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RESUMEN  

Introducción: el estrés oxidativo está implicado en las complicaciones de la diabetes 
mellitus, como la retinopatía. En condiciones de hiperglucemia se incrementan los 
niveles de óxido nítrico y de anión superóxido, y se produce daño irreversible a 
biomoléculas.  
Objetivo: analizar los niveles de óxido nítrico y de indicadores de estrés oxidativo en 
pacientes diabéticos tipo 1 con retinopatía diabética, herramienta que pudiera ser 
eficaz en el control de estos pacientes.  
Método: se evaluaron los niveles urinarios y plasmáticos de nitritos, nitrotirosina en 
plasma e indicadores de estrés oxidativo en pacientes diabéticos tipo 1 con y sin 
retinopatía, procedentes de los hospitales Gustavo Fricke, Naval y Van Buren, en 
Valparaíso. 
Resultados: se observó diferencia en los niveles de nitritos en plasma entre 
diabéticos con y sin retinopatía, y el grupo control (117,95 ± 8,80 μmol/L; 77,98 ± 
32,65 μmol/L; 58,72 ± 13,37 μmol/L; respectivamente; p< 0,0001). La nitrotirosina 
plasmática es menor en diabéticos sin retinopatía en relación con los que presentan la 
complicación (0,76 ± 1,93 vs. 2,20 ± 2,44 μmol/L; p= 0,0008) y es casi 
imperceptible en el grupo control (0,02 ± 0,00 μmol/L). Una menor actividad de las 
enzimas superóxidodismutasa y catalasa, así como mayor lipoperoxidación se 
demostró en pacientes con retinopatía. 
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Conclusiones: los resultados permiten sugerir que existe una relación entre la 
formación e inactivación de óxido nítrico con el estrés oxidativo, la retinopatía 
diabética y probablemente con la patogenia de esta complicación.  

Palabras clave: óxido nítrico; estrés oxidativo; diabetes mellitus tipo 1; retinopatía.  

 

ABSTRACT  
 
Introduction: Oxidative stress is involved in diabetes mellitus complications such as 
retinopathy. In hyperglycemic conditions an increase occurs in nitric oxide and 
superoxide anion levels, and irreversible damage is caused to biomolecules. 
Objective: Analyze the levels of nitric oxide and oxidative stress indicators in type  
1 diabetic patients with diabetic retinopathy, a tool potentially effective for the control 
of these patients. 
Methods: Evaluation was conducted of urine and plasma levels of nitrites, plasma 
nitrotyrosine and oxidative stress indicators in type 1 diabetic patients with and 
without retinopathy from the hospitals Gustavo Fricke, Naval and Van Buren, in 
Valparaíso.  
Results: A difference was found in plasma nitrite levels between diabetics with and 
without retinopathy and the control group (117.95 ± 8.80 μmol/L; 77.98 ± 32.65 
μmol/L; 58.72 ± 13.37 μmol/L, respectively; p< 0.0001). Plasma nitrotyrosine is 
lower in diabetics without retinopathy than in those with the complication (0.76 ± 
1.93 vs. 2.20 ± 2.44 μmol/L; p= 0.0008) and it is almost imperceptible in the control 
group (0.02 ± 0.00 μmol/L). Patients with retinopathy had lower superoxide 
dismutase and catalase activity and higher lipid peroxidation. 
Conclusions: Results suggest a relationship between nitric oxide formation and 
inactivation and oxidative stress, and diabetic retinopathy and probably the 
pathogenesis of this complication. 
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INTRODUCCIÓN  

La retinopatía diabética (RD) constituye una de las complicaciones de la diabetes 
mellitus. Aproximadamente el 25 % de los pacientes con diabetes mellitus tipo 1 
presentan retinopatía a los cinco años de evolución de la enfermedad, y el 80 % 
después de los diez años de evolución de la enfermedad, siendo la causa más 
frecuente de ceguera en estos pacientes.1 Entre las formas clínicas de RD, la RD 
proliferativa tiene mal pronóstico y se asocia habitualmente con nefropatía, 
enfermedades cardiovasculares o ambas.2  

Resultados del estudio Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) confirman 
que la hiperglucemia es un factor importante en el desarrollo de la retinopatía e 
indican que de lograrse un control metabólico óptimo de la DM, existen menos 
posibilidades de desarrollo de dicha complicación.2  
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La hiperglucemia y el estrés oxidativo son eventos importantes en la patogénesis de 
la RD.1 La hiperglucemia condiciona la mayor actividad de vías metabólicas que 
incrementan la producción de especies reactivas oxidantes (ERO), depleción de 
mecanismos antioxidantes, y el establecimiento de estrés oxidativo (EO), con 
alteraciones en la estructura y función de los diferentes niveles de organización 
biológica, y en vías específicas de señalización de la célula que favorecen las 
complicaciones del diabético.1,3,4  

La retina es particularmente susceptible al estrés oxidativo, dado el alto contenido en 
ácidos grasos poliinsaturados, la elevada demanda energética y la exposición a la 
luz.5 El EO afecta la función del endotelio, incrementa la permeabilidad vascular y la 
apoptosis en los pericitos retinales.6 En la retina del diabético con retinopatía se 
observan isquemia y trastornos circulatorios importantes.7  

El óxido nítrico (NO) interviene en los mecanismos que regulan la circulación 
retiniana. En estudios clínicos realizados en plasma de pacientes con RD se ha 
asociado el control metabólico del diabético con el metabolismo del óxido nítrico.8 En 
estudios in vitro se ha observado que la hiperglucemia induce la expresión de la óxido 
nítrico sintasa endotelial y un incremento del anión superóxido en células 
endoteliales.9 En estas condiciones se favorece la producción de peroxinitrito y la 
inhibición de la acción del NO en el endotelio vascular.  

Antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos desempeñan un papel protector en la 
pared vascular. En este contexto, la administración de antioxidantes a ratas 
diabéticas disminuyó los efectos deletéreos que se producen en la retinopatía 
diabética, como la adhesión leucocitaria a las células endoteliales, la permeabilidad 
vascular, la apoptosis de células retinianas y el engrosamiento de la membrana basal. 
Se ha sugerido además, que el incremento en la superóxido dismutasa extracelular, 
una de las enzimas antioxidantes, inhibe la progresión de la RD.10  

En Chile no existen estudios previos sobre los niveles del NO y el estrés oxidativo en 
la RD. El objetivo del presente estudio es analizar los niveles de NO y de indicadores 
de estrés oxidativo en pacientes diabéticos tipo 1 con retinopatía diabética, 
herramienta que pudiera ser eficaz en el control de estos pacientes.  

   

MÉTODOS  

De los consultorios de endocrinología de los hospitales Van Buren, Naval y Gustavo 
Fricke, en Valparaíso, se seleccionaron 41 pacientes diabéticos tipo 1, entre 20 y  
40 años de edad y al menos diez años de evolución de la enfermedad, no fumadores, 
no hipertensos ni portadores de enfermedad tumoral o inflamatoria. Estos pacientes 
fueron divididos en dos subgrupos: 21 pacientes diabéticos sin retinopatía y 20 
pacientes con retinopatía diabética.  

El diagnóstico de retinopatía se confirmó mediante oftalmoscopia directa 
(oftalmoscopio Carl Zeiss), la biomicroscopia del fondo de ojo con el empleo de la 
lámpara de hendidura marca CSO modelo CL-930, así como la oftalmoscopia indirecta 
(oftalmoscopio Keeler y lente auxiliar Goldman).  

Los pacientes sin medicación de insulina al momento de la evaluación, recolectaron la 
orina de 24 horas previas al estudio. Se seleccionaron además 21 personas sanas 
(grupo control). Pacientes y personas sanas dieron consentimiento por escrito para 
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participar en el estudio, siendo aprobado por el Comité de Ética de las instituciones 
involucradas.  

Procedimientos analíticos  

La glucemia se determinó por el método enzimáticocolorimétrico de glucosa oxidasa,11 

la hemoglobina glicada (HbA1c) por un método de separación de las hemoglobinas 
rápidas por medio de cromatografia de intercambio iónico (Human)12 y la creatinina 
según Slot, basado en el método de Jaffé.13  

Determinación de indicadores asociados al estrés oxidativo 
 
Se determinaron los indicadores nitritos, nitrotirosina, lipoperoxidación, grupos 
carbonilo, capacidad antioxidante total y actividad de enzimas antioxidantes catalasa 
(CAT) y superóxido dismutasa extracelular (SOD). La determinación de nitritos se 
realizó mediante el reactivo de Griess.14 Los niveles de nitritos en orina fueron 
normalizados a través de la determinación de creatinina en orina. Para la 
cuantificación de nitrotirosina se utilizó un ELISA (Nitrotyrosine Elisa test kit, Cat #: 
HK 501. Lt #: 3519K16, Size: 2x96 assays. HyCult Biotechnology). La 
lipoperoxidación se realizó mediante la determinación de productos reactivos al ácido 
tiobarbitúrico (TBARS),15 y la determinación de carbonilos según Levin y otros.6 La 
actividad de las enzimas CAT y SOD se realizaron siguiendo la cinética de 
descomposición de peróxido de hidrógeno y la de formación de citocromo reducido en 
presencia del sistema xantina-xantina oxidasa, respectivamente.17,18 La capacidad 
antioxidante total se determinó según Romay y otros,19 y la concentración de 
proteínas mediante el método de Lowry.20  

Análisis estadístico  

De los datos se utilizó el programa Statistica. Se estimó la diferencia entre los grupos 
mediante estadística no paramétrica que incluyó análisis de varianza de Kruskal-
Wallis para muestras independientes, con el fin de verificar diferencias entre grupos. 
Se consideraron diferencias significativas cuando p< 0,05.  

   

RESULTADOS  

DETERMINACIÓN DE NITRATOS-NITRITOS PLASMÁTICOS Y URINARIOS  

Como se observa en la tabla, la concentración de nitratos y nitritos plasmáticos fue 
diferente entre los tres grupos de estudio, siendo mayor en los diabéticos con 
retinopatía, en relación con el grupo control y con el grupo de diabéticos sin 
retinopatía (p< 0,0001). En orina, no se demuestran diferencias significativas  
(p= 0,6885); no obstante en diabéticos con retinopatía, las concentraciones de 
nitritos y nitratos tienden a ser mayores.  
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DETERMINACIÓN DE NITROTIROSINA EN PLASMA  

En las personas del grupo control, la nitrotirosina es prácticamente indetectable. Sin 
embargo, la concentración de nitrotirosina en diabéticos con retinopatía resultó ser 
mayor que en el grupo sin esta complicación (p= 0,0008), resultado que se expresa 
en el análisis de la relación nitrotirosina/nitritos que se representa en la figura 1.  

 

DAÑO A LÍPIDOS (ESPECIES REACTIVAS AL ÁCIDO TIOBARBITÚRICO) Y A 
PROTEÍNAS (GRUPOS CARBONILO).  

La mayor concentración de TBARS se verifica en los diabéticos con retinopatía (Fig. 2), 
mientras que en relación con la concentración de grupos carbonilo no se observan 
diferencias significativas entre los grupos (p= 0,0666; Fig.3), aunque en el grupo control 
se encontró la concentración más baja.  
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ACTIVIDAD ENZIMÁTICA SUPERÓXIDO DISMUTASA  

La actividad de la enzima SOD, no fue diferente entre los grupos (p= 0,2884), aunque 
se observa una tendencia a menor actividad en pacientes con retinopatía diabética 
(Fig. 4).  
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ACTIVIDAD ENZIMÁTICA CATALASA  

En la figura 5 se observa un incremento significativo en la actividad de la catalasa en 
los pacientes diabéticos tipo 1 sin retinopatía, pero en presencia de retinopatía la 
actividad de esta enzima disminuye (test ANOVA y test de Fisher; p< 0,05).  

 

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL EN PLASMA SANGUÍNEO (TRAP)  

Los resultados del test ANOVA no permiten verificar diferencias entre los grupos en 
estudio (Fig. 6). No obstante, se encontró una tendencia al incremento en el grupo 
con retinopatía en comparación al resto de los grupos.  
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DISCUSIÓN  

El óxido nítrico interviene en el control del tono vasomotor, la angiogénesis y la 
permeabilidad vascular. La mayor concentración de nitritos y nitratos en los pacientes 
diabéticos con retinopatía indica una posible relación entre la producción de NO y las 
complicaciones a nivel de microcirculación en estos pacientes. Se ha documentado 
que un aumento en las concentraciones sanguíneas de glucosa eleva los niveles de 
NO, tanto en animales, como en pacientes con diabetes tipo 1 con reciente 
diagnóstico.21 Este aumento se ha vinculado con el requerimiento de dosis de insulina 
y con la activación de la óxido nítrico sintasa inducible, activación en particular en las 
células fotorreceptoras.22 La expresión de esta enzima es mediada por el factor 
nuclear-κB, el cual se incrementa en estados de hiperglucemia y es relevante en la 
degeneración vascular que se presenta en la retinopatía diabética.1,9,23  

Los resultados del presente estudio concuerdan con los de Maejima y otros, quienes 
demostraron que la concentración de nitratos y nitritos en diabéticos tipo 2 fue 
superior a la del grupo control. En este mismo estudio se evaluaron estos niveles en 
diabéticos con distintas complicaciones microvasculares, resultando mayores en 
pacientes que presentaban distintos grados de retinopatía y neuropatía.24 Sharma y 
colaboradores también cuantificaron NO en diabéticos tipo 2 y encontraron asociación 
con la severidad de la retinopatía.5 En el estudio de Rodríguez los niveles de nitritos y 
nitratos se incrementaron con la severidad de la RD.25 Izumi reportó un incremento en 
NO en pacientes diabéticos con y sin RD en comparación con personas saludables.26  

Las determinaciones de nitratos y nitritos en orina son mayores que en plasma debido 
probablemente, a que en la orina se suma un porcentaje de formación de NO a nivel 
renal. Se ha descrito que en diabéticos con neuropatías recientes se produce un 
aumento excesivo en la producción de NO, por sobre la del anión superóxido, lo que 
contribuye a favorecer la vasodilatación a nivel renal.21  
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La relación entre el aumento en la formación de NO y su desactivación oxidativa se 
expresó por medio de la proporción de las concentraciones plasmáticas de 
nitrotirosina/nitratos y nitritos (NT/NO). El análisis revela un aumento en pacientes 
diabéticos tipo 1, el cual se hace más evidente en presencia de retinopatía (Fig. 1).  

El incremento en la formación de NO favorece su oxidación en presencia de anión 
superóxido, con la formación de peroxinitrito. Esta afirmación se evidencia con la 
cuantificación de nitrotirosina, marcador que está incrementadoen diabéticos con 
retinopatía, condición que genera un compromiso microvascular. Resultado similar se 
reporta en el estudio de Ruia ycolaboradores.6 En este contexto, los marcadores de 
concentración de NO y nitrotirosina resultan ser indicativos de daño oxidativo.  

Los niveles elevados de lipoperoxidación en los pacientes diabéticos con presencia de 
RD, evidencian la existencia de una mayor peroxidación lipídica en esta complicación 
de la diabetes. Esto puede explicarse porque dicha lipoperoxidación es la 
consecuencia de la formación de especies reactivas a expensas de una hiperglucemia 
mantenida o en episodios bruscos presente en el paciente diabético. El incremento de 
la lipoperoxidación en los pacientes con DM tipo 1 con RD en relación con diabéticos 
sin retinopatía, sugiere que las especies reactivas del oxígeno desempeñan una 
función importante como factor desencadenante y agravante de la RD, potenciado por 
el tiempo de evolución de la diabetes.  

El incremento en las especies reactivas es el nexo entre la hiperglucemia y las 
complicaciones del diabético debido a la modificación en vías metabólicas, entre las 
que se encuentran la activación de la vía del poliol, la formación del diacilglicerol y el 
fosfatidilinositol por activación de la proteína quinasa C, la formación de productos 
terminales de glicación avanzada y la disfunción mitocondrial.6 De hecho, las ERO 
incrementan la expresión del factor de crecimiento endotelial vascular en retina y en 
consecuencia, se incrementa la expresión de la enzima óxido nítrico sintasa.27  

Los resultados que se presentan son similares a los documentados por otros autores. 
Incremento en los niveles de TBARS atendiendo a la severidad de la retinopatía 
diabética es uno de los hallazgos referido por los grupos de Rodríguez y otros. En el 
estudio de Ruia con 40 diabéticos con retinopatía se demostró un incremento de la 
peroxidación con la evolución de la complicación.6,25  

Altas concentraciones de productos de la peroxidación lipídica y de peroxinitrito se 
han encontrado en pacientes diabéticos con retinopatía en relación con aquellos 
pacientes diabéticos sin complicación angiopática.6,28  

De acuerdo a los resultados obtenidos sobre daño a proteínas se observa una 
tendencia al aumento en pacientes con retinopatía diabética. Especies reactivas y 
productos finales de la peroxidación lipídica pueden producir daño a proteínas, lo que 
compromete la función metabólica, en la que intervienen enzimas.  

Las enzimas antioxidantes son diana de las especies reactivas, lo que hace pensar en 
una menor actividad de las enzimas antioxidantes en diabéticos con retinopatía, como 
se observa en la tendencia a la disminución en la actividad SOD y la disminución en la 
actividad CAT en los diabéticos complicados. Una disminución de la actividad de SOD 
puede estar relacionada con un aumento en la concentración de peróxido de 
hidrógeno (H2O 2), proveniente de la autoxidación de la glucosa y favorecida por una 
baja actividad de la enzima catalasa. El H2O 2 inhibe a la superóxido dismutasa, cuyo 
sustrato es el anión superóxido. El incremento en este anión trae como consecuencia 
la formación de otras especies reactivas, como el peroxinitrito.6 Bajo estas condiciones 
es ineficaz el mecanismo antioxidante endógeno en estos pacientes diabéticos. Este 
resultado difiere del que se reporta por Rodríguez y otros, quienes encuentran que la 
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actividad catalasa en eritrocitos está incrementada en la RD, probablemente como 
respuesta compensatoria ante el incremento en las ERO en diabéticos tipo 2.25  

El aumento significativo en la actividad catalasa en los pacientes diabéticos tipo 1 sin 
retinopatía está en correspondencia con la menor lipoperoxidación en estos pacientes 
y la respuesta antioxidante que se produce ante un incremento en las especies 
reactivas.  

La valoración de las defensas antioxidantes no enzimáticas del organismo se realizó 
mediante la técnica TRAP. A pesar de que los resultados no difieren entre los grupos, 
el valor mayor se encontró en el grupo con retinopatía en comparación al resto de los 
grupos. Los mecanismos de defensa antioxidante del plasma parecen responder a las 
necesidades metabólicas en consecuencia con los cambios fisiopatológicos. Sin 
embargo, Rodríguez y otros encontraron disminución en la capacidad antioxidante 
total asociada a la severidad de la RD.25  

   

CONSIDERACIONES FINALES  

Teniendo en cuenta los resultados que se presentan se confirma que existe una 
relación entre la formación e inactivación de NO con el estrés oxidativo y la 
retinopatía diabética. Los marcadores de concentración de NO y nitrotirosina así como 
de lipoperoxidación, indicativos de daño oxidativo, pueden influir en la progresión de 
complicaciones como la retinopatía en pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y podrían 
ser indicadores efectivos de diagnóstico precoz de daño microvascular.  

A la memoria de nuestro estimado colega Dr. Ernesto Fernández B.  
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