajo se optd por la determinacion de GSH, GSSG vy su cociente, y
de los niveles de MDA puesto que la determinacion se realizé de muestras del banco de

sueros de la cohorte.

Las determinaciones de GSH y GSSG se realizaron mediante HPLC y deteccién

ultravioleta, previa adiccion de N-ethylmaleimida para prevenir la oxidacion de GSH en
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plasma haciendo uso de patrones apropiados y siguiendo la metodologia descrita

previamente®.

Del mismo modo y segin método validado® se determiné la MDA mediante
HPLC previa hidrdlisis de lipoperoxidos plasmaticos y reaccion con acido tiobarbitdrico
(TBA) con MDA aislada, siendo el complejo MDA-TBA finalmente cuantificado

mediante espectrofotometria.

Ambas determinaciones se realizaron en el Laboratorio del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Valencia.

3. Métodos estadisticos

Todos los andlisis fueron realizados usando el SPSS 14 version (SPSS Inc,
Chicago, Illinois). Los resultados han sido expresados como media + DS. Se considerd

estadisticamente significativa una probabilidad menor al 5%.

El tamafio muestral se ha calculado teniendo en cuenta un error alpha inferior al
5% y un error beta inferior al 20%, para un riesgo atribuible (odds ratio) > 2. Este
tamafio es de un minimo de 200 individuos por grupo (total un minimo de 400

individuos con DM tipo 2).

Las variables cuantitativas han sido expresadas en media y desviacidn estandar y

las cualitativas como porcentajes o numero total.

Las medias de las variables cuantitativas se compararon entre grupos con la

prueba t de Student para datos no apareados y por ANCOVA.
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La comparacion de las variables cualitativas (o porcentajes) entre grupos se

realizo con el test de X2.

La correlacion de Pearson se usO para analizar el grado de asociacion entre las
variables bioquimicas y la PNP (definida por NDS). La significacion estadistica de las

variables se calculé con el método de Wald.

Para evaluar factores de riesgo independiente, se realizaron analisis de regresion
lineal, considerando variable dependiente a la presencia y grado de PNP (evaluada por
NDS y por la prueba del monofilamento) y como variable independiente a todas
aquellas que alcanzaron una significacion estadistica entre grupos en el estudio

univariante.

El riesgo atribuible, fue calculado entre casos y controles, teniendo en cuenta la
presencia 0 ausencia de variables de confusién mediante regresion logistica. Se
considerd variable dependiente a la presencia de PNP (evaluada por NDS y por la
prueba del monofilamento) e independiente, las que previamente mostraron una
asociacion o diferencia estadisticamente significativa en el estudio univariante. Edad,
duracion de la diabetes, HbAlc, homocisteina, creatinina, microalbuminuria fueron las

variables independientes.

Se consideraron como variables de confusién la edad, la vasculopatia

(incluyendo periférica, cardiaca y cerebral), la ingesta de alcohol y tabaquismo.
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1. Parte Primera:

Asociacidn de factores clasicos y niveles de homocisteina plasmatica

con la presencia y grado de PNP (Objetivos 1y 2)

1.1. Caracteristicas generales de la cohorte estudiada

La cohorte completa de diabéticos tipo 2 estuvo compuesta por un total de 405
pacientes, 236 de ellos varones y 169 mujeres con una edad media de 64,67 + 10,04
afios y 67,78 + 10,71 respectivamente. La distribucidn por grupos de edad y sexos de
nuestra cohorte de estudio (tabla 3) representa a los pacientes véalidos para el
seguimiento, una vez aplicados los criterios de inclusion y exclusion del estudio, y es
similar a estudios poblacionales previos*® en cuanto a un predominio de varones y una
mayor prevalencia de diabetes en mujeres de mayor edad aunque nuestra cohorte difirid
en un predominio del grupo de edad entre los 61-75 afios frente al grupo < 60 afios,
posiblemente debido a que un porcentaje importante de la seleccion de pacientes se

realizd en consulta hospitalaria.

Tabla 3: Distribucién por sexo y grupos de edad de la cohorte completa.

31-45 afnos 46-60 afos 61-75 afos > 76 afos
Hombres (n/%) 10 (4,2) 58 (24,6) 133 (56,4) 35 (14,8)
Mujeres (n/%) 6 (3,5) 36 (21,3) 84 (49,7) 43 (25,4)
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Las caracteristicas generales, clinicas y antropométricas, obtenidas en la historia
clinica y en la exploracion fisica inicial se describen en la tabla 4. Como datos mas
relevantes destacar una duracion media de la diabetes de 12,67 + 9.67 afios, y un IMC
en rango de obesidad grado 1. En la figura 5 se observa la prevalencia de distintos
factores de riesgo y comorbilidades en nuestra cohorte, similar a las observadas en otras

poblaciones de pacientes diabéticos.
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Tabla 4.-Caracteristicas generales, clinicas y antropométricas de la cohorte de diabéticos tipo 2
estudiada

Poblacion diabética estudiada
n=405
Edad (afios) 65,97 +£ 10,43
Sexo, n (%)
Hombre 236 (58)
Mujer 169 (42)
Duracion de la diabetes (afios) 12,67 £ 9,67
Nivel de estudios, n (%0)
Bajo 181 (45)
Medio 83 (20)
Alto 141 (35)
PAS (mmHg) 153,71 + 23,01
PAD (mmHog) 83,51+ 11,93
IMC (kg/m?) 30,48 + 5,23
Perimetro de cintura (cm) 104,79 £ 11,54
Fumador activo, n (%0)
Si 79 (20)
No 326 (80)
Ingesta de alcohol, n (%0)
Si 66 (16)
No 339 (84)
Hipertension, n (%) 271 (67)
Dislipemia, n (%0) 240 (59)
Tratamiento de dislipemia?, n (%) 223 (55)
Retinopatia diabética, n (%) 139 (34)
Cardiopatia isquémica cronica, n (%) 68 (17)
ITB derecho 0,96 + 0,23
Tratamiento con agentes orales, n (%) 181 (45)
Tratamiento con metformina, n (%o) 158 (39)
Tratamiento con insulina, n (%b) 109 (27)
Tratamiento ADOs +insulina, n (%) 94 (23)

%incluye estatinas y/o fibratos
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Figura 5: Prevalencia de diferentes factores de riesgo y comorbilidades en
nuestra cohorte de 405 pacientes diabéticos

Fumador activo 20 I 80 |
Ingesta alcohol 16 I 84 |
Hipertensién 67 I 33 | asi
[
. ) ONo
Dislipemia 59 | 41 |
Cardiopatia isquémica 17 I 83 |
Retinopatia 34 I 66 |

En la tabla 5 se muestran los parametros biolégicos medidos. Como puede
observarse, la hemoglobina glicosilada (HbAlc) media, reflejo del control metabdlico
de los pacientes, fue de 7,69 = 1.53 %. El filtrado glomerular medio, calculado por la
formula de Crockcroft-Gault e indice de la funcion renal, fue de 87,91 + 39.05
ml/min/hora, sin embargo, la media de microalbuminuria > 30 mg/dia refleja la

presencia de nefropatia incipiente.

El perfil lipidico de la cohorte se sitla en rangos aceptables lo que puede
explicarse por el alto porcentaje de pacientes con dislipemia en tratamiento, aunque los
niveles de cLDL estaban discretamente por encima de las Gltimas recomendaciones de

la ADA para el paciente diabético.

El resto de parametros bioldgicos valorados se encontraron en rango de
normalidad, incluyendo perfil hepético, niveles de vitamina B12, acido folico y

homocisteina.
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Tabla 5.- Parametros bioldgicos evaluados en la cohorte de diabéticos tipo 2 estudiada.

Poblacion diabética estudiada
n=405

Glucosa (mg/dl) 157,58 £ 52,24
HbALc (%) 7,69 +1,53
Urea (mg/dl) 45,19 + 22,17
Creatinina (mg/dl) 1,02 £ 0,64
Filtrado glomerular (ml/min/hora) 87,91 + 39,05
Acido arico (mg/dl) 5,46 +2,58
Hierro (ug/dl) 78,00 £ 27,65
Transferrina (mg/dl) 253,81 £56,78
Colesterol total (mg/dl) 186,96 + 44,51
Trigicéridos (mg/dl) 148,11 + 90,25
cHDL (mg/dl) 4757 +13,79
cLDL (mg/dl) 114,96 + 39,26
Lipoproteina Apo-A (mg/dl) 140,63 = 29,24
Lipoproteina Apo-B (mg/dl) 92,08 £ 25,22
Lipoproteina (a) (mg/dl) 30,01 + 38,73
Proteinas totales (g/dl) 7,35+0,61
AST (Ul 24,83 + 44,59
ALT (U/l) 26,82 + 33,32
GGT (U/l) 44,40 + 68,79
Acido félico (nmol/l) 11,04 £ 4,44
Vitamina B12 (pmol/l) 518,47 + 295,64
Homocisteina (umol/) 12,77+ 4,71
Albumina (g/dl) 4,24 +0,37
Fibrinégeno (g/1) 434 £ 1,12
Creatinuria (mg/dl) 72,14 + 53,55
Albumina/Creatinina (mg/g Cr) 51,83 + 126,96
Albuminuria (mg/24h) 78,26 +181,71
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1.2. Objetivo n° 1: Asociacion de factores clasicos con la presencia y

gravedad de PNP.

1.2.1. Determinacion de la asociacion de factores clasicos con la

presencia de PNP

Para cumplir con el objetivo 1 se dividio, en primer lugar, a los sujetos en dos
grupos segun la presencia o no de PNP en funcién del resultado de la prueba de
monofilamento de SW. La prueba resulté alterada en 150 de los 405 pacientes con DM
tipo 2 estudiados, 66 mujeres y 84 varones. En las tablas siguientes se muestran los
resultados del estudio comparativo entre ambos grupos de las caracteristicas generales,
antropomeétricas, presencia de factores de riesgo cardiovascular y otras comorbilidades,

tratamientos hipoglucemiantes habituales y pardmetros biolégicos obtenidos.

1.2.1.1. Caracteristicas generales clinicas y antropométricas

En la tabla 6 se reflejan aspectos generales y antropomeétricos de la poblacién
estudiada, tales como edad, distribucion por género, duracion de la diabetes, presidn
arterial, IMC y perimetro de cintura de los 405 pacientes, divididos segun presentaron o

no alterada la prueba de monofilamento de SW.

La presencia de PNP se correlacioné significativamente con la edad y la
duracion de la diabetes, de forma que, como cabria esperar, los pacientes con DM tipo 2

y prueba de monofilamento de SW alterada tenian mayor edad y més afios de evolucion
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de la diabetes. No se encontraron diferencias significativas en la distribucidn por sexos,

los niveles de tension arterial, ni en los parametros antropomeétricos evaluados.

Tabla 6.- Caracteristicas generales y antropométricas de los pacientes con diabetes tipo 2

estudiados, clasificados segun la prueba de monofilamento de SW

Prueba de monofilamento

Prueba de monofilamento

SW normal SW alterada
(n=255) (n=150)
Edad (afios) 64,89 (+ 10,74) 67,79 £ 9,62*
Sexo, n (%)
Hombre 152 (60) 84 (56)
Mujer 103 (40) 66 (44)
Duracion de la diabetes (afios) 11,04 + 8,63 15,46 + 10,69**
PAS (mmHg) 153,12 £23,02 154,72 £23,02
PAD (mmHg) 84,16 +11,97 82,38 +11,82
IMC (kg/m?) 30,54 +5,27 30,37 +5,15
Perimetro de cintura (cm) 104,42 +11,43 105,42 £11,73

Significacion estadistica *p <0.05 **p< 0.01

1.2.1.2. Factores de riesgo cardiovascular y comorbilidades asociadas

En la tabla 7 se muestra la prevalencia de diferentes factores de riesgo

cardiovascular como el habito tabaquico, consumo de alcohol, hipertensién y dislipemia

recogidos en la historia clinica, y de comorbilidades asociadas: la presencia de

retinopatia diabética y cardiopatia isquémica (CI) conocidas, y el indice tobillo-brazo

obtenido en la exploracion fisica, valor indicativo de la presencia de vasculopatia

periférica.
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No encontramos diferencias significativas en la presencia de habito tabaquico
activo, ni en el consumo de alcohol. Tampoco hubo diferencias en otros factores de
riesgo cardiovascular evaluado, como la hipertensién y dislipemia, el ndmero de
pacientes en tratamiento hipolipemiante (incluye estatinas y /o fibratos), ni con la

presencia de complicaciones macrovasculares.

Solo la retinopatia se relacion6 de forma significativa (p< 0.001) con la

presencia de neuropatia por una prueba de monofilamento de SW alterada.

Tabla 7.- Presencia de factores de riesgo y comorbilidades asociadas en los pacientes con
diabetes tipo 2 estudiados, clasificados segun la prueba de monofilamento de SW

Prueba de monofilameto Prueba de monofilamento
SW normal SW alterada
(n=255) (n=150)
Fumador activo, n (%0)
Si 52(20) 27 (18)
No 203 (80) 123 (82)
Ingesta de alcohol, n (%0)
Si 46(18) 20(13)
No 209 (82) 130 (87)
Hipertension, n (%) 163 (64) 108 (72)
Dislipemia, n (%0) 143 (56) 97 (65)
Tratamiento de dislipemia,
n (%) 136 (54) 87 (58)
Retinopatia diabética, n (%) 65 (27,9) 74 (53,2)**
CI cronica, n(%) 36 (14) 32 (21)
ITB derecho 0,95 £0,21 0,96 £0,24

Significacion estadistica **p<0.01
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1.2.1.3. Tratamientos antidiabéticos

La tabla 8 muestra los tipos de tratamientos hipoglucemiantes habituales de los
pacientes con diabetes tipo 2 estudiados, clasificados segun la prueba de monofilamento
de SW. En la figura 6 observamos que el porcentaje de pacientes con DM tipo 2 con
prueba alterada en tratamiento con insulina fue significativamente mayor, comparado
con el grupo de pacientes con prueba normal, donde la mayor parte estaba en
tratamiento con antidiabéticos orales, incluida la toma de metformina. No hubo
diferencias significativas en los pacientes tratados con tratamiento combinado insulina y

antidiabéticos orales.

Tabla 8.- Tratamientos hipoglucemiantes habituales de los pacientes con diabetes tipo 2
estudiados, clasificados segln la prueba de monofilamento de SW.

Prueba de monofilamento | Prueba de monofilamento
Tratamientos SW normal SW alterada
(n=255) (n=150)
ADOs, n (%) 132 (53)** 49(33)
Metformina, n (%) 120 (47)* 38 (25)
Insulina, n (%0) 55 (21)** 54 (36)
ADOs +insulina, n (%) 51 (20) 43 (29)

Significacion estadistica *p<0.05  **p<0.01
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Figura 6: Tratamientos hipoglucemiantes habituales de los pacientes con diabetes tipo 2
estudiados, clasificados segun la prueba de monofilamento SW.
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Significacion estadistica *p<0.05  **p<0.01

1.2.1.4. Parametros bioquimicos

En la tabla 9 se detallan los principales parametros bioguimicos obtenidos en
ayunas de los sujetos incluidos en el estudio, clasificados segin la prueba de

monofilamento de SW.

Como cabria esperar, los pacientes con DM tipo 2 y la prueba de monofilamento
SW alterada (n=150) presentaron de forma significativa peor control metabdlico (segun
niveles de HbAlc), mayores concentraciones de triglicéridos en ayunas y un mayor
deterioro de la funcion renal (valorada por filtrado glomerular medido segln la férmula
de Crockcroft-Gault). Resultado, este Gltimo, que podria explicar que en este grupo se

encontrara una diferencia significativa en la prevalencia de terapia con insulina.

También se encontraron diferencias significativas en otros parametros biologicos
como los niveles plasmaticos de urea y fibrindgeno. Sin embargo, no hubo diferencias

estadisticamente significativas en los niveles plasmaticos de colesterol total y sus
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fracciones, ni en las concentraciones de albuminuria o cociente albimina/creatinina al

comparar ambos grupos.

Tabla 9: Caracteristicas biologicas de los pacientes con DM tipo 2 agrupados segln presentasen
0 no la prueba monofilamento SW alterada

Prueba de monofilamento

Prueba de monofilamento

SW normal SW alterada
(n=255) (n=150)

Glucosa (mg/dl) 154,58 + 50,68 162,46 + 54,50
HbAlc (%) 7,46 +1,48 8,07 = 1,54**
Urea (mg/dI) 42,37 +21,89 49,8 +21,91*
Creatinina (mg/dl) 0,97 £0,54 1,07 £ 0,77
(Fr:f;;‘?ﬁ/ﬁ:)orr:)er”'ar 90,86 + 40,13 82,98 + 36,92*
Acido urico (mg/dl) 5,4 + 3,06 5,57 +£1,49
Colesterol total (mg/dl) 184,19 + 45,55 191,51+ 425
Trigicéridos (mg/dl) 140,76 £ 85,60 160,13 + 96,48*
cHDL (mg/dl) 47,20 + 14,46 48,18 + 12,65
cLDL (mg/dl) 114,64 + 41,80 115,47 + 34,90
Lipoproteina Apo-B (mg/dl) 90,57 £ 25,44 94,57 £ 24,73
AlbUmina (g/dl) 4,24 + 0,37 4,24 + 0,35
Fibrindgeno (g/l) 4,22 +1,09 451 +1,13*
Creatinuria (mg/dl) 74,82 £ 64,66 67,91 + 28,00
Albumina/Creatinina (mg/g Cr) 45,28 + 132,57 61,83 £ 118,06

Albuminuria (mg/24h)

68,38 + 175,82

94,45 + 190,49

Significacion estadistica *p < 0.05.

**p < 0.01.
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1.2.2. Determinacion de la asociacion de factores clasicos con el grado de

PNP

Del mismo modo, para cumplir con el objetivo 1, hemos clasificado a los sujetos
segun el grado de PNP. La cohorte de 405 pacientes quedd dividida en 4 grupos segun
los criterios de NDS; en el grupo 1 con score < 2 y por tanto ausencia de PNP quedaron
incluidos 123 pacientes, el grupo 2 con un score 3-5 y PNP leve incluyd 105 pacientes,
el grupo 3 con score 6-7 y PNP moderada incluyé 83 pacientes y, por ultimo, en el
grupo 4 con score > 8 y por tanto afectacion neuropatica grave quedaron incluidos 94

pacientes.

En los apartados siguientes se muestran, de forma similar al apartado anterior,
los datos comparativos entre los diferentes grupos de las caracteristicas generales y
antropométricas, la presencia de factores de riesgo cardiovascular y otras
comorbilidades, los tratamientos hipoglucemiantes habituales, datos obtenidos en la

historia clinica y exploracion fisica, asi como de los parametros bioldgicos evaluados.

1.2.2.1. Caracteristicas generales clinicas y antropométricas

En la tabla 10 se representan los datos clinicos de edad, distribucién por género,
duracion de la diabetes, presion arterial, IMC y perimetro de cintura de los 405

pacientes, divididos en los 4 grupos referidos.

El grado de PNP, al igual que la presencia de la misma, se relaciono de forma
significativa con la edad y la duracion de la diabetes, de forma que los pacientes de
mayor edad y mas afios de evolucion (figura 7) eran los que presentaban un mayor

grado de afectacion; y no se encontraron diferencias significativas en la distribucion por
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sexos. Se encontrdé una diferencia estadisticamente significativa con los niveles de
tension arterial sistolica, no asi con la diastolica ni con el resto de pardmetros

antropomeétricos evaluados.

Tabla 10.- Caracteristicas generales y antropométricas de los pacientes con diabetes tipo 2

estudiados, clasificados segun el grado de PNP

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=123) (n=105) (n=83) (n=94)
Edad (afios) 62,5+ 10,97 66,63 + 9,65 68,11+809 | 67,87 +10,72%*
Sexo, n (%)
Hombre 79 (64) 55 (52) 48 (58) 54 (57)
Mujer 44 (36) 50 (48) 35 (42) 40 (43)
Duracion de la 9,96 + 8,95 12,01+ 9,15 12944905 | 16,76 + 10,4**
diabetes (afios)
PAS (mmHg) | 148,87+23,11 | 153,14%22,23 | 156,44 +2197 | 15831 + 23,67*
PAD (mmHg) 8457+1257 | 8279+1279 | 8326+1092 | 83,09+ 1099
IMC (kg/m?) 30,61+ 4,75 31,02 + 5,31 2034+45 30,73 + 6,17
Perimetro de 104,85+ 10,7 | 10526+ 1154 | 103,17 +10,83 | 105,62 + 13,22
cintura (cm)

Significacion estadistica *p <0.05 **p< 0.01

Figura 7: Gréfica comparativa de la duracion de la diabetes de los pacientes con

diabetes tipo 2 estudiados, clasificados segun el grado de PNP

Duracion de la diabetes (afios)

16,76**

Grupo 1
Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Significacion estadistica **p< 0.01

61




Resultados

1.2.2.2. Factores de riesgo cardiovascular y comorbilidades asociadas

La prevalencia de diferentes factores de riesgo cardiovascular recogidos en la
historia clinica, y la presencia de comorbilidades asociadas micro y macrovasculares en
los pacientes incluidos en el estudio, clasificados en los 4 grupos definidos segun el
grado de PNP, se muestra en la tabla 11. También se muestra la presencia de una prueba

de monofilamento alterado entre los diferentes grupos.

No encontramos diferencias significativas en el consumo de tabaco o alcohol,
tampoco en la prevalencia de antecedentes de hipertension, al igual que ocurri6 con la
presencia de la misma; sin embargo, si las hubo en la presencia de dislipemia y su
tratamiento (figura 8), de forma que la dislipemia fue méas prevalente en los pacientes
que presentaron menor grado de PNP pero también fue el grupo que recibia en un

mayor porcentaje tratamiento de su dislipemia.

En relacion a las complicaciones macrovasculares no hubo diferencias
significativas ni en la presencia de antecedentes de cardiopatia isquémica ni en el ITB
expresion de la presencia de EAP. En cambio, la retinopatia una de las complicaciones
microvasculares evaluadas, si se relacion6 de forma significativa con el grado de PNP.
Por ultimo, y como esperdbamos, se encontraron diferencias significativas en la
presencia de una prueba de monofilamento de SW alterada, de forma que el porcentaje

mas elevado correspondio a los pacientes con un mayor grado de PNP (figura 9).
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Tablall.- Presencia de factores de riesgo y comorbilidades asociadas en

diabetes tipo 2 estudiados, clasificados segun el grado de PNP (criterios NDS)

los pacientes con

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=123) (n=105) (n=83) (n=94)
Fumador activo, n (%)
Si 29 (24) 13 (12) 14 (17) 23 (24)
No 94 (76) 92 (88) 69 (83) 71 (76)
Ingesta de alcohol, n (%0)
Si 17 (14) 16 (15) 11 (13) 22 (23)
No 106 (86) 89 (85) 72 (87) 72 (77)
Hipertension, n (%) 87 (71) 73 (70) 56 (67) 55 (59)
Dislipemia, n (%) 101 (82) 55 (53) 40 (48) | 44 (47)**
Tratamiento de dislipemia, n (%) 93(76) 53 (51) 36 (43) 41 (44)**
Retinopatia diabética, n (%0) 27 (22) 28 (27) 33 (40) 51 (54)**
ClI cronica, n(%) 19 (15) 12 (11) 15 (18) 22 (23)
ITB derecho 0,92+ 0,16 | 0,98+ 0,22 | 0,95+ 0,25 | 1,0+ 0,29
Monofilamento anormal, n (%) 22 (18) 31 (30) 40 (48) 57 (61)**

Significacion estadistica *p <0.05 **p< 0.01

Figura 8: Diferencias en la presencia de dislipemia y pacientes en tratamiento
hipolipemiante entre los 4 grupos de pacientes DM tipo 2 clasificados segin NDS

100
80
60
40

20

B Dislipemia %

H Tratamiento de
dislipemia %

Significacion estadistica **p< 0.01
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Figura 9: Diferencias en la presencia de retinopatia y prueba de monofilamento
alterada entre los pacientes DM tipo 2 clasificados segun criterios NDS

B Retinopatia (%)

B Monofilamento anormal (%)

Significacion estadistica **p< 0.01

1.2.2.3. Tratamientos antidiabéticos

En la tabla 12 se describen los diferentes tipos de tratamientos hipoglucemiantes
habituales de los pacientes con diabetes tipo 2 estudiados, clasificados segln el grado de
neuropatia. Los diabéticos con mayor grado de neuropatia (grupo 4) presentaron de
forma significativa un mayor porcentaje de pacientes insulinizados, y al contrario, un
menor porcentaje de pacientes tratados solo con hipoglucemiantes orales, incluida la

metformina (figura 10).

Tabla 12.- Tratamientos hipoglucemiantes habituales de los pacientes con diabetes tipo 2
estudiados, clasificados segun el grado de PNP (criterios NDS)

. Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Tratamientos (n=123) (n=105) (n=83) (n=94)
Agentes orales, n (%) 74 (60,1)** 53 (50,5) 33(39,8) 21 (22,3)
Insulina, n (%0) 15 (12,2) 16 (15,2) 32 (38,6) 47 (50)**
ADOs +insulina, n (%) 26 (21,1) 28 (26,6) 15 (18,1) 25 (26,6)

Significacion estadistica **P < 0.01
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Figura 10: Tratamientos hipoglucemiantes habituales de los pacientes con
diabetes tipo 2 estudiados, clasificados segun NDS
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Tratamiento con  Tratamiento con Tratamiento ADOs
agentes orales insulina +insulina

Significacion estadistica **P < 0.01

1.2.2.4. Parametros bioquimicos

En la tabla 13 se detallan los parametros bioquimicos méas relevantes para
nuestro estudio obtenidos en ayunas de los pacientes incluidos en el estudio,
clasificados de igual forma en 4 grupos segun el grado de neuropatia (criterios NDS).
Como cabria esperar, los niveles de HbAlc fueron significativamente mas elevados en
pacientes con un mayor grado de PNP, poniendo de manifiesto que un peor control
metabolico estd asociado tanto con la presencia de PNP, como vimos en el apartado

anterior, como con el grado de la misma.

Igualmente, encontramos diferencias significativas en parametros indicativos de
funcién renal tales como urea, creatinina, filtrado glomerular calculado segin la formula
de Cockcroft-Gault y albuminuria, de forma que los pacientes con mayor afectacion
neuropatica segun NDS presentaban un mayor deterioro de la funcién renal expresado
tanto por la presencia de albuminuria (44,44 £ 161,06 mg/24h, 60,58 + 129,75 mg/24h,
72,52 + 126,391 mg/24h, 48,34 + 268,05 mg/24h, p 0.001), como por una caida del
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filtrado glomerular (100,82 + 43,42 ml/min, 89,45 + 34,54 ml/min, 81,34 + 31,75
ml/min, 75,59 £ 39,37 ml/min, p 0.000). También es en este grupo donde se da una

mayor prevalencia de tratamiento con insulina.

Respecto al perfil lipidico, a diferencia de la presencia de PNP, los pacientes con
mayor grado de neuropatia si presentaban un peor perfil, con diferencias significativas
tanto en los niveles de LDL (103,09 £+ 36,55 mg/dl, 118,73 + 40,45 mg/dl, 121,92 +
41,96 mg/dl, 119,81 + 35,86 mg/dl, p 0.0019), como de apolipoproteina B (86,66 +
25,17 mg/dl, 91,68 + 21,68 mg/dl, 93,84 + 26,33, 97,99 £ 26,94, p 0.017) y de
triglicéridos (150,85 + 92,32 mg/dl, 127,29 + 58,26 mg/dl, 159,37 + 111,04, 158,02 +

94,02, p 0.048).
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Tabla 13.- Pardmetros bioguimicos en los pacientes con DM2 clasificados segln el grado de

PNP (segun criterios NDS)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

(n=123) (n=105) (n=83) (n=94)
Glucosa (mg/dl) 149,47 + 47,79 | 156,68 + 50,68 | 165,87 + 56,63 | 161,54+54,57
HbA1c (%) 751 + 1,49 7.37 1,39 792+156 | 808 +1,62**
Urea (mg/dl) 4361+ 16,62 | 42,04+17,86 | 44,96+ 18,45 | 50,06+32,66*
Creatinina (mg/dl) 0,93 +£0,36 0,92 + 0,32 0,95+0,26 1,28 + 1,15**
Filtrado glomerular | 154 g5 4 4349 | 8945+ 3454 | 81,34+ 3175 | 75,6+39,37%*
(ml/min/hora)
Acido Grico (mg/dl) 557 + 1,58 503 + 144 537+ 145 591 + 4,62
CT (mg/dI) 178,59 + 40,66 | 186,82 + 42,01 | 195,43 + 4455 | 190,39+50.48
TG (mg/dl) 150,85 + 92,32 | 127,29 + 58,26 | 159,37 +111,04 | 158,0+94,02*
HDL-c (mg/dl) 4803+ 1407 | 4851+13.24 | 4826+158 | 4532+11,98
LDL-c (mg/dI) 103,00 + 36,55 | 118,73+ 40,45 | 121,92 + 41,96 | 119,8+35 9**
Lipoproteina Apo-B | g5 664 9517 | 91,68+ 21,68 | 93,84+ 2633 | 970 + 26,94
(mg/dl)
Protefnas totales (g/dl) | 7,22 + 0,45 7324057 7384065 | 7,52+0,75%*
Albdmina (g/dl) 43+0,29 421 +0,36 419 +0.38 4,25 +0.44
Creatinuria (mg/dl) | 79,92+ 38,10 | 78,84+ 89,31 | 62,52+ 23,45 | 62,18 + 22,63
Albumina/Creatinina | \1 g9 4 195 07 | 47,13+ 111,16 | 96,24 + 162,60 | 35,46 + 72,06
(mg/g Cr)
Albuminuria (mg/24h) | 44,44 + 161,06 | 60,58 + 129,75 | 72,52 + 126,30 | 148,3+268**

Significacion estadistica *p < 0.05 **p < 0.01
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1.3. Objetivo n° 2: Asociacion de los niveles de homocisteina

plasmatica con la presencia 'y grado de PNP.

1.3.1. Asociacion de los niveles de homocisteina plasmatica con la

presencia de PNP

Para cumplir con el objetivo n® 2 hemos dividido primero a los sujetos en dos
grupos segun la prueba de monofilamento de SW. Como vimos en el analisis de las
caracteristicas generales 150 pacientes presentaron la prueba alterada, de ellos 84

varones y 66 mujeres.

La tabla 14 muestra los niveles plasmaticos obtenidos de homocisteina, vitamina
B12 y écido folico, asi como los datos ya reflejados previamente de edad, genero, IMC,
HbAlc y filtrado glomerular de los pacientes agrupados segun la prueba de
monofilamento alterada. Se encontraron unas concentraciones plasmaticas de
homocisteina significativamente méas elevadas en los pacientes con prueba de
monofilamento de SW alterada (figura 11), no asi las concentraciones de vitamina B12
y acido folico. Ademaés, estas diferencias se mantuvieron al corregir por edad, sexo,
tabagquismo, ingesta de alcohol y aclaramiento renal. Es conocido que a mayor edad,
consumo de tabaco, ingesta de alcohol y menor aclaramiento, las concentraciones
plasméaticas de homocisteina se elevan; del mismo modo, en nuestro estudio
encontramos que los valores plasmaticos de homocisteina se relacionaron de forma
significativa con la edad (r = -0.231, p < 0.001) y con el aclaramiento de creatinina (r -
0.358, p < 0.001). No se relacionaron con el grado de control glucémico, el tabaquismo,

los valores de albuminuria ni el tiempo de evolucion de la enfermedad.
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Tabla 14.- Niveles plasmaticos de homocisteina, acido fdlico y vitamina B12, y otros factores
clasicos, de los pacientes con DM tipo 2 agrupados segln presentasen 0 no la prueba de

monofilamento SW alterada

Prueba de monofilamento | Prueba de monofilamento
de SW normal de SW alterada
(n=255) (n=150)
Acido félico (nmol/l) 10,76 + 4,28 11,49 + 4,65
Vitamina B12 (pmol/l) 523,06 = 306,30 511,15 + 278,73
Homocisteina (umol/l) 12,22 + 4,48 13,64 + 4,93**
Edad (afios) 64,89 (+ 10,74) 67,79 £ 9,62*
Sexo, n (%)
Hombre 152 (60) 84 (56)
Mujer 103 (40) 66 (44)
Duracion de la diabetes (afios) 11,04 (+ 8,63) 15,46 + 10,69**
IMC (kg/m?) 30,54 (£5,27) 30,37 £5,15
HbA1c (%) 7,46 +1,48 8,07 + 1,54**
Filtrado glomerular 90,86 + 40,13 82,98 + 36,92*
(ml/min/hora)

Significacion estadistica: *p < 0.05 **p < 0.01

Figura 11: Diferencias
homocisteina plasmatica entre

los niveles de

los pacientes

diabéticos clasificados segun la presencia de PNP
por la prueba de monofilamento de SW

Homocisteina

a (kmol/l)

15 | **p<0,01
<

§_0 _

5

0 -

Monofilamento de SW  Monofilamento de SW
normal alterada

Significacion estadistica: **p < 0.01
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1.3.2. Analisis de regresion multiple

Al realizar una regresion logistica introduciendo como variable dependiente la
prueba de monofilamento alterada y como independientes la edad, los afios de evolucién
de la diabetes, el tabaco, la ingesta de alcohol, la presencia de vasculopatia, el
aclaramiento de creatinina, la HbAlc y las concentraciones plasmaticas de
homocisteina, permanecieron todas en el modelo excepto el tabaco, la ingesta de
alcohol, la presencia de vasculopatia y el aclaramiento de creatinina. Por cada
incremento en un 1% de la HbAlc, el riesgo de prueba patolégica fue del 28%, mientras
que por cada elevacién de 1 umol/I en las concentraciones plasmaticas de homocisteina,

el riesgo de prueba patologica se incremento un 8% (tabla 15).

Tabla 15: Regresion logistica teniendo como variable dependiente la prueba de monofilamento
alterada y como independientes la edad, los afios de evolucion de la diabetes, la HbAlc, la
homocisteina plasmatica, el filtrado glomerular, el tabaquismo, la ingesta de alcohol y la
presencia de vasculopatia.

B Sig. EXP (B)
Edad (afios) 0,036 0,026 1,037
Evolucion (afios) 0,041 0,001 1,042
HbA1c (%) 0,274 0,001 1,315
Homocisteina (umol/) 0,079 0,003 1,083
Filtrado glomerular (ml/min/h) 0,006 0,132 1,006
Tabaquismo -0,049 0,736 1,050
Alcohol -0,136 0,682 0,873
Vasculopatia 0,571 0,069 1,770
Constante -7,184 0 0,001
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1.3.3. Asociacion de los niveles de homocisteina plasmética con el grado

de PNP

Siguiendo con el objetivo 2 clasificamos a los sujetos segun el grado de PNP
con los criterios NDS, quedando agrupada la cohorte de 405 diabéticos en los 4 grupos

ya mencionados.

En la tabla 16 se reflejan los datos comparativos entre los 4 grupos de los
niveles plasméticos obtenidos de homocisteina, vitamina B12 y acido fdlico, asi como
los datos ya reflejados previamente de edad, genero, IMC, HbA1c y filtrado glomerular.
Cuando analizamos la relacion entre niveles de homocisteina plasmatica y grado de
PNP observamos que hubo una diferencia significativa entre los diferentes grupos,
siendo mas elevados en el grupo con mayor afectacién neuropatica (12,91 + 4,96
pmol/l, 11,91 £ 3,75 pmol/l, 12,34 £+ 3,88 umol/l , 13,99 £ 5,76 umol/l, p 0.022) (figura
12); sin embargo, a diferencia de lo que ocurrié con la relacion entre homocisteina
plasmética y la presencia de PNP segun la prueba de monofilamento de SW, en la
regresion lineal no se logré mantener una diferencia significativa e independiente tras
correccion por los diversos factores estudiados. Tampoco encontramos diferencias

significativas entre los diferentes grupos en los niveles de acido folico y vitamina B12.
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Tabla 16: Niveles plasmaticos de homocisteina, acido félico y vitamina B12, y otros factores
clasicos, de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 agrupados segln el grado de PNP

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=123) (n=105) (n=83) (n=94)
Acido félico (nmol/l) 10,77 + 3,63 11,13+ 4,55 10,85 + 4,49 11,49+ 5,24
Egrt]fgl“/'lr)‘a B12 502,10 + 242,27 | 554,93 + 376,54 | 516,21 + 284.78 | 499,55 + 251 54
Homocisteina 1291+496 | 11,91+375 | 1234+388 | 13,99 +5,76*
(umol/)
Edad (afios) 625+1097 | 66,63+9,65 | 6811+899 |67,87+1072**
Sexo, n (%)
Hombre 79 (64) 55 (52) 48 (58) 54 (57)
Mujer 44 (36) 50 (48) 35 (42) 40 (43)
Duracion de la 9,96 + 8,95 1201+915 | 12,94+905 | 16,76 + 10,4%*
diabetes (afios)
IMC (kg/m?) 30,61+475 | 31,02+531 2034+ 45 30,73+ 6,17
HbALc (%) 7,51+ 1,49 7,37 +1,39 792+156 | 808+1,62%*
Filtrado glomerular | 40,654 4342 | 8945+ 3454 | 81,34+ 31,75 | 75,59 + 39.37%*
(ml/min/hora)

Significacion estadistica: *p < 0.05 **p < 0.01

Figura 12: Diferencias de los niveles de homocisteina plasmética entre
los pacientes diabéticos clasificados segun criterios NDS.
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Significacion estadistica: *p < 0.05
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2. Parte Segunda:

Asociacién del estrés oxidativo con el grado de PNP en un subgrupo de

pacientes diabéticos de nuestra cohorte (Objetivo 3)

2.1. Caracteristicas generales del subgrupo estudiado

Para cumplir con nuestro tercer objetivo, seleccionamos de forma aleatoria a 58
sujetos de la cohorte completa de 405 pacientes, con y sin presencia de PNP segun
criterios NDS (n=29 para ambos grupos), apareados por genero, edad, IMC, HbAlc y
filtrado glomerular, dado que estos parametros influyen como ya sabemos en el nivel de
estrés oxidativo. Se trata como hemos comentado previamente de un disefio de

casos/controles anidado.

En la tabla 17 se presentan las caracteristicas generales del subgrupo de 58
sujetos seleccionados por muestreo aleatorio, 40 varones y 18 mujeres, cuya edad media
fue de 67,02 £ 7,72 afios y una duracion media de su diabetes de 11.83 £ 10,33 afios,
siendo muy parecida a la cohorte completa salvo la distribucion por género, con un

mayor predominio de varones en el subgrupo.

El peso medio de los pacientes se encontraba en niveles de obesidad grado 1
segun el IMC y su perimetro de cintura también esta por encima del rango normal,
similar a la cohorte completa. Como puede observarse, 31 de los 58 pacientes (53,4%)
presentd un test de monofilamento alterado frente al 37% de la cohorte completa y un

28 % presentaba antecedentes de retinopatia diabética. EI ITB medio fue 0.86 + 0.17,
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inferior a la cohorte completa, y un porcentaje mayor (22.4 %) tenia antecedentes de
cardiopatia isquémica, reflejo de una mayor prevalencia de complicacion macrovascular

en el subgrupo seleccionado.

Respecto al tratamiento, hubo un porcentaje mas bajo de pacientes en

tratamiento con insulina respecto a la cohorte.
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Tabla 17.- Caracteristicas generales, clinicas y antropométricas del grupo completo de los 58

sujetos seleccionados

Poblacion diabética estudiada

n=58
Edad (afios) 67,02+7,72
Sexo, n (%)
Hombre 40 (69)
Mujer 18 (31)
Duracion de la diabetes (afios) 12,33+ 10,33
PAS (mmHg) 150 + 18,0
PAD (mmHog) 82,21 +11,99
IMC (kg/m?) 31,09 +5,08
Perimetro de cintura (cm) 108,35 + 10,36
Fumador activo, n (%0)
Si 7(12)
No 51 (88)
Ingesta de alcohol, n (%0)
Si 7 (12)
No 51 (88)
Hipertension, n (%) 45 (77,6)
Dislipemia, n (%) 42 (72,4)
Tratamiento de dislipemia, n (%0) 37 (63,8)
Retinopatia diabética, n (%) 16 (28,1)
Cardiopatia isquémica crénica, n(%o) 13 (22,4)
ITB derecho 0,86 +0,17
Test monofilamento SW
Normal 27 (46,6)
Alterado 31 (53,4)
Tratamiento con agentes orales, n (%) 36 (62)
Tratamiento con insulina, n (%) 10 (17)
Tratamiento con ADOs + insulina, n(%o) 12 (21)
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Los principales pardmetros bioquimicos estan recogidos en la tabla 18. Los
pacientes del subgrupo, de forma similar a la cohorte completa, presentaban un
aceptable control metabdlico, con una media de HbAlc de 7,7 £ 1.64%; una funcién
renal conservada reflejada por una media de filtrado glomerular, calculado por la
formula de Crockcroft, de 91.62 =+ 36.8 ml/min/hora, aunque con presencia de
microalbuminuria > 30 mg/dia. También los niveles medios de colesterol total y

triglicéridos fueron similares a los de la cohorte completa.

Tabla 18.- Parametros bioldgicos destacados del subgrupo de 58 pacientes

Poblacion diabética estudiada
n=58
Glucosa (mg/dl) 165,18 + 52,8
HbAlc (%) 7,70+ 1,64
Creatinina (mg/dl) 1,00 £ 0,39
Filtrado glomerular (ml/min/hora) 91,62 + 36,8
Colesterol total (mg/dl) 185,14 + 38,63
Trigicéridos (mg/dl) 146,77 £ 73,74
AlbUminuria/creatinuria 59,94 £ 118,76

2.2. Descriptivo de casos y controles

Como ya hemos expuesto, el subgrupo de 58 pacientes constituye un grupo
casos y controles anidado dentro de la cohorte completa, donde consideramos casos a
aquellos pacientes con presencia de PNP segun criterios NDS (grupo 2, n=29) y
controles a los pacientes con ausencia de PNP (grupo 1, n=29), ajustados por género,

edad, IMC, HbA1c y funcion renal.
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En la tabla 19 se presentan las caracteristicas generales, clinicas y
antropomeétricas de los casos y de los controles. Como puede observarse, los controles
son similares a los casos en la distribucion por grupos de edad, por sexo y por IMC, lo
que indica la eficacia del emparejamiento respecto a dichos parametros. No hubo una
diferencia significativa de la distribucion por sexos entre ambos grupos aunque puede

observarse un predominio de varones frente a mujeres

Encontramos diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en
el tiempo de evolucion de la diabetes, del mismo modo que en la cohorte completa, los
pacientes con presencia de PNP segun criterios NDS presentaban una diabetes de mas

larga evolucion.

También, como cabria esperar, se encontraron diferencias significativas en el
test de monofilamento, de forma que el grupo con PNP present6 una mayor prevalencia
en la prueba de monofilamento de SW alterada. Hubo diferencias significativas en la
prevalencia de dislipemia entre ambos grupos, sin embargo, no se encontraron en la
prevalencia de retinopatia aunque con una p de 0.06, y tampoco en las complicaciones
macrovasculares, tanto en la prevalencia de cardiopatia isquémica como en el ITB,

indicador de vasculopatia periférica.
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Tabla 19: Caracteristicas generales, clinicas y antropométricas de los casos y controles incluidos

en el estudio de EO

Grupo 1 (n=29)

Grupo 2 (n=29)

Edad (afios) 65,93 + 8,43 68,1+6,9
Sexo, n (%)
Hombre 21 (72) 19 (66)
Mujer 8 (28) 10 (34)
Duracién de la diabetes (afios) 9,69 + 8,00 14,97 + 11,77**
PAS (mmHg) 148,97 + 15,63 151,03 + 20,33
PAD (mmHg) 84,93 + 10,65 79,48 + 12,81
IMC (kg/m?) 30,70 + 5,31 31,49 + 4,92
Perimetro de cintura (cm) 107,03 £ 9,98 109,66 + 10,74
Fumador activo, n (%0)
Si 5(17) 2(7)
Ex-fumador 13 (45) 16 (55)
No 11 (38) 11 (38)
Ingesta de alcohol, n (%0)
Si 5(17) 2(7)
No 24 (83) 27 (93)
Hipertension, n (%) 23 (79) 22 (76)
Dislipemia, n (%0) 25 (86) 17 (59)*
Tratamiento de dislipemia, n (%0) 21 (72) 16 (55)
Retinopatia diabética, n (%) 5(@7) 11 (38)F
Test de monofilamento alterado 9 (31) 22 (716)**
Cardiopatia isquémica crénica, n(%o) 5(7) 8 (28)
ITB derecho 0,88 +0,16 0,84 +0,18
Antecedente de Ulcera 0 (0) 5(15)
Tratamiento solo dieta 3 (10) 1(3)
Tratamiento con ADOs 18 (63) 14 (49)
Tratamiento con insulina 3(10) 7 (24)
Tratamiento con insulina+ADOs 5(@17) 7 (24)

Significacion estadistica: *p < 0.05, **p < 0.01, 1p=0.06
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2.3. [Estudio comparativo de los marcadores de estrés oxidativo y

parametros biologicos destacados entre casos y controles.

Medimos el estrés oxidativo, como se expuso en el apartado de métodos,
mediante la determinacion de glutation reducido y oxidado y su ratio GSH/GSSG, y de
los niveles de malonildialdehido, cuyos resultados se presentan en la tabla 20, junto al

resto de parametros destacados.

Como podemos observar, no hay diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de HbAlc ni en el filtrado glomerular, por tanto asumimos que controles y
casos son similares, lo que indica la eficacia del emparejamiento también respecto a
dichos parametros. Si se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de GSH vy su ratio GSH/GSSG (p< 0.05) entre los dos grupos (figura 13), de
forma que los pacientes con ausencia de PNP presentaron niveles mayores respecto a
los pacientes con presencia de PNP grave, reflejando en estos un incremento del estrés
oxidativo; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de

MDA.

Por ultimo, no encontramos diferencias significativas en el resto de pardmetros
biologicos expuestos, ni en el perfil lipidico, ni tampoco en los niveles de

microalbuminuria.

En el andlisis de correlacion encontramos que ni los niveles de GSH ni la ratio
GSH/GSSG se correlacionaron de forma significativa con la edad, IMC, tiempo de
evolucion de la diabetes, ITB, ni con los niveles de glucemia, HbAlc, filtrado

glomerular y el cociente albumina/creatinina en orina.
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Tabla 20.-Comparativa de marcadores biol6gicos y EO de los casos y controles

Grupo 1 Grupo 2
(n=29) (n=29)
GSH nmol/ml 22,40 £ 2,57 18,35 + 4,19*
GSSG nmol/ml 3,46 £ 0,29 3,35+0,37
GSH/GSSG 6,52 + 0,96 5,54 +1,41*
MDA nmol/ml 1,84 +0,16 1,78 +0,20

Glucosa (mg/dl)

152,04 + 49,60

177,86 *53,52

HbALc (%) 7,50 +1,69 7,89 +1,59
Creatinina (mg/dl) 0,99 +0,36 1,01 £0,43
Filtrado glomerular 93,10 + 36,67 90,20 + 37,51
(ml/min/hora)

CT (mg/dl) 184,46 + 40,31 185,79 + 37,63
TG (mg/dl) 146,11 + 78,76 147,41 + 69,95
HDL-c (mg/dI) 48,82 + 14,30 47,31 +8,76
Albumina/Creatinina orina 35,60 + 56,29 82,53 + 153,80

Significacion estadistica: *p < 0.05

Figura 13: Diferencia en la ratio GSH/GSSG entre
pacientes con DM tipo 2 con y sin PNP segun criterios

NDS.
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1. Importancia del estudio.

La polineuropatia diabética, presente tanto en la diabetes tipo 1 como en el tipo
2%, es, sin duda, la complicacién microvascular con un mayor efecto deletéreo tanto en
la supervivencia como en la calidad de vida del diabético>®. Nuestro trabajo de

14,15

investigacion ha usado una definicién de PNP similar a la de otros protocolos™™ ™, y un

37% de los pacientes presentaron PNP, siendo > 40% moderada-grave, frecuencia

similar a la observada en otros estudios'*%2%,

Existen varias razones por las que su estudio, y sobre todo, de los posibles
mecanismos fisiopatologicos implicados en su aparicion y desarrollo, tiene un especial
interés. La primera es la gran variabilidad clinica, aunque la mayoria de los pacientes
llegaran a presentar algin tipo de alteracién sensitiva y/o dolor® se estima que casi la
mitad permaneceran asintomaticos durante un tiempo prolongado y sin embargo, en
riesgo de sufrir lesiones o traumas en sus pies que deriven en consecuencias tan graves
como la amputacion®. La segunda es que se ha observado una incidencia casi tan
elevada en pacientes sin diagnéstico previo de diabetes como en aquellos con

diagndstico establecido®™°

, sugiriendo un mecanismo fisiopatolégico ya presente
durante la fase silente de la diabetes. Por altimo, la irreversibilidad para la neuropatia
establecida, junto al hecho de disponer Gnicamente de tratamientos sintomaticos con

reducida efectividad para evitar su progresion.

En el presente trabajo se estudia la relacion de la presencia y grado de PNP con
factores clasicos, algunos de ellos modificables, pero se da un nuevo paso en la
busqueda de factores mas novedosos con el estudio de los niveles de homocisteina
plasmatica en un amplio grupo de poblacion diabética con y sin PNP y, ademas, en un

subgrupo de pacientes, hemos valorado la relacion de la presencia de PNP con el estrés
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oxidativo, ambos factores propuestos por varios autores como posibles dianas

terapéuticas™ ®.

2. Asociacion de factores clasicos con la presencia y gravedad de la

neuropatia diabética.

Nuestro trabajo de investigacion, al igual que en estudios previos, ha mostrado
como, tanto la presencia de PNP, evaluada por la prueba del monofilamento de SW
alterada, como el grado de la misma segun criterios NDS se asocian con mayor edad,
duracién de la diabetes y peor grado de control glucémico, asi como con la coexistencia

de otras complicaciones microvasculares, como la retinopatia y la nefropatia’'%%,

La edad y la duracion de la diabetes son 2 factores no modificables, no asi los
niveles de HbAlc, reflejo del grado de control metabdlico, que en nuestro estudio
predijeron, por cada incremento de un 1%, un 28% de riesgo de presentar PNP, e
igualmente se asocié con el grado de PNP; datos acordes a otros estudios donde las
cifras elevadas de la HbAlc se asociaron de forma independiente con la presencia y
progresion de la PNP tanto en DM tipo 1%® como tipo 2%"%. Ademés, el tratamiento
intensivo para la optimizacion de la HbAlc evita la progresion de la PNP, como
demostraron los estudios DCCT y UKPDS?®?’, mejorando sensibilidad vibratoria y
velocidad de conduccion nerviosa®, aunque los datos sugieren un menor beneficio para
los DM tipo 2 y una irreversibilidad para la neuropatia establecida a pesar de una

mejoria del control metabélico y de factores de riesgo vascular?.

No observamos una asociacion con factores de riesgo vascular como el

tabaquismo, la hipertension y la obesidad, valorada segun el IMC. Sin embargo, los
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niveles de tension arterial sistélica se relacionaron de forma significativa con el grado
de PNP. Tambieén, la presencia de dislipemia, su tratamiento y el perfil lipidico se
asociaron de forma significativa con el grado de PNP, de forma que los pacientes con
mayor afectacion neuropatica presentaban en su historial clinico antecedentes de
dislipemia, en su mayoria en tratamiento hipolipemiante, y unos niveles mas elevados
de LDL, apo B Yy triglicéridos, pero solo los ultimos se relacionaron también con su
presencia segun el test de monofilamento de SW. Es probable que la discrepancia con
resultados previos de nuestro grupo de trabajo*? sean debidos a tamafio poblacional y
que a pesar de dichas diferencias entre grupos, los valores medios se mantenian en todos
ellos dentro de los rangos recomendados gracias a tratamiento dietético y
farmacoldgico.

También existen discrepancias en la asociacion de la PNP con otros factores de

riesgo cardiovascular en diferentes estudios®>®"

, en probable relacién a la diversidad
de los criterios de seleccion usados como a la heterogeneidad de factores genéticos,
dietéticos, etc.. de los grupos de poblacion estudiados. Asi en la prolongacion del
estudio EURODIAB realizado en una amplia poblacién de DM tipo 1°* la incidencia de
PNP se asocio tanto al peso, tabaco, dislipemia (niveles altos de triglicéridos y bajos de
cHDL) como a la hipertensién, aunque esta ultima solo si se incluia la neuropatia
autonomica. Sin embargo, en estudios de poblacion con DM tipo 2 o cuando se incluyen
ambos tipos de diabetes, mientras algunos autores no encuentran una asociacion de la
PNP con la presencia de hipertension o el peso pero si con el consumo de tabaco y un
perfil lipidico alterado™, en otros estudios no se observéd una asociacién con el

87,92

tabaco o el peso®, o incluso con ninguno de los factores de riesgo cardiovascular

habituales®.

85



Discusion

Por otra parte, y como cabria esperar, hemos encontrado que la presencia y
grado de PNP se relaciona con una mayor prevalencia de otras complicaciones
microvasculares como la retinopatia y la nefropatia, esta ultima puesta de manifiesto por
una mayor presencia de microalbuminuria y una caida del filtrado glomerular,

resultados similares a otros estudios!®®

, sugiriendo la existencia de factores
fisiopatoldgicos de dafio del endotelio vascular y celular comunes, y la necesidad de
identificar a grupos de pacientes diabéticos de alto riesgo®. Sin embargo, a diferencia

de otros autores®®!

, en nuestro estudio no hubo una asociacion con complicaciones
macrovasculares como la cardiopatia isquémica ni con la vasculopatia periférica, ya que
en ningun caso se aprecié diferencias significativas en el ITB entre los diferentes

grupos.

Por ultimo, observamos que los pacientes con presencia y mayor grado de PNP
tenian una mayor prevalencia de tratamiento con insulina, resultados acorde a otros

estudios®

, probablemente por un mayor deterioro tanto de la funcion pancreética en
relacién al mayor tiempo de evolucién como de la funcion renal que condiciona el inicio

de insulinizacion en estos pacientes.

En conclusion, hemos visto que la optimizacion del control metabolico, que adn
supone un reto en un alto porcentaje de pacientes a pesar de la introduccion de nuevas
lineas de tratamiento hipoglucemiante, y posiblemente la deteccion y control de otros
factores de riesgo cardiovascular pueden evitar o al menos retrasar la progresion de
PNP; sin embargo, aun con niveles de HbAlc <7% y corto tiempo de evolucion de la
diabetes se desarrollan complicaciones microvasculares sugiriendo la presencia de otros

mecanismos patogénicos.
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3. Asociacion entre la presencia y gravedad de neuropatia diabética

con los niveles de homocisteina plasmatica.

Siguiendo la busqueda de nuevos factores patogénicos de la neuropatia
diabética, en nuestro estudio hemos encontrado como otro factor modificable, las
concentraciones elevadas de homocisteina plasmatica, se relacionaron con la presencia
y grado de PNP. Ademas, en el caso de la presencia de PNP, evaluada por la prueba
alterada del monofilamento de SW, esta asociacion se mantuvo al incluir en el analisis
multivariante potentes predictores conocidos como la edad, el sexo, el tiempo de
evolucion de la diabetes, el grado de control glucémico, el tabaquismo, la ingesta de
alcohol y el aclaramiento renal.

La asociacién entre hiperhomocistinemia y complicaciones macrovasculares esta

claramente establecida, asi hoy es considerada un factor de riesgo para la enfermedad

31,93 33,94,95

cardiovascular’™°y la enfermedad arterial periférica , aunque con diferencias entre
géneros**®. Diferentes estudios han relacionado los valores elevados de homocisteina
plasmaética con la angiopatia, en relacion a lesion del endotelio vascular mediado por un
incremento del EO, la activacién de mediadores inflamatorios de la pared vascular, la
alteracion de la funcion plaquetaria y una disminucién de la produccion de NO y la
consiguiente vasoconstriccion, siendo la homocisteina un potente factor de disfuncion

3143 pero también microvascular*. Asi, estas lesiones

endotelial y lesion macrovascular
vasculares producidas por arteriosclerosis oclusiva de pequefios vasos pueden producir
isquemia en la vaina de mielina, contribuyendo a desarrollar la lesion del nervio
periférico. Ademas, estudios in vitro han mostrado un efecto neurotoxico directo de la

44,45

hiperhomocisteinemia***, posiblemente mediado por el estrés oxidativo*. Estas
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alteraciones relacionadas con niveles elevados de homocisteina podrian explicar los
resultados de nuestro estudio al asociarse con el dafio del tejido nervioso periférico.

En este sentido, apoyando nuestros resultados, diferentes estudios
epidemioldgicos han mostrado como en pacientes con DM tipo 2 existia una asociacion
independiente de las concentraciones elevadas de homocisteina con la presencia de
neuropatia’®®, de forma que el riesgo de neuropatia se duplicaba para valores de
homocisteina de 13 pmol/l frente a niveles de 9 pumol/l, asi por cada 5 mmol/l de
incremento de la homocisteina sérica la odds ratio (OR) para PNP fue de 2,6.
Resultados similares han sido publicados por nuestro grupo de trabajo, encontrando que
por cada incremento de 1 umol en plasma de homocisteina hubo un aumento del 23%
del riesgo de polineuropatia en diabéticos tipo 2*. Recientemente, en poblacién asiatica,
se ha encontrado una asociacion similar de las concentraciones de homocisteina con la
PNP evaluada por criterios clinicos y confirmada con criterios electrofisioldgicos®. No
todos los autores han obtenido resultados similares; un subanalisis del estudio Hoorn no
encontrd una asociacion entre niveles altos de homocisteina y neuropatia tras ajustar por
factores de riesgo conocidos®, tampoco se consigui6 establecer dicha asociacién en
otros trabajos®®3’. Sin embargo, podemos decir que existen suficientes evidencias
clinicas y experimentales en la actualidad que apoyan la asociacion entre
concentraciones elevadas de homocisteina y la presencia y desarrollo de PNP.

Del mismo modo, esta asociacion se ha observado con otras complicaciones

138

crénicas microvasculares tanto en DM tipo 1* como tipo 2% lo que apoya la existencia

de un mecanismo comtn mediado por la lesién de la microcirculacion®. Asi los niveles
de homocisteina plasmatica se han asociado de forma independiente a la presencia de

100,101

microalbuminuria, marcador de nefropatia incipiente , también con la presencia de
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retinopatia con una OR para hiperhomocistinemia de 4,24 y 1,16 para retinopatia
H H : : H 102,103
proliferativa y no proliferativa, respectivamente .
Por otro lado, nuestro grupo publico recientemente cémo las concentraciones
elevadas de homocisteina plasmatica se asociaron de forma independiente con la
presencia de Glcera en el pie diabético®®. En este sentido, es también explicable cémo

estos valores elevados de homocisteina se asociaron con el mas potente predictor de

riesgo de ulceracion, como es la prueba alterada del monofilamento de SW*.

Aunque algunos autores plantean que la hiperhomocistinemia podria tratarse de
un mero marcador mas que de una diana terapéutica, pensamos que nuestros resultados
tienen un importante valor clinico.

En primer lugar, porque se ha mostrado como farmacos cominmente usados en
el tratamiento de la DM tipo 2 pueden elevar las concentraciones plasmaticas y séricas
de la homocisteina y empeorar la PNP. Asi, la metformina puede incrementar la

P%4 Ademas, en el estudio FIELD, los fibratos elevaron

homocisteina y agravar la PN
la homocisteina, sin que se sepa cual puede ser la consecuencia en estos pacientes
tratados a medio-largo plazo'®*®. No recogimos en nuestro estudio la toma de fibratos
y/o estatinas, que fue categorizada en el protocolo de recogida de datos como
tratamiento de la dislipidemia, lo que limita la interpretacion de los resultados en este
sentido. Son necesarios estudios dirigidos para adecuar la seleccion de farmacos en el
paciente diabético, reduciendo sus potenciales efectos colaterales.

En segundo lugar, porque las concentraciones plasmaticas de homocisteina son
facilmente modificables con suplementos vitaminicos e intervenciones dietéticas. La
ingesta diaria de 400 mg de &cido félico, 2,4 mg de vitamina B12 y 1,7 mg de vitamina
B6 se asocié con valores normales-bajos de homocisteina en la poblacién general'®’.

Varios ensayos clinicos con suplementos de vitamina B12 y/o &cido félico a dosis altas
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han fallado en demostrar un efecto beneficioso en la prevencién de enfermedad
cardiovascular'® y cerebrovascular’®, o en la progresion de complicaciones

microvasculares como la nefropatia®®

, a pesar de lograr un descenso de los niveles
plasmaticos de homocisteina posiblemente en relacion a la presencia de factores de
confusion y/o un numero pequefio de pacientes que reduce la potencia estadistica de los
resultados***. Sin embargo, diversos estudios con triple asociacién de acido flico-B12-
B6 han mostrado una mejoria en el control del dolor neuropatico en el paciente

diabético™?, e incluso de la sensibilidad tras 1 afio de tratamiento™®

objetivada por el
incremento de densidad de fibra nerviosa en biopsia cutanea'*. Recientemente se han
propuesto otras estrategias diferentes a los suplementos vitaminicos a través del
aumento de la eliminacion renal de homocisteina 0 su conversion hepatica a
cistefna>**®,

Por tanto, nuestros resultados y los obtenidos por otros autores apoyarian la idea
de recomendar dietas, como la mediterrdnea, con alimentos ricos en estos
micronutrientes en pacientes con DM tipo 2, si bien son necesarios mas estudios de

intervencion nutricional o con suplementos farmacoldgicos de estos micronutrientes que

apoyen su introduccién en protocolos de manejo clinico de la PNP.

4. Asociacion de marcadores de EO con la presencia de PNP.

Otro de los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en la aparicién y desarrollo
de la neuropatia diabética que ha cobrado fuerza en los Gltimos afios es el incremento
del estrés oxidativo. Aunque ninguna teoria es capaz de explicar por si sola la patogenia
de la PNP, se ha propuesto como punto de partida clave para la activacion de todas las

otras vias implicadas en la patogénesis de las complicaciones diabéticas a un unico
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proceso: la sobreproduccion de especias reactivas (ROS) a nivel mitocondrial y en
consecuencia, el incremento de EO, inducida por la oxidacion intracelular de los niveles
elevados de glucosa en el paciente diabético®®. En este sentido, altos niveles de peroxi-
nitrato y otros radicales libres fueron encontrados tanto en fluidos biologicos como en
leucocitos de pacientes diabéticos en comparacién con sujetos sanos®’**’. Ademas en el
paciente diabético, este incremento de EO no sélo estd asociado con una
sobreproduccién de ROS, sino tambien con un descenso en la efectividad de las

defensas antioxidantes o ambos.

La célula neuronal donde la entrada de glucosa es dependiente de la
concentracion transmembrana seria mas sensible a la hiperglucemia y el incremento
subsecuente de EO. Este incremento en la generacion de ROS por la cadena de
electrones mitocondrial tales como superdxido, peroxido de hidrogeno y radicales
hidroxilo serian la causa de la oxidacion y modificacion de proteinas, acidos nucleicos y
membranas lipidicas celulares, que resultaria en la lesién de estructuras neuronales y su
deterioro funcional®**'®, Un insuficiente mecanismo celular antioxidante parece estar

también relacionado con el dafio neural®®®

En nuestro estudio, hemos encontrado en un subgrupo de 58 pacientes diabéticos
tipo 2 un descenso significativo de los niveles de GSH y de la ratio GSH/GSSG en
aquellos que presentaban PNP frente al grupo sin afectacién neuropética. Para evitar
factores de confusién los pacientes fueron ajustados por género, edad, IMC, HbAlc y
funcién renal, pardmetros todos ellos conocidos por su influencia en los niveles de
estrés oxidativo. Ademas, esta diferencia se mantuvo en el analisis de correlacion ya
que ni los niveles de GSH, ni la ratio GSH/GSSG se correlacionaron de forma
significativa con la edad, IMC, tiempo de evolucion de la diabetes, ITB, niveles de

glucemia, HbAlc, homocisteina, creatinina, filtrado glomerular y cociente
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albumina/creatinina en orina. El glutation reducido forma parte del sistema de defensa
frente a las ROS ya que su funcién celular mas importante es como antioxidante
hidrosoluble reduciendo el exceso de peroxido de hidrogeno mediante la enzima
glutation peroxidasa''®, ademas interviene en un gran nimero de reacciones de
detoxificacion celular*?* ', Su sintesis a nivel neuronal depende del aporte por parte de
las glia de la glutamilcisteina sintetasa lo que puede hacerlas mas sensible a su

deplecion'?®1%.

Aunque con resultados heterogéneos, posiblemente por la falta de homogeneidad
en los marcadores de estrés oxidativo valorados y/o en los criterios diagnosticos
utilizados, diversos estudios a nivel clinico apoyan nuestros resultados. EI-Boghdady y
Badr®® encontraron un incremento de la actividad oxidativa plasmatica global en
pacientes diabéticos con PNP frente a aquellos sin PNP, y un descenso significativo de
glutation en eritrocitos de pacientes diabéticos con y sin PNP frente a sujetos sanos. Sin

embargo, Kasznicki et al®®

no encontraron diferencias significativas en la actividad
oxidativa global, a pesar de observar una menor actividad de diversas enzimas
antioxidantes tales como la catalasa, la superéxido dismutasa y la glutation peroxidasa
en pacientes diabéticos con PNP tras ajustar diversos factores de confusion, similar a
nuestro trabajo, quizas por depender aquella tanto de la actividad enzimatica
antioxidante como de la deplecion de multiples sustancias llamadas “scavengers” o
antioxidantes naturales, como vitaminas A, C, E, tocoferoles, etc... Por otra parte,
observaron un aumento significativo de ADN oxidado en los linfocitos de diabéticos
con PNP, comparado con pacientes diabéticos sin PNP y el grupo control, siendo mas
susceptibles a dafio inducido por peréxido de hidrogeno en su ADN, sugiriendo una
proteccién antioxidante insuficiente; estas mismas alteraciones se han relacionado con

un peor control metabélico’® y con patologia macrovascular'?®. Este incremento de
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marcadores de EO vy la presencia de ADN oxidado se ha encontrado incluso en sujetos
con intolerancia hidrocarbonada y/o diabetes de reciente diagndstico sugiriendo un

circulo vicioso que conduce al deterioro progresivo celular en la diabetes*?®*?’.

No encontramos en nuestro estudio una diferencia significativa entre pacientes
con y sin PNP de otro marcador de EO, en este caso de un marcador de oxidacién
lipidica, la malondialdehido. La MDA es un producto de la oxidacion de los acidos
grasos*?®, y tras la introduccién de métodos mas sensibles y especificos para su
determinacion® es uno de los parametros utilizados para valorar en fluidos biolégicos el
incremento del EO y sus consecuencias®™*?. Los productos de oxidacion lipidica y

130,131

concretamente la MDA se ha encontrado elevada en pacientes diabéticos y se ha

relacionado sobre todo con la presencia de complicaciones macrovasculares!®**%

, pero
también algunos autores han reportado su relacion con complicaciones
microvasculares™*, y concretamente con la presencia de PNP®. La ausencia de
diferencias significativas de los niveles de MDA en nuestro estudio podria justificarse

por el reducido tamafio muestral o por el hecho de que tampoco hubiesen diferencias

significativas en antecedentes y/o presencia de complicaciones macrovasculares,

Estos hallazgos clinicos que orientan a un incremento del EO como base

patogénica de la lesidn neural y el desarrollo de neuropatia en el paciente diabético son

ampliamente sustentados por estudios en modelos animales tanto de tipo 1 como 2.

Se ha observado una pérdida de potencial antioxidante en nervio ciatico de ratas

diabéticas®*¢ %

y un incremento de productos de estrés oxidativo en los nervios
periféricos y su glia, raices dorsales y en las células endoteliales en presencia de

hiperglucemia mantenida®**%®*%

, 1o que se ha asociado a mielopatia, vacuolizacion
mitocondrial, y finalmente apoptosis de neuronas y de células gliales de soporte®®. En

un reciente estudio se ha propuesto la carbonilacion proteica de la mielina inducida por
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el EO y su modificacion estructural y agregacion observada en roedores con DM tipo 2,
como mecanismo clave implicado en los déficits de conduccidn, deterioro neurotréfico
y anormalidades morfologicas de la mielina en el nervio periférico presentes en la
PNP*, También la intolerancia hidrocarbonada se ha relacionado con elevacién de
ROS vy lesion neural puesta de manifiesto por el enlentecimiento de la velocidad de

conduccion sensitivo-motora®

, 1o que apoya la hipdtesis del inicio precoz de las
alteraciones que conducen a la lesion neural de la neuropatia diabética. Por otra parte,
en estudios in vitro en cultivos de células neuronales de ganglios de raices dorsales
expuestos a un medio hiperglucémico, se ha encontrado una asociacion entre la
produccién de ROS, despolarizaciéon mitocondrial y muerte celular**?, y algunos
autores han sugerido que incluso picos hiperglucémicos serian suficientes para generar

EO vy dafio neuronal®®**®.

La deteccion del incremento de EO, con diana en la mitocondria, en fases
tempranas de la diabetes junto a la irreversibilidad de las complicaciones, y en particular
de la neuropatia, han sugerido la posibilidad de una disregulacién de la funcién
mitocondrial a nivel transcripcional en respuesta a la hiperglucemia, provocando
mutaciones del mtADN, que a su vez influirian en la codificacién nuclear®. Diversos
estudios han observado alteraciones en la metilacion del ADN en pacientes diabéticos y
con intolerancia a la glucosa****°; apoyando la hipétesis de un papel fundamental de
los llamados fendmenos epigenéticos, mediados por la modificacion de histonas y
metilacién de ADN, que sin afectar directamente a su secuenciacion, y considerados al
menos parcialmente reversibles, producirian una disregulacion de la expresion genética,
incluyendo genes implicados en el mantenimiento del control glucémico que junto al
deterioro de procesos de reparacion del ADN, mutaciones e inestabilidad cromosémica
146,147.

perpetuarian los mecanismos fisiopatoldgicos de la diabetes y sus complicaciones

94



Discusion

Se plantea, por tanto, una potencial “memoria metabolica”, parcialmente reversible,
mediada por el exceso de ROS y especies de nitrogeno, en particular originadas a nivel
de proteinas mitocondriales glicosiladas, quizas actuando unas y otras para mantener la
sefializacién en la generacién de estrés™. Un reciente estudio ha demostrado una
alteracion del ADN metilado y un aumento de ROS en células de Schwann en situacién
de hiperglucemia'*®, reforzando la hipétesis de la presencia de esta memoria metabdlica
también a nivel neuronal, pudiendo atribuir a ésta, al menos en parte, la irreversibilidad

de la neuropatia una vez establecida.

De todo lo expuesto surge de nuevo el interés clinico de nuestro estudio centrado
en la necesidad de una precoz deteccion de los pacientes diabéticos en riesgo de
desarrollar PNP, mediante la monitorizacion de la reserva antioxidante, y el uso
temprano de nuevas alternativas terapéuticas centradas esta vez en la reduccion de ROS
y la glicosilacion, o como sugiere nuestro trabajo y el de otros autores, en incrementar
los niveles de GSH considerado el antioxidante tisular mas importante, ademas de

mantener un éptimo control metabélico para minimizar sus complicaciones®.

Como comentamos en la introduccion, diversos autores han estudiado el efecto
sobre la prevencion y desarrollo de la neuropatia de una extensa lista de sustancias con
efecto antioxidante®’. Una de las mas prometedoras es el &cido lipoico, que
transformado en su forma activa a nivel celular, es capaz de regenerar a otros
antioxidantes como la vitamina C, E y la GSH; in vitro ha demostrado que puede

revertir el EO y la apoptosis neuronal®

y en estudios experimentales, como suplemento
alimenticio, mantiene la velocidad de conduccién nerviosa y el flujo sanguineo a nivel
del nervio periférico™®. Sin embargo, ha presentado resultados dispares en su aplicacion

clinica; administrado de forma endovenosa durante 3 semanas consigue una relevante

reduccion de los sintomas de PNP en un nimero significativo de pacientes'®, pero atn
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es incierta su efectividad a largo plazo o administrado de forma oral’®™. Otras
sustancias naturales conocidas por sus efectos antioxidantes han despertado interés en
los Gltimos afos, como la curcumina, procedente de una planta rizomatosa y utilizada
como colorante alimentario, es también capaz de reducir el EO al inducir a la enzima
antioxidante glutation transferasa con resultados positivos en complicaciones
oftalmologicas como la catarata diabética, proponiéndose su uso en la prevencion de la
neuropatia y otras complicaciones microvasculares™’. La suplementacién con Zinc
también ha demostrado mejorar la lesion neural a nivel experimental al reducir la
peroxidacion lipidica y el EO™*, sin embargo, la suplementacion con vitaminas Ey C y
otros antioxidantes naturales no han logrado demostrar su correlacion con la evolucién
o la incidencia de neuropatia diabética®. Por otra parte, la investigacién de farmacos
que modulen el EO tiene abiertas maltiples lineas; la inhibicion de la enzima aldosa
reductasa en la via de los polioles ha demostrado mejorar la velocidad de conduccion y
la funcién neuronal a nivel experimental*® pero su eficacia y seguridad a nivel clinico
sigue pendiente de confirmacion®*. Otros prometedores candidatos con diversas lineas
de accion farmacologica: accion mimética de enzimas antioxidantes, inhibicién de
proteinquinasas, polimerasa u oxidasas y mas recientemente la terapia génica siguen en

estudio®®®®

, sin olvidar que mientras esperamos sus resultados disponemos de farmacos
como estatinas, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y los inhibidores
directos de la angiotensina que han demostrado reducir la generacién de ROS

intracelular y en este sentido sus efectos beneficiosos en pacientes diabéticos podria

deberse a esta propiedad®.

Las limitaciones de nuestro trabajo son, por un lado, que al tratarse de un estudio
de casos y controles no es posible establecer con seguridad la asociacion etiologica
entre la PNP vy los diferentes factores evaluados, los niveles de homocisteina plasmatica
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y de estrés oxidativo, que en el caso de éste ultimo se ve dificultado por un n bajo al
tratarse de casos y controles anidados con necesidad de ajuste por diversos factores de
confusion. Por otro lado, no se han realizado pruebas complementarias diagndsticas de
la PNP como son los estudios electrofisioldgicos, por lo que tenemos que asumir que la
prueba del monofilamento tiene limitaciones en cuanto a su uso como prueba
diagnostica de la PNP, puesto que solo evalla la sensacion de presion, del mismo modo
que la valoracion de las diferentes sensibilidades que abarcan los criterios NDS no estan

exentas del sesgo del examinador y del paciente.
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Con los resultados obtenidos en nuestro estudio establecemos las siguientes

conclusiones:

1. Existe una asociacion, estadisticamente significativa, entre la presencia y grado de
PNP en los pacientes con DM tipo 2 con la edad, duracién de la diabetes, funcion renal
y control glucémico, es decir, los llamados factores clasicos. De esta asociacion se
deriva la importancia de un diagnostico precoz de la diabetes y la optimizacién del
control metabolico desde su inicio.

Hay una asociacion entre la presencia y grado de PNP en los pacientes con DM
tipo 2 con la presencia de otras complicaciones microvasculares como la retinopatia y la
nefropatia, poniendo de manifiesto la existencia de mecanismos fisiopatoldgicos

comunes.

2. Existe una correlacion, estadisticamente significativa e independiente, de las
concentraciones de homocisteina plasmatica con la presencia de PNP evaluada por la
prueba del monofilamento SW y una asociacion con el grado de PNP en pacientes con
DM tipo 2. Hay mecanismos fisiopatologicos que podrian explicar estos resultados. Este
nuevo predictor podria facilitar la prevencion y tratamiento precoz de la PNP, ademas es
un factor bioldgico facilmente modificable por varias vias, por lo que seria interesante

ensayar intervenciones preventivas de la PNP.

3. Por Gltimo, hemos encontrado en un subgrupo de pacientes la existencia de una
correlacion significativa entre la presencia de PNP y una disminucion de la ratio
GSH/GSSG, reflejo de un aumento del EO. Existen mecanismos fisiopatoldgicos que

podrian explicar estos resultados, aportando nuevas alternativas terapéuticas. Nuevos
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estudios prospectivos son necesarios para clarificar el papel del EO en el desarrollo del

dafio neural y la PNP.

Por ello nuestra Tesis es:

Existe un asociacion entre estrés oxidativo y niveles plasmaticos de homocisteina

con la presencia de polineuropatia en la diabetes tipo 2
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