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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar las interrelaciones de los parametros
glucosa, colesterol, triglicéridos, urea, acido urico, creatinina con la fragilidad globular
osmotica en pacientes con diagnostico de diabetes mellitus tipo 2, de la ciudad de
Cumana, estado Sucre. Para el logro de este objetivo se obtuvieron muestras sanguineas
provenientes de 30 pacientes diabéticos y 30 pacientes controles, las cuales fueron
colocadas en tubos de ensayo estériles sin anticoagulante que posteriormente se
centrifugaron para obtener los sueros donde se realizaron las determinaciones de las
concentraciones de glucosa (método glucosa oxidasa), colesterol (método colesterol
esterasa), triglicéridos (metodologia enzimatico-colorimétrica), acido Urico (método de
Caraway modificado), urea (método de la ureasa), y creatinina (método de Jaffé), y en
tubos con heparina sddica para la determinacion de la fragilidad globular osmética. Las
pruebas estadisticas aplicadas fueron t-Student y correlaciéon lineal de Pearson. La
primera mostro diferencias altamente significativas al evaluar las concentraciones de
glucosa, trigliceridos y fragilidad globular osmotica a 3,50 y 4,50 g/l de cloruro de sodio
entre los grupos analizados, diferencias significativas en el colesterol, urea, creatinina y
no evidencio diferencias significativas para el acido drico. El analisis de correlacion
lineal presentd correlacion lineal positiva significativa entre la glucosa, colesterol,
triglicéridos, urea, acido urico, creatinina y el porcentaje de hemolisis a 3,50 g/l y 4,50
g/l de cloruro de sodio. Se concluye que existe una correlacion lineal positiva
significativa entre todos los parametros bioquimicos evaluados con la fragilidad globular
osmotica en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2.



INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 se define como un trastorno heterogéneo que se caracteriza
por grados variables de resistencia a la insulina. Es una enfermedad compleja asociada a
factores genéticos y no genéticos como la obesidad, la cual constituye uno de los
factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de esta patologia, debido que el
exceso de tejido adiposo en el paciente obeso, genera la resistencia a la accion de la
insulina, que resulta en un estado de hiperglicemia (Garcia et al., 2017). Esta patologia
comprende entre el 90,00-95,00% de todos los casos de diabetes en el mundo (Herrera et
al., 2012) y aunque suele presentarse mayormente en el adulto, en la actualidad su
frecuencia ha ido aumentando en nifios y adolescentes obesos como consecuencia a los
cambios en los habitos alimenticios, la falta de actividad fisica y el sedentarismo (Guerra
y Catillo, 2015).

Diversos factores se han asociado a la aparicién de la diabetes mellitus, entre ellos la
herencia y la alimentacion; pero dentro de su patogénesis también se han relacionado la
participacion de otros factores como el hiperinsulinismo, las dislipidemias y
frecuentemente se sefialan y estudian elementos como la composicion de &cidos grasos,

las alteraciones del 6xido nitrico y el estrés oxidativo (Carrizales y Torres, 2012).

En esta enfermedad coexiste un trastorno global del metabolismo, que incluye a los
carbohidratos, los lipidos y las proteinas (Salinas et al., 2013). Una persona con diabetes
mellitus, no controlada, es incapaz de transportar glucosa hacia las células adiposas y
musculares, lo que determina que las células corporales carezcan de una fuente esencial
de combustible o energia y recurran a una mayor degradacion de los lipidos y proteinas.
La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) provoca una serie de secuelas, y las complicaciones
mas graves se asocian a episodios de hiperglicemia que se mantienen en el tiempo; estas
complicaciones pueden ser de dos tipos, macrovasculares: como la nefropatia,
retinopatia, y microvasculares: como la cardiopatia isquémica, enfermedad
cerebrovascular, enfermedad vascular periférica y neuropatia diabética, las cuales

aumentan considerablemente la tasa de morbimortalidad de estos pacientes (Guerrero y



Bustamante, 2019).

Segun Salinas et al. (2013), varias investigaciones han demostrado que en la génesis de
enfermedades metabolicas, como la diabetes mellitus, existen grandes posibilidades de
que participen elementos de tipo oxidativos, como las especies reactivas del oxigeno
(ERO), las cuales han sido relacionadas directamente con su evolucion y
complicaciones. No obstante, para contrarrestar el efecto nocivo de las ERO, como por
ejemplo, los dafios provocados por el radical superdxido (O2) y sus derivados, la célula
cuenta con mecanismos de defensa que son capaces de remover estos productos toxicos,
los mismos son conocidos como el sistema antioxidante (AOX) y son los encargados de
mantener el equilibrio entre las reacciones de reduccion oxidacion (redox). Cuando este
equilibrio se descompensa a favor de las ERO se establece una condicion conocida como

estrés oxidativo (EO).

La generacion de ERO vy otros radicales libres son un proceso normal durante el
metabolismo celular, el cual estd compensado por un complejo sistema antioxidante. Sin
embargo, la exposicion a contaminantes, medio ambiente, estilo de vida y situaciones
patologicas como la diabetes mellitus, pueden generar exceso y acumulacién de
radicales libres, resultando en el establecimiento de EO, trastorno que se ha relacionado
con el envejecimiento y el desarrollo de enfermedades cronicas, promoviendo un alto
indice de mortalidad. No obstante, los antioxidantes son compuestos que impiden los

procesos de oxidacion y, por lo tanto, retrasan o previenen el EO (Maron, 2012).

Las ERO vy el establecimiento de EO afectan a una amplia variedad de funciones
fisiologicas y participan en el desarrollo de enfermedades de tipo cronico degenerativas
con un alto impacto epidemioldgico. Estas enfermedades pueden clasificarse en las
generadas por una produccion excesiva de pro-oxidantes que modifican el estado redox
y alteran la tolerancia a la glucosa, favoreciendo el EO mitocondrial, como ocurre en
patologias como el cancer y la diabetes mellitus; el segundo grupo incluye EO de tipo
inflamatorio y una mayor actividad de la enzima nicotinamida adenina dinucleétido

fosfato-oxidasa (NADPH-0x) que conducen a la aterosclerosis e inflamacion cronica; y



el tercer grupo deriva del sistema xantina-oxidasa, generando ERO implicados en la

lesion isquémica por reperfusion (Sanchez y Méndez, 2013).

El EO es desencadenado por la produccion excesiva de especies reactivas y radicales
libres que provocan dafio oxidativo a las macromoléculas el cual no puede ser
contrarrestado por los sistemas antioxidantes de defensa del organismo, el aumento del
EO en la diabetes mellitus es generado por diversos factores siendo el mas importante la
auto-oxidacion de la glucosa que propicia el desarrollo de radicales libres (Ibarra et al.,
2006), los cuales son producidos cuando la célula se encuentra bajo condiciones
elevadas de glucosa y esta es capaz de auto-oxidarse, dando lugar a la formacion de
alfacetoaldehidos, peroxido de hidrogeno (H,O;) y O, entre otras ERO, que son
perjudiciales para el organismo, ya que son capaces de provocar una variedad de
cambios fisioldgicos y bioquimicos, ocasionando el deterioro y muerte celular (Clapés et
al., 2001; Mamani y Mejia, 2018).

Existen evidencias de que la hiperglucemia estimula la produccion de radicales libres,
que son moléculas que contienen un electron (e-) no apareado, que los hace sumamente
reactivos y le da la capacidad de dafiar a otras moléculas. Estas moléculas reactivas
provocan una reaccion en cadena que causa un dafio oxidativo desde las células hasta los
tejidos, pudiendo llegar a clasificarse en ERO, especies reactivas de nitrégeno y especies
reactivas de cloro. Estas especies son formadas como productos del metabolismo,
aunque no todas son de esta clase, algunas son moléculas oxidantes que tienden a
transformarse facilmente en radicales libres muy perjudiciales para las células. El
incremento de la produccion de ERO, provocan el EO que es responsable de una serie de
alteraciones como la peroxidacion lipidica y proteica, asociadas a dafios en la membrana
celular, rotura del acido desoxirribonucleico (ADN) y degradacion proteica, causando
una gran variedad de cambios bioquimicos y fisiologicos en la célula (Coz y
Villavicencio, 2013).

Los pacientes con DM2 suelen presentar un exceso de grasa a nivel abdominal y

visceral. Este aumento de grasa abdominal se relaciona directamente con



insulinorresistencia, hiperinsulinemia y dislipidemia aterogénica. La resistencia a la
insulina, que es inducida por la grasa visceral, estd mediada por la liberacion de
adipocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la
interleukina 6 (IL-6). Esta resistencia a la insulina desencadena un aumento en la
liberacion de acidos grasos libres desde los adipocitos que inducen la sintesis hepética de
triglicéridos y estimulan la produccion de Apo B. De esta manera, la resistencia a la
insulina promueve una sobreproduccion de particulas de lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL) ricas en triglicéridos, hecho que explica la hipertrigliceridemia

presente en la DM2 (Cuevas y Alonso, 2016).

Asi mismo, el EO ha sido relacionado de forma directa con el desarrollo de resistencia a
la insulina. Ademas, los incrementos de VLDL y quilomicrones se acompafian
indefectiblemente del descenso en los niveles de colesterol-HDL que también contribuye
a un incremento en el estado oxidativo (Hansel et al., 2004).

Todas estas alteraciones en el perfil lipidico generado por la DM2 causan que las células
sean mas propensas a la peroxidacion lipidica, proceso en el cual se da la oxidacion de
los lipidos y los productos de estas reacciones se denominan lipoperoxidos (LPO). En
este sentido, las membranas son ricas en acidos grasos poli-insaturados, de ahi que este
proceso darfie directamente la estructura de la membrana celular e indirectamente a otros
componentes celulares debido a la produccion de aldehidos reactivos (Ibarra et al., 2006;
Ullah et al., 2016).

La peroxidacion lipidica consiste en el dafio oxidativo, producido particularmente por el
radical hidroxilo (OH-), sobre los &cidos grasos poliinsaturados de las membranas
celulares. Inicialmente, un &cido graso se oxida por salida de un atomo de hidrégeno de
un grupo metileno hacia el OH, que actia como agente oxidante, produciéndose el
radical peroxilo; este a su vez, repite el proceso en cadena hasta que ocurre la muerte
celular (Andresen et al., 2006).



El &cido drico es un producto final del metabolismo de las purinas, cuyas
concentraciones plasmaticas dependen de la ingesta de purinas, de su biosintesis a partir
del metabolismo endogeno de las purinas y del balance renal, donde el 90,00% del &cido
arico filtrado es reabsorbido. El exceso de &cido Urico en sangre conocido como
hiperuricemia, es un factor de riesgo importante para el desarrollo de patologias como
gota, urolitiasis, nefropatia aguda y crénica, hipertension arterial, DM2, sindrome
metabolico, enfermedad cardiovascular y obesidad. No obstante, a pesar de que el acido
arico se asocia habitualmente con la aparicion de enfermedades, existen algunos hechos
que permiten sugerir que este compuesto debe tener alguna ventaja evolutiva para la
especie humana, como por ejemplo, se ha descrito que el acido Urico ejerce acciones
antioxidantes, neuroprotectoras e inmunes. Con respecto a su capacidad antioxidante, el
acido urico es considerado uno de los méas importantes de tipo no enzimaticos,
atribuyéndosele hasta el 50,00% de la capacidad antioxidante de la sangre, con un
amplio espectro de accion, incluyendo radicales libres e iones metélicos (hierro, cobre),
ademas de reducir el dafio producido por el peroxinitrito y actuar como una sustancia
oxidable capaz de aceptar electrones. Se ha postulado que, dado el importante efecto
antioxidante del &cido drico, su incremento plasmatico podria ejercer funciones de

proteccion contra el envejecimiento, cancer y EO (Valenzuela, 2016; Vargas, 2017).

Cardona et al. (2009) demostraron que existe una relacion directa entre las
concentraciones plasmaticas de acido Urico y el riesgo de desarrollar alteraciones en el
metabolismo de los hidratos de carbono, en un grupo de sujetos de poblacion general
sana. Nakanishi et al. (2003) observaron que los individuos con mayor riesgo de
desarrollar DM2 tienen concentraciones plasmaticas elevadas de acido Urico y esta, al
parecer, podria estar asociada al EO que se presenta como una complicacion propia de la
diabetes mellitus.

Los eritrocitos humanos son las células mas abundantes y una de las mas especializadas
en el organismo, su funcion principal es el transporte de O, y de dioxido de carbono

(CO,) (Coz y Villavicencio, 2013). La susceptibilidad de los eritrocitos a sufrir dafio



oxidativo se debe principalmente a que sus lipidos de membrana son labiles a la
oxidacion. La peroxidacion de lipidos y proteinas producida por la excesiva exposicion a
pro-oxidantes, conduce a cambios degenerativos en la hemoglobina y causa
modificaciones en la arquitectura de la membrana. La membrana celular constituye una
interface entre el compartimento intra y extracelular que permite el libre recambio de
moléculas de agua, estableciéndose un gradiente osmatico, por lo tanto, cuando la célula
se enfrenta a un ambiente hipotonico se genera un movimiento de agua libre hacia su
interior que segun el grado de hipotonicidad y la capacidad de la membrana de mantener
su integridad, la célula se hincha y estalla causando, en los eritrocitos, la salida de la
hemoglobina. El dafio oxidativo en la membrana del eritrocito altera su funcién
metabolica y la fluidez de su permeabilidad, produciendo un incremento en la fragilidad

globular osmotica (Vivanco et al., 2006).

Los eritrocitos estdn particularmente expuestos a sufrir de EO ya que son
transportadores de O,, poseen un elevado contenido de acidos grasos y proteinas en su
membrana, llevan una elevada concentracion de hemoglobina intracelular que actla
como promotora de procesos oxidativos. EI EO ocasiona una serie de alteraciones en la
membrana de los eritrocitos lo que disminuye su capacidad de deformabilidad,
haciéndolos mas sensibles a sufrir dafios cuando pasan a través de la micro-circulacion

generando hemolisis (Gonzélez et al., 2012).

Los padecimientos de larga duracion que agquejan a los pacientes diabéticos, que son de
caracter degenerativo, conllevan a mudltiples factores de riesgo, asi como a la
discapacidad, incurabilidad y a la alteracion funcional, afectan de forma directa e
indirecta la productividad de los individuos y su capacidad de generar ingresos,
originando un mayor consumo de servicios sociales y de salud, que generalmente son de
alto costo (Rodriguez y Plata, 2015). No obstante, se ha observado que cuando existe un
menor ingreso y educacion el riesgo de desarrollar DM2 es de 2 a 4 veces mas elevado
que en aquellas personas que cuentan con ingresos mayores y educacién mas altos, asi

mismo, la pobreza se ha asociado con una esperanza de vida mas corta y un aumento de



la mortalidad, sobre todo la relacionada con enfermedades cronicas como la DM2
(Mendoza et al., 2017).

En los ultimos afios la prevalencia global de la diabetes y la alteracion de la tolerancia a
la glucosa en los adultos ha aumentado significativamente en muchos paises y regiones,
a causa de las consecuencias que ha traido los cambios dramaticos de los estilos de vida
(Cho et al., 2018), siendo la DM2 considerada una de las cuatro enfermedades cronicas
no transmisibles (ECNT) de mayor prioridad en la actualidad. A nivel mundial, su
prevalencia se ha duplicado desde el afio 1 980, pasando del 4,70% al 8,50% en la
poblacion adulta en 2 014, siendo este aumento mas rapido en los paises de bajos y
medianos ingresos. La Federacion Internacional de Diabetes (IDF) ha estimado que en el
presente existen alrededor de 415 millones de diabéticos en el mundo, cifra que se
espera podria aumentar hasta alcanzar los 642 millones en el afio 2 040 (Leiva et al.,
2018).

En Latinoamérica, asi como en Venezuela existe una elevada prevalencia de diabetes
mellitus, en especial en la poblacion con edad mayor de 20 afios, donde alrededor del
8,00% al 10,00% presentan DM2 (Torrez et al., 2015). En nuestro pais la diabetes afecta
el 5,00% de la poblacion adulta, lo que equivale a mas de millon y medio de personas
mayores de 18 afios. En los Gltimos afios ha sido catalogada como la sexta causa de
muerte a nivel nacional, es por ello que se le considera un grave problema de salud
publica y muchas politicas sanitarias estan dirigidas al diagnostico precoz de esta
enfermedad y a la prevencién de sus multiples complicaciones (Carrizales y Torres,
2012; Antunez y Bettiol, 2016).

En el estado Sucre, segun cifras oficiales, en la actualidad, se registran 9 662 pacientes
con diabetes tipo 1 y tipo 2 y su mayor prevalencia es en mujeres, siendo los municipios
mas afectados Arismendi, Valdez, Marifio, Cruz Salmerén Acosta, Montes, Cajigal y
Sucre (Salazar, 2019).



Considerando que la ciudad de Cumana, municipio Sucre, estado Sucre es una region en
donde existe una alta prevalencia DM2, y que actualmente, se conoce que los pacientes
con esta patologia presentan ciertos niveles de estrés oxidativo relacionados con la
hiperglicemia, y que el estrés oxidativo es capaz de producir peroxidacion lipidica en las
membranas celulares, siendo los eritrocitos particularmente susceptibles a sufrir
hemolisis disminuyendo su tiempo de vida media, se hace necesario la realizacion del
presente estudio, el cual tiene como objetivo evaluar las interrelaciones de los
parametros glucosa, colesterol, triglicéridos, urea, acido urico, creatinina con la
fragilidad globular osmética en pacientes con diagnostico de diabetes mellitus tipo 2, de
la ciudad de Cuman@, estado Sucre.



METODOLOGIA

Poblacion en estudio

La poblacion estudiada estuvo constituida por 60 pacientes, 30 de ellos con diagnostico
de diabetes mellitus tipo 2 y 30 aparentemente sanos con edades comprendidas entre 30
y 50 afios, que acudieron al Ambulatorio Urbano tipo Il “Dr Arquimedes Fuentes
Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre
marzo a junio del afio 2019. A cada paciente, se le extrajeron, en ayuno, 10,00 ml de
sangre por puncion venosa con jeringa descartable, 5,00 ml se colocaron en tubos de
ensayo tapa roja (sin anticoagulante) a partir de los cuales se realizaron las
determinaciones quimicas y 5,00 ml se colocaron en tubos con heparina sodica para
realizar las pruebas de fragilidad globular osmética. Todas estas determinaciones se

realizaron en el Laboratorio del Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano”.

Normas bioéticas

Para la ejecucion del presente estudio se tomaron en cuenta las normas de ética
establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para trabajos de
investigacion en humanos y la declaracion de Helsinki (Serrano y Linares, 1990). A cada
uno de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y controles, se le informo, sobre los
estudios que se le realizarian y los objetivos que se alcanzarian en esta investigacion,

presentandole por escrito una solicitud de inclusion en el estudio (apéndice 1 al 3).

Criterios de inclusion

Las muestras se seleccionaron, entre los pacientes con diagnostico de diabetes mellitus
tipo 2, provenientes de la ciudad de Cumana, que acudieron al ambulatorio “Dr
Arquimedes Fuentes Serrano” y expresaron su voluntad de participar en este estudio.
Las muestras de los controles se seleccionaron, aleatoriamente, entre aquellos que no
presentaran ninguna patologia de base que pudiera afectar los resultados de los

parametros evaluados.



Criterios de exclusion

Se excluyeron del estudio aquellos pacientes que presentaron diagnosticos de base como
diabetes mellitus tipo 1, anemia por deficiencia de vitamina B12, anemia por deficiencia
de folato (acido folico), anemia por deficiencia de hierro, anemia por enfermedad
cronica, anemia hemolitica, anemia aplasica idiopéatica, anemia megalobléstica, anemia

perniciosa, anemia drepanocitica, talasemia.

Encuesta Clinica

Se realiz6 una entrevista con el fin de recaudar datos personales del paciente, tales
como: nombre, fecha de nacimiento, edad, sexo, direccion, teléfono, asi como también
datos de estados patoldgicos como enfermedades de base, tiempo de la misma, consumo
de algin medicamento, con la finalidad de dar cumplimiento a los criterios establecidos
para inclusion y exclusion (apéndice 4).

Obtencion de la muestra
A cada participante del presente estudio, después de haber firmado el consentimiento
informado y realizada la encuesta clinica, se le extrajeron 10,00 ml de sangre, por

puncidn venosa con una jeringa descartable y la ayuda de un torniquete.

Para la determinacion de los parametros bioquimicos se colocaron 5,00 ml de sangre en
tubos estériles sin anticoagulante (tubos tapa roja previamente identificados con los
datos de cada paciente), se dejaron reposar las muestras de sangre a temperatura
ambiente hasta que se formaron los codgulos. Posteriormente, se obtuvieron los sueros
de la manera usual, a través de centrifugacion a 3 000 rpm durante 10 minutos. Estos
sueros no debian estar hemolizados, lipémicos ni ictéricos, debido a que esas

condiciones representan unas de las causas mas comunes de errores en los resultados.

Para la fragilidad osmética globular, se colocaron suavemente 5,00 ml de sangre en
tubos de ensayos tapa verde, con 1,00 mg de anticoagulante heparina sddica, la cual se

mezclé con ayuda de un mezclador automatico para obtener la muestra anticoagulada.
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Prueba de la fragilidad osmotica globular

Fundamento

La membrana eritrocitaria es semipermeable, es decir, permite el libre paso de agua
aunque restringe de ciertos solutos iénicos (principalmente sodio Na*?, cloro CI? y
potasio K*%). Cuando el eritrocito se incuba en un medio de concentracién iénica
superior a la que se encuentra en su citoplasma (medio hipertonico), por efecto osmotico
se produce el pasaje de agua desde el interior al exterior de la célula, llevandolo a su
deshidratacion. Por el contrario, si el medio tiene una concentracion idnica inferior a la
del eritrocito (medio hipotdnico), el agua atraviesa la membrana en sentido contrario y la
célula se hidrata. Si la hipotonia del medio supera cierto limite, se produce una
alteracion de la membrana, lo que conduce a la salida de la hemoglobina hacia el medio
o hemolisis. La medida de la capacidad de una poblacion de hematies para resistir el
efecto hipotdnico del medio se denomina resistencia osmética eritrocitaria (ROE). Para
cada eritrocito la ROE depende de la relacion existente entre su superficie y el volumen.
Esta prueba proporciona informacion sobre el cambio de forma del eritrocito (relacion
superficie/ volumen) a partir de su forma normal (disco biconcavo) (Gallaghern et al.,
2012).

Procedimiento de la fragilidad osmotica globular

Se prepararon 12 tubos con diferentes concentraciones de solucién madre de cloruro de
sodio (NaCl) y agua destilada, como se muestra en la siguiente tabla de procedimiento
metodoldgico:

Tabla 1. Preparacion de soluciones de cloruro de sodio a diferentes concentraciones

Tubo Solucion madre (1/10) Agua destilada Concentracion de
(ml) (ml) NaCl (g/l)
1 4,50 0,50 9,00
2 3,50 1,50 7,00
3 3,25 1,75 6,50
4 3,00 2,00 6,00
5 2,75 2,25 5,50
6 2,50 2,50 5,00
7 2,25 2,75 4,50
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8 2,00 3,00 4,00

9 1,75 3,25 3,50
10 1,50 3,50 3,00
11 1,00 4,00 2,00
12 0,00 5,00 0,00

NaCl: cloruro de sodio

Se afadio a cada tubo 50,00 pl de sangre total. Luego los tubos se agitaron por inversion
suavemente y se dejaron reposar 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez
transcurrido el tiempo, se centrifugaron a 2 000 rpm por 5 minutos y luego, durante 10
minutos, a 3 000 rpm. Dicho estudio se realizd con el sobrenadante. La lectura de los
resultados se leyeron cuantitativamente a través de un espectrofotometro a 540 nm
valorando el grado de hemolisis, utilizando como blanco el tubo 1. Una vez obtenido los

resultados se calculé el porcentaje de hemdlisis a través de la siguiente ecuacion:

DO muestra

— %100
DO muestra 100% hemolisis (tubo 12)

% hemolisis=

Donde

DO muestra: representa el valor de absorbancia a 540 nm de las muestras a diferentes
concentraciones de NaCl.

DO muestra 100% hemolisis: representa el valor de absorbancia a 540 nm de la muestras

a una concentracion de 0,00 g/l de NaCl (tubo 12).

Determinacion de la concentracion sérica de glucosa

Fundamento

La cuantificacion de la glucosa se efectu6 por el método glucosa oxidasa, el cual se basa
en la oxidacion de B-D-glucosa a perdxido de hidrogeno y é&cido gluconico, cuya
reaccion es catalizada por la enzima glucosa oxidasa. El peroxido de hidrogeno a su vez
oxida al cromogeno 4- aminoantipirina (4-AAP) para producir una coloracion roja de
guinoneimina, mediante una reaccion catalizada por la peroxidasa. Cuya intensidad,
medida a 520 nm, es proporcional a la concentracion de glucosa presente en la muestra.

El color es estable durante al menos 2 horas (Duhagon et al., 2005).
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Procedimiento

Se rotularon tres tubos de ensayos para muestra, estandar y blanco. Se afiadieron a cada
tubo 500,00 ul de reactivo, luego se agregaron 5,00 ul de muestra y estandar a cada tubo
correspondiente. Se mezclaron por agitacion todos los tubos e incubaron a 37°C durante
5 minutos. Transcurrido el tiempo, se leyé a una longitud de onda de 520 nm, llevando
el equipo a cero “0” con el reactivo blanco.

Valores de referencia: 70,00 - 110,00 mg/dl (Bauer, 1986).

Determinacion de la concentracion sérica de colesterol

Fundamento

La cuantificacion de este compuesto se realizo a través del método enzimatico colesterol
esterasa, cuyo principio consiste en la hidrolisis del colesterol esterificado por accion de
la enzima colesterol esterasa, para producir colesterol libre y acidos grasos. El colesterol
libre es oxidado por la enzima colesterol oxidasa, con produccion de peréxido de
hidrogeno (H,0.), en presencia del compuesto 4-aminoantipirina/fenol (4-AAP/fenol),
para producir una coloracion roja cuya intensidad, medida a 520 nm, es proporcional a la
concentracion de colesterol total presente en la muestra. El color es estable durante al

menos 2 horas.

Procedimiento

Se rotularon tres tubos de ensayos para muestra, estandar y blanco. Se afiadieron a cada
tubo 500,00 ul de reactivo, luego se agregaron 5,00 ul de muestra y estandar a cada tubo
correspondiente. Se mezclaron por agitacion todos los tubos e incubaron a 37°C durante
5 minutos. Transcurrido el tiempo, se leyo a una longitud de onda de 520 nm, llevando
el equipo a cero “0” con el reactivo blanco.

Valores de referencia en suero: 150,00 - 240,00 mg/dl (Henry, 2007).

Determinacion de la concentracién sérica de triglicéridos

Fundamento

13



Esta fraccion lipidica se determind por metodologia enziméatico colorimétrica cuyo
método consiste en que los triglicéridos son hidrolizados por accion de la enzima lipasa
microbial en glicerol y acidos grasos libres. En presencia de la enzima glicerol quinasa,
el glicerol es fosforilado por adenosina-5-trifosfato (ATP) obteniéndose glicerol-3-
fosfato. Este Gltimo se oxida a fosfato dihidroxiacetona, en una reaccion catalizada por
la enzima glicerol fosfato oxidasa. En la reaccion se produce H,O,, el cual oxida al
cromogeno, compuesto de sal sodica de n-etilo-n-sulfohidroxipropilo-n-toluidina y 4-
aminoantipirina, en presencia de la enzima peroxidasa. El resultado es la produccion del
compuesto quinoneimina, cuya coloracién roja, medida a 540 nm, es proporcional a la
concentracion de triglicéridos en la muestra. El color es estable durante al menos 2

horas.

Procedimiento

Se rotularon tres tubos de ensayos para muestra, estandar y blanco. Se afiadieron a cada
tubo 500,00 ul de reactivo, luego se agregaron 5,00 ul de muestra y estandar a cada tubo
correspondiente. Se mezclaron por agitacion todos los tubos e incubaron a 37°C durante
5 minutos. Transcurrido el tiempo, se leyé a una longitud de onda de 540 nm, llevando
el equipo a cero “0” con el reactivo blanco.

Valores de referencia en suero: 36,00 - 165,00 mg/dl (Henry, 2007).

Determinacion de la concentracion sérica de urea

Fundamento

Se utiliz6 el método de ureasa Berthelot, en la cual la urea presente en la muestra es
disociada por la ureasa, produciéndose amoniaco y didxido de carbono. EI amoniaco
liberado se determina utilizando la reaccion de Berthelot, que produce un color azul
verdoso, cuya densidad se mide a 610 nm y es proporcional a la concentracion de urea

en la muestra.

Procedimiento

En tres tubos marcados muestra, estandar y blanco, se afiadieron en cada uno 500,00 pl
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de reactivo de color y 200,00 ul de la enzima ureasa. En el tubo de la muestra se le
agreg6 10,00 pl de la muestra del paciente y en el tubo estandar 10,00 pl del estdndar. Se
agitd y se incubd a 37°C durante 5 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se le
agregaron a los tubos marcados 500,00 pl de reactivo base, se agitaron suavemente y se
incubaron nuevamente a 37°C durante 5 minutos. Finalmente, se agregaron 3,00 ml de
agua destilada, se mezclaron bien, se ajusté el equipo a cero con el blanco a 610 nm y se
leyeron las muestras y el estandar. El color es estable durante una hora.

Valores de referencia en suero: 5,00 - 30,00 mg/dl (Sampson et al., 1980)

Determinacion de la concentracion sérica de acido Urico

Fundamento

La concentracion de este acido se determind por el método de Caraway modificado en el
cual la cantidad de este acido, en medio alcalino reduce el fosfotungstato de sodio
produciendo azul de tungsteno, obteniéndose una coloracién azul cuya intensidad,
medida espectrofotométricamente a 630 nm, es proporcional a la concentracién de acido

arico en la muestra (Tonks, 1970).

Procedimiento

Se rotularon tres tubos de ensayos para muestra, estandar y blanco. Se afiadieron a cada
tubo 500,00 ul de reactivo, luego se agregaron 10,00 pl de muestra, estandar y agua
destilada a cada tubo correspondiente. Se mezclaron por agitacion todos los tubos e
incubaron a 37°C durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo, se leyo a una longitud de
onda de 630 nm, llevando el equipo a cero “0” con el reactivo blanco.

Valores de referencia: Hombres: 3,56 - 7,19 mg/dl; Mujeres: 2,81 - 6,38 mg/dI
(Caraway, 1955).

Determinacion de la concentracidn sérica de creatinina
Fundamento
La valoracion de la concentracion de creatinina se realizo por la metodologia de Jaffé, la

cual se fundamenta en la reaccion de este compuesto con la solucion de picrato en medio
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alcalino, obteniéndose picrato de creatinina, complejo coloreado que puede ser medido
espectrofotométricamente a 510 nm (Henry et al., 1974).

Procedimiento

Se rotularon tres tubos de ensayos para muestra, estandar y blanco. Se afiadieron a cada
tubo 500,00 ul de reactivo de acido picrico y 500,00 ul de reactivo alcalino, agitandose
suavemente. Luego se agregaron 50,00 pl de muestra, estandar y agua destilada a cada
tubo correspondiente. Se mezclaron por agitacion todos los tubos e incubaron a 37°C
durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo, se leyé a una longitud de onda de 510 nm
fotocolorimétrica con filtro verde y se llevo a cero “0” con el reactivo blanco.

Valores de referencia: Suero y plasma: Hombres: 0,90 - 1,30 mg/dl; Mujeres: 0,60 - 1,10
mg/dl (Fabiny y Ertingshausen, 1971; Bernard, 1985; Kaplan y Pesce, 1991).

Andlisis de datos

Se realiz6 un analisis estadistico aplicando la prueba t-Student, para comprobar los
resultados obtenidos entre los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en los controles
con la finalidad de determinar la existencia de diferencias significativas entre los
pardmetros evaluados en ambos grupos. Asi mismo, se aplico la prueba de correlacion
lineal para establecer correlaciones entre los pardmetros bioquimicos con la fragilidad

osmotica globular en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (Sokal y Rohlf., 1989).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 2 muestra el resumen del analisis estadistico t-Student, aplicado a las
concentraciones séricas de glucosa medidas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
(DM2) y en controles. Se observan diferencias altamente significativas con valores

promedio aumentados en los pacientes con DM2.

Tabla 2. Resumen de la prueba estadistica t-Student aplicada a la concentracion de
glucosa (mg/dl) en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en controles que acudieron
al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado
Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

Controles DM2 t-Student p

Recuento 30 30

Promedio 85,13 125,73

Desviacion estandar 7,41 19,38

Coeficiente de variacion 8,70% 15,41% 10,72 0,00***
Minimo 70,00 95,00

Maximo 97,00 161,00

Rango 27,00 66,00

DM2: diabetes mellitus tipo 2; *** diferencias altamente significativas (p< 0,05)

Estos resultados estan relacionados con el hecho de que los pacientes que cursan con
DM2, presentan resistencia periférica a la insulina a nivel muscular y del tejido adiposo,
donde disminuye la captacién y metabolismo de la glucosa; y resistencia central a la
insulina que se desarrolla en el higado, donde se estimula la produccion de glucosa
(glucogenalisis) determinando, en conjunto, la hiperglicemia con la que cursan este tipo
de pacientes. Esta anomalia provoca una mayor produccion de insulina en las células
beta de los islotes pancreaticos de Langerhans, pero no es suficiente para contrarrestar la
insulinorresistencia, por lo que se mantiene la hiperglicemia. Otra alteracion que puede
estar presente en este tipo de pacientes es la disminucién del efecto de las incretinas,
conjuntamente con el aumento de la secrecién de glucagén en el periodo post-pandrial,
lo que favorece que se mantengan niveles elevados de glucosa en sangre. No obstante,
cuando la hiperglicemia se mantiene, aunque sea en nivel moderado, se produce

glicolipotoxicidad sobre las células beta, lo que altera la secrecion de insulina y aumenta
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la resistencia a esta hormona a nivel hepatico y muscular favoreciendo la evolucion

progresiva de la diabetes mellitus (L6pez, 2009).

La tabla 3 muestra el resumen del andlisis estadistico t-Student, aplicado a las
concentraciones séricas de colesterol total en pacientes con DM2 y en controles. Esta
prueba estadistica evidencié diferencias significativas con mayores concentraciones

séricas de colesterol total en los pacientes con DM2.

Tabla 3. Resumen de la prueba estadistica t-Student aplicada a la concentracién de
colesterol total (mg/dl) en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en controles que
acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana,
estado Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

Controles DM2 t-Student P

Recuento 30 30

Promedio 182,13 194,13

Desviacion estandar 14,40 28,15

Coeficiente de variacion 7,91% 14,50% 2,08 0,04*
Minimo 148,00 135,00

Maximo 200,00 254,00

Rango 52,00 119,00

DM2: diabetes mellitus tipo 2; * diferencias significativas (p< 0,05)

Estos resultados pueden estar relacionados al hecho de que la mayoria de los pacientes
con DM2 presentan obesidad central y resistencia a la insulina la cual provoca
incrementos en la fraccion del colesterol-LDL, con el consecuente incremento del
colesterol total en la circulacion sistémica (Pollak et al., 2007). Resultados que
concuerdan con los reportados por Steiner (1994) y Llorente et al. (2016), quienes
evidenciaron que los pacientes con DM2 cursan con niveles séricos moderadamente

elevados de colesterol-LDL vy colesterol total en comparacién con el grupo control.

Por otra parte, los altos niveles de glicemia en los pacientes con DM2, promueve la
glucosilacion de las proteinas estructurales de los receptores de colesterol-LDL, lo que
contribuye basicamente a reducir su catabolismo, favoreciendo el incremento del

colesterol en sangre (Kolovou et al., 2005).
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La tabla 4 muestra el resumen del andlisis estadistico t-Student, aplicado a las
concentraciones séricas de triglicéridos en pacientes con DM2 y en controles. Se pueden
observar diferencias altamente significativas entre los dos grupos de pacientes

estudiados, con valores promedio aumentados en el grupo de pacientes con DM2.

Tabla 4. Resumen de la prueba estadistica t-Student aplicada a la concentracion de
triglicéridos (mg/dl) en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en controles que
acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana,
estado Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

Controles DM?2 t-Student p

Recuento 30 30

Promedio 92,13 118,53

Desviacion estandar 12,22 29,15

Coeficiente de variacion 13,27% 24,59% 4,57 0,00***
Minimo 59,00 85,00

Maximo 115,00 196,00

Rango 56,00 111,00

DM2: diabetes mellitus tipo 2; * diferencias significativas (p< 0,05)

Estos resultados concuerdan con los reportados por Mooradian (2009); Carrizales y
Torres (2012); Gonzélez et al., (2017) quienes determinaron que el patron lipidico
caracteristico de los pacientes con DM2 consiste en un aumento de la concentracion de
triglicéridos, disminucion en los niveles de colesterol de las lipoproteinas de alta

densidad (c-HDL), aumento de colesterol-LDL y colesterol total.

Los pacientes con DM2 tienen resistencia a la insulina, por lo cual, esta hormona es
incapaz de suprimir la actividad de la enzima lipasa a nivel del tejido adiposo, lo que
favorece la lipdlisis con la consecuente liberacion de acidos grasos y glicerol. La mayor
concentracion de acidos grasos libres unidos a la albimina en el espacio vascular
incrementa su captacion y transporte a nivel hepéatico estimulando su esterificacion, lo
que aumenta la sintesis y secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), con

el consecuente aumento en los niveles séricos de triglicéridos (Cuevas y Alonso, 2016).

La tabla 5 muestra el resumen del analisis estadistico t-Student, aplicado a las
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concentraciones sericas de acido Urico en pacientes con DM2 y en controles. Se puede
observar la ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
pacientes estudiados con valores de &cido Urico que presentan una ligera tendencia a

aumentar en el grupo de pacientes con DM2.

Tabla 5. Resumen de la prueba estadistica t-Student aplicada a la concentracion de acido
arico (mg/dl) en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al
Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre,
durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

Controles DM?2 t-Student p

Recuento 30 30

Promedio 4,51 5,00

Desviacion estandar 0,94 0,71

Coeficiente de variacion 20,92% 14,48% 1,94 0,06ns
Minimo 3,00 3,30

Maximo 6,30 7,90

Rango 3,30 4,60

DM2: diabetes mellitus tipo 2; ns diferencias no significativas (p> 0,05)

Tomando en cuenta que el acido Urico es un producto final del metabolismo de las
purinas (adenina, guanina), cuyas concentraciones plasmaticas dependen de su ingesta a
través de la dieta, de la biosintesis a partir del metabolismo enddgeno de purinas y del
balance renal, donde el 90,00% del acido urico filtrado es reabsorbido (Valenzuela,
2016), podemos inferir que los pacientes participantes en esta investigacién mantienen
un consumo balanceado de productos con alto contenido de purinas (carnes rojas, aves,
productos marinos, coliflor, zetas, cerveza, etanol), por lo que no presentan alteraciones

en el metabolismo de las mismas.

Asi mismo, estos pacientes por su condicion de diabetes mellitus tipo 2, mantienen un
consumo reducido 0 muy poco de azucar de mesa, que posee un alto contenido de
fructosa, la cual a diferencia de la glucosa, una vez absorbida a nivel yeyunal es captada,
casi en su totalidad, por el higado donde es metabolizada originando productos como

acido urico, glucosa, glucdgeno y triglicéridos (Havel, 2005).

No obstante, a pesar de no presentar diferencias significativas, se puede observar que los
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pacientes con DM2, presentaron valores promedios de &cido drico (5,00+0,71 mg/dl)
mas elevados que los controles (4,51+0,94 md/dl), lo cual puede ser una respuesta
fisioldgica al estrés oxidativo al cual estan sometidos este tipo de pacientes (Nakanishi et
al., 2003), razon por la cual, autores como Bhole et al. (2010), determinaron que los

niveles elevados de acido urico constituyen un factor predictor de desarrollo de DM2.

Las tablas 6 y 7 muestran el resumen del analisis estadistico t-Student, aplicado a las
concentraciones séricas de urea y creatinina, respectivamente, en pacientes con DM2 y
en controles. En las mismas se puede observar que hay diferencias estadisticamente

significativas con valores promedio aumentados en el grupo de pacientes con DM2.

Tabla 6. Resumen de la prueba estadistica t-Student aplicada a la concentracion de urea
(mg/dl) en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al
Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre,
durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

Controles DM2 t-Student p

Recuento 30 30

Promedio 24,43 27,33

Desviacion estandar 3,34 3,62

Coeficiente de variacion 13,13% 13,25% 2,11 0,04*
Minimo 17,00 20,00

Maximo 30,00 33,00

Rango 13,00 13,00

DM2: diabetes mellitus tipo 2; * diferencias significativas (p< 0,05)

La urea es el producto final del metabolismo proteico, mientras que la creatinina es un
producto de desecho del metabolismo de la creatina y fosfocreatina en el tejido
muscular, ambos productos son excretados por la orina, razon por la cual, la valoracion
de sus niveles en sangre, son empleados comunmente, para medir el funcionalismo
renal. Por lo tanto, los niveles incrementados de urea y creatinina en estos pacientes,
indican que posiblemente se esta iniciando, en los mismos, un deterioro en la tasa de
filtracion glomerular (Castafio et al., 2009; Zotta et al., 2009; Montafiés et al., 2011;
Gutiérrez y Polanco, 2018).

21



Tabla 7. Resumen de la prueba estadistica t-Student aplicada a la concentraciéon de
creatinina (mg/dl) en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en controles que acudieron
al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado
Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

Controles DM?2 t-Student p

Recuento 30 30

Promedio 0,88 0,99

Desviacion estandar 0,23 0,15

Coeficiente de variacion 25,96% 15,24% 2,16 0,04*
Minimo 0,38 0,62

Maximo 1,20 1,20

Rango 0,82 0,58

DM2: diabetes mellitus tipo 2; * diferencias significativas (p< 0,05)

Cuando los niveles de glucosa sérica sobrepasan el umbral de reabsorcion renal, esta es
excretada por los rifiones combinada con agua, por lo que los pacientes con DM2, en las
primeras etapas de la enfermedad, presentan una mayor tasa de filtracién glomerular o
hiperfiltracion, mediada por la mayor relajacion de las arteriolas aferentes en
comparacion a las eferentes. A su vez, esto conduce a un aumento del flujo sanguineo a
través del capilar glomerular, elevando su presion interna. Cuando estas condiciones se
mantienen en el tiempo, producen tanto una hipertrofia glomerular como un aumento de
la superficie del capilar glomerular, lo que disminuye paulatinamente la tasa de filtracion
glomerular, desarrollandose una complicacion conocida como nefropatia diabética, por
lo que es posible que estos pacientes puedan estar iniciando esta complicacion, que
favorece el incremento de productos nitrogenados en sangre como la urea y creatinina
(Schrijvers et al., 2004; Meza et al., 2017).

Asi mismo, en los pacientes con DM2, la hiperglicemia mantenida por largo tiempo,
favorece la glicosilacion de las fibras de F-actina en la célula mesangial glomerular,
disminuyendo la contractilidad de estas células, por lo que ocurre un aumento del
diametro capilar. Ademas, se ha demostrado que los pacientes diabéticos tienen una
respuesta aumentada de vasoconstriccion postglomerular producto de la angiotensina II.
Estos cambios se traducen en un aumento de presion intraglomerular y en la

acumulacién de una lamina densa y matriz mesangial, lo que origina un dafio progresivo
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e irreversible del glomérulo, por lo que estos pacientes pueden estar llegando a
desarrollar una enfermedad renal crdnica, con retencion de productos de desecho en
sangre, aun en etapas tempranas de la enfermedad (Fliser et al., 2005; Mora et al., 2008;
Najafian et al., 2011).

La tabla 8 muestra el promedio del porcentaje de hemolisis de los eritrocitos, medidos en
pacientes con DM2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes
Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo

comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

Tabla 8. Promedio del porcentaje de hemdlisis de eritrocitos en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes
Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre
marzo a junio del afio 2019, en presencia de soluciones de cloruro de sodio a diferentes
concentraciones.

Concentracion % de Hemolisis

Tubo NaCl (g/l) Controles DM2
1 9,00 0,00 0,00
2 7,00 0,04 0,06
3 6,50 0,35 0,66
4 6,00 0,84 1,38
5 5,50 2,09 3,90
6 5,00 4,47 5,80
7 4,50 14,02 15,93
8 4,00 75,32 78,82
9 3,50 88,42 92,23
10 3,00 99,18 99,35
11 2,00 99,61 99,98
12 0,00 100,00 100,00

NaCl: cloruro de sodio

Los resultados muestran, que tanto para el grupo de pacientes con DM2 como para el
grupo control, la resistencia globular minima, es decir, el comienzo de la hemdlisis en
niveles importantes, fue en la solucién de 4,50 g/l de NaCl (tubo 7) y la resistencia
globular maxima o mas cercana al 90,00% se produce a una concentracion de 3,50 g/l de

NaCl (tubo 9). Esto se debe al hecho de que cuando los eritrocitos se colocan en una
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solucién hipotdnica, se incrementa el flujo de agua hacia el espacio intracelular para
lograr el equilibrio de concentraciones de solutos entre el interior y el exterior de las
células, por ende los eritrocitos incrementan su volumen hasta alcanzar el punto critico,

donde la membrana pierde su integridad y ocurre la hemolisis (Roper y Layton, 2006).

Con respecto al grupo control, estos resultados concuerdan con los reportados por
investigadores como Elekwa et al. (2003) y Alonso et al. (2015), quienes observaron
tendencias similares en las pruebas de fragilidad globular osmética en los eritrocitos de
un grupo de personas sanas. Esto se debe a que dicho grupo de pacientes los eritrocitos
no presentan alteraciones a nivel de la membrana citoplasmatica, por lo que la hemolisis

se produce de forma tipica entre 4,50 y 3,50 g/l de NaCl (Korones y Pearson, 1989).

La figura 1 muestra la representacion grafica del efecto que tiene el NaCL a a diferentes
concentraciones sobre la membrana de los hematies en pacientes con DM2 y en
controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad
de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio
2019.

En la misma, se puede observar que las lineas representativas tanto para el grupo de
pacientes con DM2 (color roja) como para los controles (color azul) coinciden en la
mayoria de los puntos en la curva, lo que permite inferir que la hemolisis de los
eritrocitos a concentraciones de 3,50; 4,00 y 4,50 g/l de NaCl, ocurre una pequefia
desviacién a la derecha de la linea representativa para los pacientes con DM2, lo que
indica que en estos puntos ocurre una mayor hemolisis en los globulos rojos de pacientes

con DM2 en comparacién con el grupo control (Alonso et al., 2015).
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Figura 1. Curva de resistencia globular osmadtica en pacientes con diabetes mellitus tipo
2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la
ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio
del afio 20109.

Es de hacer referencia, que la pequefia diferencia observada en ambas lineas, coincide
con la resistencia globular minima, que generalmente se toma como el valor mas
cercano al 10,00% de hemolisis (Tubo 7 a una concentracion de 4,50 g/l de NaCl), que
representa el valor maximo permisible para considerar la hemolisis dentro de los limites
normales y como valor de referencia para la resistencia globular méxima el mas cercano
al 90,00% de hemolisis (tubo 9 a una concentracion de 3,50 g/l de NaCl) (Alonso et al.,
2015).

En las tablas 9 y 10 se muestra el resumen del analisis estadistico t-Student, aplicado al
porcentaje de hemdlisis obtenido para los pacientes con DM2 y los controles a nivel de

la resistencia globular minima (concentracion 4,50 g/l de NaCl) y resistencia globular
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méaxima (concentracion 3,50 g/l de NaCl) respectivamente. En las mismas, se observan
la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los valores de los grupos
estudiados, con valores incrementados en los pacientes con DM2.

Tabla 9. Resumen de la prueba estadistica t-Student aplicada a los valores promedio del
porcentaje de hemdlisis, correspondientes a una concentracion de 4,50 g/l de cloruro de
sodio, en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y controles que acudieron al
Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumand, estado Sucre,
durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

Controles DM2 t-Student p

Recuento 30 30

Promedio 14,02 15,93

Desviacion estandar 1,74 3,17

Coeficiente de variacion 12,41% 19,89% 2,93 0,00***
Minimo 10,52 11,10

Maximo 17,50 21,54

Rango 6,98 10,44

DM2: diabetes mellitus tipo 2; * diferencias significativas (p< 0,05)

Tabla 10. Resumen de la prueba estadistica t-Student aplicada a los valores promedio del
porcentaje de hemolisis, correspondientes a una concentracion de 3,50 g/l de cloruro de
sodio, en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y controles que acudieron al
Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre,
durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

Controles DM2 t-Student p

Recuento 30 30

Promedio 88,42 92,23

Desviacion estandar 3,54 4,20

Coeficiente de variacion 4,01% 4,55% 3,80 0,00***
Minimo 80,65 82,85

Maximo 93,07 99,13

Rango 12,42 16,28

DM2: diabetes mellitus tipo 2; * diferencias significativas (p< 0,05)

Estos resultados pueden estar relacionados con el hecho de que la DM2 es una patologia
asociada frecuentemente con el estrés oxidativo. La hiperglicemia persistente con la que
cursan este tipo de pacientes, puede llegar a generar citotoxicidad mediada por un
incremento en la generacion de agentes pro-oxidantes como las especies reactivas de

oxigeno (ERO) y una disminucién de agentes antioxidantes como el glutation reducido
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(GSH), asi como de todas las enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa), vitaminas antioxidantes (vitaminas C, E y A) y el incremento en el
estrés nitrosante. Este desbalance entre los agentes pro-oxidantes y antioxidantes origina
el estrés oxidativo, con un incremento en la produccion de radicales libres como el
peroxinitrito, que es un potente oxidante lipidico y proteico. Estos pro-oxidantes son
capaces de atacar los lipidos de las membranas de las células en general, alterando su
fluidez y estructura, afectando finalmente la funcion de las mismas, generando
peroxidacion lipidica, ocasionando que los eritrocitos de estos pacientes sean mas

propensos a sufrir de hemolisis (Cruz et al., 2011).

Investigadores como Cortés et al. (2009); Calderon et al. (2013); Gutiérrez et al. (2014),
evidenciaron que uno de los principales blancos de la peroxidacién lipidica son las colas
hidrofébicas de los &cidos grasos insaturados que componen a los lipidos de las
membranas celulares, como la de los eritrocitos, en la cual, estos lipidos reaccionan con
las especies reactivas del oxigeno formando hidroperédxidos, los cuales son degradados a
una variedad de productos como el malonildialdehido (MDA). Esto causa una serie de
efectos en la membrana de los eritrocitos, los cuales pierden su capacidad de
deformabilidad haciéndolos méas susceptibles a sufrir dafios cuando atraviesan los
pequefios capilares, acortando su tiempo de vida media e incrementando su fragilidad

cuando son sometidos a soluciones hipotdnicas de cloruro de sodio.

La tabla 11 muestra el andlisis de correlacion lineal entre las concentraciones séricas de
glucosa, colesterol total, triglicéridos, urea, creatinina, &cido urico con el porcentaje de

hemolisis correspondiente a concentraciones de 4,50 g/l y 3,50 g/l de NaCl.

En la misma, se observa la existencia de correlacion lineal positiva significativa entre la
concentracion sérica de glucosa y el porcentaje de hemdlisis a concentraciones de 4,50
o/l de NaCl (r=0,45; p=0,01*) y 3.50 g/l de NaCl (r=0,48; p=0,01%).
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Tabla 11. Resumen de la prueba estadistica de correlacion lineal de Pearson aplicada al
porcentaje de hemdlisis a concentraciones de 4,50 g/l y 3,50 g/l de cloruro de sodio y las
concentraciones séricas de glucosa, colesterol total, triglicéridos, urea, creatinina y acido
arico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que acudieron al Ambulatorio “Dr
Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo
comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

Valor del andlisis de correlacion lineal

Parametros Correlacionados 4,50 g/l NaCl 3,50 g/l NaCl
(r) (p) (r) (p)
Glucosa (mg/dl) vs % de Hemolisis 0,45 0,01* 0,48 0,01*
Colesterol total (mg/dl) vs % de Hemdlisis 0,38 0,04* 0,39 0,03*
Triglicéridos (mg/dl) vs % de Hemdlisis 0,41 0,02* 0,40 0,03*
Urea (mg/dl) vs % de Hemdlisis 0,38 0,04* 0,41 0,02*
Creatinina (mg/dl) vs % de Hemo@lisis 0,37 0,04* 0,38 0,04*
Acido drico (mg/dl) vs % de Hemolisis 0,43 0,02* 0,40 0,03*

—

: coeficiente de correlacion de Pearson; * correlacién significativa (p< 0,05)

Resultados que pueden estar asociados al hecho que la glucosa es capaz de auto-
oxidarse, proceso que ocurre proporcionalmente a su concentracién. Cruz et al. (2011);
Calderon et al. (2013); Storino et al. (2014), demostraron que la glucosa, al igual que
otros alfahidroxialdehidos, es capaz de auto-oxidarse a enedioles (enolizarse), los cuales
en solucién acuosa y en presencia de metales de transicién, como el Fe*?, producen
citoaldehidos intermediarios oxidados y radicales libres con un alto poder oxidante como
el anion superdxido, lo que ocasiona, entre otros efectos adversos, la activacion de la via
de los polioles (vias de los hexosominas), que contribuye a la generacion de mayor
cantidad de radicales libres. Asi mismo, el glioxal, producto derivado de la oxidacién de
la glucosa, puede generar citotoxicidad mediada por un incremento de la generacion de
ERO y una disminucion del GSH intracelular. Este desbalance entre los agentes
oxidantes y antioxidantes, promueven la peroxidacion lipidica, por lo tanto, existe la
posibilidad de que los eritrocitos de los pacientes con DM2 analizados en esta
investigacion, pueden llegar a tener una mayor fragilidad globular osmoética a medida

que se incrementan los niveles de glucosa en sangre.
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Pefiuela et al. (2002), evidenciaron que en la bicapa lipidica de la membrana eritrocitaria
se encuentra un esqueleto proteico conformado principalmente por espectrina-actina,
conectado a espacios regulares con las proteinas integrales de la membrana, banda 3 y
glicoforina C, por medio de las proteinas de unidn, anquirina y banda 4.1, y que la
generacion excesiva de ERO, como ocurre en la auto-oxidacion de la glucosa, provoca
una serie de alteraciones en las proteinas de membrana lo cual desestabiliza el

citoesqueleto incrementandose la FGO.

La correlacion positiva observada entre el porcentaje de hemolisis y los niveles séricos
de colesterol (r=0,38; p=0,04* a 4,50 g/l de NaCl; r=0,39; p=0,03* a 3,50 g/l de NaCl) y
triglicéridos (r=0,41; p=0,02* a 4,50 g/l de NaCl; r=0,40; p=0,03* a 3,50 g/l de NaCl),
pueden estar relacionadas con el hecho que las ERO que se producen en los pacientes
con DM2 provocando peroxidacion lipidica en la membrana de los eritrocitos, también
son capaces de oxidar las lipoproteinas plasmaticas, tanto a la apolipoproteina como los
lipidos que la componen, provocando alteraciones en su funcion, concentracion
plasmaética, sintesis y degradacion, alterando el transporte reverso del colesterol y la
depuracion de los triacilglicéridos plasmaticos, respectivamente, lo cual contribuye e
incrementa las dislipidemias observadas en la DM2. Asi mismo, las colesterol-LDL
oxidadas no son reconocidas por los receptores LDL, disminuyendo su catabolismo e
incrementando sus niveles en sangre (Calderoén et al., 2013).

Por otra parte, el desbalance entre las ERO y los antioxidantes constituye un elemento
patogénico importante de la resistencia a la insulina, debido a que durante el estado de
estrés oxidativo no se estimulan adecuadamente las vias de sefializacién mediados por
esta hormona, por lo que no es capaz de inactivar a la enzima lipasa a nivel del tejido
adiposo, lo que favorece la lipolisis con la consecuente liberacion de acidos grasos y
glicerol, incrementandose los niveles de triglicéridos en sangre (Komosinska et al.,
2005).
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La correlacion positiva encontrada entre el porcentaje de hemdlisis y los niveles séricos
de urea (r=0,38; p=0,04* a 4,50 g/l de NaCl; r=0,41; p=0,02* a 3,50 g/l de NaCl) y
creatinina (r=0,37; p=0,04* a 4,50 g/l de NaCl; r=0,38; p=0,04* a 3,50 g/l de NaCl),
pueden estar relacionadas con el hecho que las ERO son capaces de provocar dafios en
los lipidos de las membranas de las celulas renales afectando su funcion. Giacco y
Brownlee (2010), observaron que la peroxidacion lipidica que ocurre a nivel del rifién de
los pacientes con DM2, compromete la integridad de la membrana basal y del epitelio,
originando la perdida de la funcion glomerular y tubular, con la consecuente retencién

de productos de desecho en sangre como la urea y creatinina.

Asi mismo, investigadores como Saldafa et al. (2004); Simé (2015) evidenciaron que
los niveles incrementados de creatinina y urea en sangre, son capaces de actuar como
toxinas urémicas que son de naturaleza oxidante, lo que promueve la sintesis de agentes
pro-oxidantes favoreciendo la peroxidacion lipidica, y por ende, la fragilidad globular

osmotica.

Se observa la existencia de correlacion lineal positiva significativa entre la
concentracion sérica de acido Urico y el porcentaje de hemolisis a concentraciones de
4,50 g/l de NaCl (r=0,43; p=0,02*) y 3.50 ¢/l de NaCl (r=0,40; p=0,03*), estos
resultados pueden estar asociados con la capacidad antioxidante del &cido urico, el cual
es considerado uno de los mas importantes de tipo no enzimaticos, atribuyéndosele hasta
el 50,00% de la capacidad antioxidante de la sangre, con un amplio espectro de accion,
incluyendo radicales libres e iones metalicos (hierro, cobre), ademas de reducir el dafio
producido por el peroxinitrito (radical libre altamente reactivo) y actuar como una
sustancia oxidable capaz de aceptar electrones (Valenzuela, 2016).

Estos resultados permiten inferir que a medida que se incrementa el estrés oxidativo, y
por ende, la fragilidad globular osmotica en los pacientes con DM2, ocurre un
incremento en los niveles de acido urico, como una medida adaptativa fisiologica que

busca aumentar los niveles de los agentes antioxidantes no enzimaticos, para alcanzar el
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equilibrio con los oxidantes y asi tratar de contrarrestar la peroxidacion lipidica y sus
efectos dafinos a las membranas celulares, sin embargo, esta medida al parecer no es
suficiente para contrarrestar de manera total la fragilidad globular osmética observa

los pacientes con DM2.

CONCLUSIONES

Los pacientes con DM2 tienen una mayor fragilidad globular osmética que el grupo

control.

Tanto los pacientes con DM2 como los controles presentan una resistencia globular
minima a una concentracion de 4,50 g/l de NaCl y resistencia globular maxima a 3,50 g/I
de NaCl.

La glucosa se encontr6 mas elevada en pacientes con DM2, asi mismo, los parametros
colesterol total, triglicéridos, urea y creatinina se encontraron ligeramente mas

incrementados en los pacientes con DM2 que en el grupo control.

Los niveles de glucosa, colesterol total, triglicéridos, &cido drico, urea y creatinina se

correlacionan en forma positiva con el porcentaje de hemolisis en pacientes con DM2.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios donde se evalten los niveles de agentes prooxidantes y antioxidantes

en pacientes con DM2.

Asociar los niveles de agentes prooxidantes y antioxidantes con la fragilidad globular

osmotica y los niveles de insulina en pacientes con DM2.

Determinar y comparar la fragilidad globular osmoética en pacientes con DM1 y DM2.
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APENDICE
APENDICE 1

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

AUTORIZACION

Bajo la coordinacion del Profesor Pedro Tovar Lizardo de la Universidad de Oriente,
Nucleo de Sucre se realizaré el proyecto de investigacion intitulado:

Interrelacion de los pardmetros glucosa, colesterol, triglicéridos, urea, &cido Urico,
creatinina con la fragilidad globular osmotica en pacientes con diagnostico de diabetes
mellitus tipo 2 de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Yo:

C.I:

Nacionalidad:

Domiciliado en:

Siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que medie
coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma,
duracion, propdsito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio indicado,
declaro mediante la presente:

1. Haber sido informado (a) de manera clara y sencilla y por parte del grupo de
investigadores de este proyecto, de todos los aspectos relacionados con el proyecto de
investigacion intitulado:

Interrelacion de los pardmetros glucosa, colesterol, triglicéridos, urea, acido urico,
creatinina con la fragilidad globular osmotica en pacientes con diagnostico de diabetes
mellitus tipo 2 de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

2. Tener conocimiento de que los objetivos del trabajo antes sefialados son:

Determinar y comparar la fragilidad osmotica globular en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 y en controles.
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Diferenciar y comparar los niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos, urea, acid
y creatinina en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en controles.

Establecer la correlacion entre la fragilidad osmética globular con los niveles de glucosa,
colesterol, triglicéridos, &cido Urico, urea y creatinina en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2

3. Haber sido informado de que mi participacion en el proyecto consiste en donar de
manera voluntaria una muestra de 10 ml de sangre la cual serd extraida por puncion
venosa con jeringas descartables en el antebrazo, ademas de llenar un formulario con
datos personales de interés para el estudio.

4. Mi participacion en este estudio no implica riesgos para mi salud y los procedimientos
utilizados causan muy pocas molestias.

5. Que cualquier pregunta que tenga en relacién con este estudio, me serd respondida
oportunamente por el equipo de investigadores con quien me puedo comunicar por el
teléfono con el Br.

6. Que el Unico beneficio que obtendré de este estudio no es de indole personal sino
comunal o grupal.

7. Que se garantiza total confidencialidad de los resultados de mi muestra y que mi
nombre no sera utilizado en ningln estudio o reporte.

9. Que tengo derecho a solicitar los resultados de mi muestra, aunque ellos no tengan
ninguna utilidad como indicadores de salud o bien.
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APENDICE 2
DECLARACION DE VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y recibido las respuestas a mis preguntas respecto a
este formato de consentimiento, y por cuanto a mi participacion en este estudio es
totalmente voluntaria, de acuerdo:

Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigaciones de la UDO a realizar el referido estudio en la muestra que acepto donar a
los fines indicados anteriormente.

Reservarme el derecho de revocar esta autorizacidén asi como mi participacion en el
proyecto, en cualquier momento, sin que ello conlleve a cualquier tipo de consecuencia
negativa para mi persona.

Firma de voluntario:

Nombre y Apellido:

Lugar y fecha:

Firma del testigo:
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APENDICE 3
DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo
mencionado, certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este
formulario de consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y
beneficios de su participacion en este estudio. Ningun problema de indole médica, de
idioma o instruccion han impedido al sujeto tener una clara comprension con este
estudio.

Quien recolecta la muestra:

Brs. Francelys Del V. Colon Fuscott y Nayib E. Masri Derikha

Firma:

Lugar y fecha:
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APENDICE 4
ENCUESTA CLINICA

IDENTIFICACION DEL PACIENTE
Apellidos: Nombres:

Edad: Sexo: Ocupacion:

Direccion:

DIAGNOSTICO CLINICO

Presenta patologias como:

Diabetes: SI.__ NO__ Tipo:1_ 2 Controlada: SI__ NO___
Tiempo de diagnosticada la diabetes:

Hipertension arterial: Sl NO

Enfermedad renal: SI _ NO____ Sindrome metabdlico: Sl NO

Anemia: SI __ NO___ Tipo:

Otra patologia:

Consume medicamentos: SI __ NO___ Nombre del medicamento(s):
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Figura 4.1. Variacion de la concentracion de glicemia (mg/dl) en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes
Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre
marzo a junio del afio 2019.
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Figura 4.2. Variacion de la concentracion de colesterol total (mg/dl) en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes
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Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el pe
comprendido entre marzo a junio del afio 2019.
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Figura 4.3. Variacion de la concentracion de triglicéridos (mg/dl) en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes
Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumang, estado Sucre, durante el periodo
comprendido entre marzo a junio del afio 2019.
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Figura 4.4. Variacion de la concentracion de acido urico (mg/dl) en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes
Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el pe
comprendido entre marzo a junio del afio 2019.

33 —
1 1 ™ -
E | R / +
j=11] L
E st v ‘ ‘
: ™
5 _

21 | |

17 | .

Controks DM2

Figura 4.5. Variacion de la concentracion de urea (mg/dl) en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes
Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre
marzo a junio del afio 2019.
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Figura 4.6. Variacion de la concentracion de creatinina (mg/dl) en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes
Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendic

marzo a junio del afio 2019.
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Figura 4.7. Variacion del porcentaje de hemdlisis a una concentracion de 4,50 g/l de
NaCl en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al
Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre,
durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio 2019.
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Figura 4.8. Variacion del porcentaje de hemolisis a una concentracion de 3,50 g/l de
NaCl en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en controles que acudieron al
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Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad de Cumana, estado Sucre,
durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio 2019.
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Figura 4.9. Correlacion entre los parametros glucosa (mg/dl) y porcentaje de hemdlisis a
una concentracion de 4,50 g/l de NaCl en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y en
controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciudad
de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio del afio
2019.
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Figura 4.10. Correlacion entre los parametros colesterol total (mg/dl) y porcentaie de
hemolisis a una concentracion de 4,50 g/l de NaCl en pacientes con diabetes

tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Seri

la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre marzc

del afio 20109.
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Figura 4.11. Correlacion entre los parametros triglicéridos (mg/dl) y porcentaje de
hemolisis a una concentracion de 4,50 g/l de NaCl en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de
la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio
del afio 20109.
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Figura 4.12. Correlacion entre los parametros urea (mg/dl) y porcentaje de hemolisis a
una concentracion de 4,50 g/l de NaCl en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y
controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de la ciuc

de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio del
2019.
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Figura 4.13. Correlacion entre los pardmetros creatinina (mg/dl) y porcentaje de
hemolisis a una concentracion de 4,50 g/l de NaCl en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de
la ciudad de Cuman4, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio
del afio 20109.
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Figura 4.14. Correlacion entre los parametros &cido Urico (mg/dl) y porcentaje de
hemolisis a una concentracion de 4,50 g/l de NaCl en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 y en controles que acudieron al Ambulatorio “Dr Arquimedes Fuentes Serrano” de
la ciudad de Cuman4, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre marzo a junio
del afio 2019.
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triglicéridos, urea, acido Urico, creatinina y el porcentaje de hemdlisis a 3,50 g/l y 4,50
g/l de cloruro de sodio. Se concluye que existe una correlacion lineal positiva
significativa entre todos los parametros bioquimicos evaluados con la fragilidad globular
osmotica en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2.
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Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por

unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.
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