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Resumen
Introduccién: La Diabetes mellitus, enfermedad metabdlica caracterizada por niveles
elevados de glucemia. Su descontrol produce dafos en la circulacidon sistémica y
retinopatia microvascular. La producciéon de radicales libres aumentan la actividad de la
mieloperoxidasa y la ceruloplasmina.Objetivo: Determinar el comportamiento de la
actividad enzimatica de la Mieloperoxidasa y la Ceruloplasmina en el suero de pacientes
diabéticos tipo 2 con y sin retinopatia.Materiales y métodos: Se realizd un estudio
transversal, analitico y, prospectivo, en el Laboratorio de Bioquimica perteneciente a
la Universidad de Ciencias Médicas,Villa Clara; en el periodo comprendido abril del 2023
hasta abril del 2024. La muestra estuvo formada por pacientes diabéticos, 51 con
retinopatia y 51 sin retinopatia. Se aplicaron pruebas no paramétricas de comparacion
entre grupos independientes; la prueba U de Mann-Whitney para 2 muestras, y para 3
muestras la prueba de Kruskal-Wallis.Resultados y discusion: Predomind el incremento
de la Mieloperoxidasa y disminucién de la Ceruloplasmina sérica en los diabéticos tipo
2 con retinopatia. Conclusiones: Ambos grupos fueron homogéneos en sexo, edad vy
exceso de masa corporal. El incremento en la actividad de la Mieloperoxidasa y la
disminucién en la actividad de la Ceruloplasmina inducen menor proteccidn al estrés
oxidativo, y un mayor dafo microvascular retiniano. El incremento de la relacion
Mieloperoxidasa/Ceruloplasmina conduce al predominio de la inflamacién en los

pacientes diabéticos tipo 2 con retinopatia.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM), enfermedad metabdlica crénica caracterizada por niveles
elevados de glucosa en sangre, que con el tiempo conduce a dafios graves en corazon,
vasos sanguineos, ojos, rinones y nervios.! Considerada un problema importante de
salud publica mundial.? Segun estadisticas de la Federacion Internacional de Diabetes
2024, existen entre 340 y 536 millones de personas con DM a nivel global y se prevé
gue para el afio 2035, esta cifra se incremente.>*En Cuba, en el aifio 2024, la diabetes
constituyd la octava causa de muerte con una tasa bruta de 22,3 por 100 000
habitantes. En Villa Clara se ubica en el octavo lugar dentro de las principales causas
de muerte. El no control de esta enfermedad conduce a la hiperglucemia, lo que, con el
tiempo causa dafios macrovasculares y microvasculares , en diferentes érganos y
sistemas del cuerpo.® La retinopatia diabética (RD) es la complicacion microvascular
mas frecuente en pacientes diabéticos de larga data, a causa de una hiperglucemia
crénica. Constituye la tercera causa de ceguera en el mundo , y la primera a personas
en edad laboral , en paises en vias de desarrollo.® Es el resultado de una compleja
interaccion entre hiperglucemia, estrés oxidativo, inflamacion y alteraciones vasculares.
De ello la importancia en controlar los niveles de glucemia durante la prevencién y
manejo de esta complicacion diabética.” Donde la produccion de radicales libres del
oxigeno y el nitrégeno dislocan la proliferacion de neutrofilos y linfocitos, aumentando
la actividad de enzimas como la mieloperoxidasa (MPO) y el proceso de apoptosis
celular.® La activacion de los neutrofilos y liberacion de esta enzima pueden llevar al
aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), causando dano al
endotelio de los vasos retinianos.®'? La ceruloplasmina (CP), proteina de fase aguda,
actla como agente antiinflamatorio y eliminador extracelular de superéxido, al reducir
la cantidad de polimorfonucleares adheridos al endotelio.!! Esta interactia con la MPO,
considerandose su inhibidor fisioldgico, que actla como escudo protector contra la
produccién de oxidantes por la MPO.!? De esta forma protege a las células endoteliales
y neuronales de la retina. Si sus niveles son insuficientes o su funcidn esta alterada
podria contribuir al desarrollo y progresion de la retinopatia.!3 Por ello la actividad de la
mieloperoxidasa y la ceruloplasmina desempefian un papel importante en Ia
patogénesis de la RD. La medicién del nivel de su actividad es una herramienta para el
diagnodstico del estrés inflamatorio y oxidativo, que pudiera funcionar como un

biomarcador en esta enfermedad.!%13
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La existencia de un estudio precedente de Boffill y cols 2024,!* donde por primera vez
se evaluo la relacidon entre las actividades plasmaticas de la CP y la MPO en pacientes
diabéticos tipo 2 de forma simultanea, sirvid de motivacién para llevar a cabo este
estudio, en pacientes con retinopatia diabética.

Material y métodos:

Se realiz6 un estudio transversal, analitico y prospectivo, en el Laboratorio de
Bioguimica, de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara. En el periodo
comprendido desde abril de 2023 hasta abril de 2024. Los estudios se ejecutaron en
coordinacion con la Casa de Atencidn al Diabético de Santa Clara que atiende poblacion
de toda la provincia , donde se realizé la evaluacién clinica y toma de muestras a los
pacientes.El universo estuvo constituido por los pacientes diabéticos de la provincia Villa
Clara que fueron atendidos en la Casa de Atencién al Diabético del municipio Santa
Clara. La muestra estuvo compuesta por 102 pacientes diabéticos, de ellos 51
diagnosticados con retinopatia diabética que ingresaron en la Casa de Atencion al
Diabético durante este periodo y 51 sujetos diabéticos sin retinopatia, con un periodo
de evolucién de la enfermedad menor a un ano, seleccionados de forma aleatoria de
una base de datos de 154 pacientes sin esta complicacién, que se elabord a partir de
los resultados obtenidos en el proyecto nacional del cual derivo esta investigacidon y que
sirvié de grupo de referencia. Se tomaron como criterios de inclusién los pacientes de
cualquier sexo, con edad mayor o igual de 30 afios, pacientes con DM tipo 2, y
diagndstico de retinopatia diabética, de mas de 1 afio de evolucién, pacientes con DM
tipo 2 sin RD hasta 1 afio de evolucién de la enfermedad, pacientes que firmaron el
consentimiento informado para participar en la investigacién. Como criterios de
exclusion: los pacientes menores de 30 anos, pacientes con diabetes mellitus tipo 1,
pacientes con DM tipo 2 sin RD de mas de 1 afio de evolucién, pacientes con
enfermedades que comprometen la posibilidad de dar su consentimiento informado o
colaborar en el estudio, pacientes con enfermedades infecciosas agudas o inflamatorias
y presencia de hemolisis o lipemia en la muestra de sangre.

La informacion general se obtuvo de las historias clinicas que se elaboraron durante su
ingreso en la Casa de Atencién al Diabético .Los datos fueron recogidos de las hojas
clinicas en donde se anotaron las caracteristicas de los mismos, edad, sexo, indice de
masa corporal, asi como las pruebas de laboratorio complementarias y las actividades
de las enzimas estudiadas. Con esos datos se confeccion6 la base de datos en Excel.
Para la determinacion de la actividad de la CP, se empled el método establecido por
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Siotto KM y cols. Se preparo el reactivo (R1) buffer acetato de sodio 0,1 M pH 5.0 y el
reactivo (R2) dihidrocloruro de o-dianisidina 7,8 mmol/L. La solucién de trabajo se
confecciond antes de su uso con una proporcion de 1mL de R2 y 4 mL de R1 lo que dio
una concentracion final de o-dianisidina de 5 mg/mL. La reaccién se inicié al afadir
150 pL del suero a 2850 pL de la solucion de trabajo, se midid la absorcidén de la luz a
460 nm frente blanco agua a los 2 y 7 minutos, en un espectrofotdmetro UV-Visible
T60, PG Instruments acoplado a una computadora con el programa UV-Win5.1° Para
expresar los datos en términos de unidades internacionales UI/L, se utilizd el valor del
coeficiente de absorcion molar del producto de oxidacidn de la o-dianisidina a 460 nm,
a 25°C, para lo que se uso el sistema peréxido de hidrogeno/peroxidasa de rabano con
las condiciones de reaccion previamente descrita, la determinacién de la actividad
enzimatica se realizd por duplicado.

Para establecer la actividad enzimatica de la MPO se empled el método descrito por
Krawisz JE vy col. Se utilizd una solucidon de H202 (30 mmol/L), o-Dianisidina (0,65
mmol/L) y buffer fosfato 0,05 M pH 6,0. La mezcla de reaccion contenia 100 pL de
suero y 2850 uL de la solucién de o-Dianisidina en buffer fosfato pH 6.0; se inicid la
reaccion con la adicion 50 pL de H202 (30 mmol/L), y se midid la absorcion de la luz
a 460 nm frente a blanco agua a 0y 3 minutos en el espectrofotédmetro descrito
anteriormente.®

Para la determinacion de la actividad de la MPO en UI/mL se utilizd el sistema
peroxidasa/agua oxigenada para la confeccion de una curva patrén con peroxidasa de
rabano (HRP) liofilizada, utilizando las mismas condiciones experimentales para la
técnica de determinacién de la MPO anteriormente descrita, con un rango de actividad
de la peroxidasa (0,125 y 2 U), donde cumplia la linealidad. La determinacion de la
actividad enzimatica se realizé por duplicado.

Resultados y discusion

El grupo 1, conformado por pacientes diabéticos con retinopatia diabética, estuvo
compuesto por 18 hombres y 33 mujeres, mientras el grupo 2, de pacientes diabéticos
sin retinopatia estuvo compuesto por 24 hombres y 27 mujeres. Hubo predominio del
sexo femenino en ambos grupos, para un 64,7 y un 52,9 % respectivamente. En cuanto
a la distribucion segun grupos de edades se observa semejanza entre ambos grupos,
donde el mayor nimero se encuentra entre los 60 y 69 anos. Por lo que podemos
plantear que no hay diferencias en la distribucién de estas variables entre los grupos
estudiados
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En la tabla 1 se exponen los resultados de las actividades enzimaticas de la CP y la MPO
en los dos grupos de pacientes diabéticos.

Al comparar los resultados obtenidos, se observa que el grado de actividad de la CP no
presenta diferencias significativas entre ambos grupos. La misma varia muy poco de
uno a otro, con p=0,692. Sin embargo al evaluar los resultados de su actividad
especifica,hubo significacion en los mismos, p=0,048. Siendo menor la actividad de la
enzima para el grupo de pacientes con RD. Al comparar los resultados de la actividad
de la MPO entre los dos grupos, si se obtienen valores superiores en el grupo de
pacientes que han desarrollado RD, en comparacion con los diabéticos que no han
desarrollado esta complicaciéon, con una significacidn estadistica muy significativa
p=0,000.La actividad sérica de ceruloplasmina varia en pacientes con diabetes, algunas
investigaciones sugieren que puede estar disminuida en aquellos con retinopatia
diabética.” Para los autores del presente estudio, esto podria deberse a un aumento
del estrés oxidativo y a la disminucién de la capacidad antioxidante de la enzima en
estos pacientes.

La retinopatia diabética se asocia con una serie de cambios metabdlicos y vasculares
gue pueden influir en la produccién y liberacion de ceruloplasmina. La hiperglucemia
cronica puede afectar la sintesis de proteinas en el higado, donde se sintetiza esta
enzima.!® La actividad sérica de ceruloplasmina puede disminuir en la retinopatia
diabética,el Alzheimer y la Enfermedad de Parkinson asociado con el estrés oxidativo
gue caracteriza a estas enfermedades.® 2021

Al comparar los resultados de la actividad de la MPO entre los dos grupos, si se obtienen
valores superiores en el grupo de pacientes que han desarrollado RD, en comparacién
con los diabéticos que no han desarrollado esta complicacién, con una significacion
estadistica muy significativa p=0,000. Estos resultados son consistentes con el
conocimiento que sobre el tema se posee del papel de la MPO en los procesos
inflamatorios y oxidativos. Por sus efectos proinflamatorios y oxidantes, juega un papel
protector contra infecciones, pero su actividad también contribuye al dafio oxidativo en
los tejidos, con incremento de su actividad en enfermedades crénicas, como es la DM2.
En otros estudios como realizado por Amjad A. Khan 2018, se destaca su rol en la
patogénesis de varias entidades. Destacandose enfermedades crénicas como la artritis
reumatoidea, enfermedades cardiovasculares, hepaticas, cancer, diabetes mellitus y

asma bronquial.??
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Boffill y cols. 2020, se expone el comportamiento de la actividad de la MPO, en el suero
de pacientes diabéticos tipo 2, concluyendo en su estudio que la actividad de la enzima,
en sus dos formas de expresion, en el suero de los pacientes diabéticos presenté un
incremento altamente significativo en comparacidon con personas sanas. Por lo que el
grado elevado de actividad de Ia MPO puede influir negativamente en el buen prondstico
del desarrollo de esta enfermedad.?

En la tabla 2 se muestran el valor de la proporcion del cociente R MPO/CP y del cociente
RMPOe / CPe. En el grupo de los pacientes diabéticos con retinopatia es superior de
forma muy significativa a la obtenida en el grupo de pacientes diabéticos sin retinopatia.
Resultados similares fueron obtenidos por Boffill y cols en el 2024, donde el cociente
RMPO/CP de los pacientes diabéticos superé cuatro veces al del grupo control, o sea,
se determind un contraste relevante entre ambos grupos. 424

En este trabajo, a pesar de que ambos grupos son diabéticos, el valor de este cociente
es mayor en el grupo 1. Resultado consistente con el mayor dafo tisular en el paciente
diabético que ya posee RD; atribuido probablemente al mayor tiempo de evolucién de
la diabetes, con la consecuente mayor exposicién a factores promotores de estrés
oxidativo, tanto modificables como no modificables.

Al analizar los resultados expuestos en la tabla 3 se aprecia el papel del tiempo en la
progresion de la enfermedad. Por lo que se reafirma que el tiempo de evolucion de la
misma y el dafio a tejidos tan sensibles como los retinianos, es proporcional. Manifiesto
en el estudio por la actividad elevada de la MPO en sus dos formas de expresion.
Resultado que confirma, como en la medida que progresa la enfermedad en afos, si no
hay un adecuado control metabdlico, se perpetua el dano oxidativo e inflamatorio en
los diferentes tejidos del organismo, por la actividad incrementada de la enzima.
Coincidiendo los resultados con investigaciones realizadas con anterioridad que
describen como la actividad elevada de esta enzima genera un aumento de la respuesta
inflamatoria capaz de potenciar los efectos oxidativos de su cosustrato perdxido de
hidrégeno H202, con un rol principal en el dafo e inflamacién endotelial.??

Vargas Avila, 2022 alude en su estudio Ios principales factores de riesgo para el
desarrollo y progresion de la retinopatia diabética. Identificando como factores de riesgo
primarios la duracion de Ia diabetes y el control del nivel de glucemia.?*

Los autores certifican la autenticidad de la autoria declarada, asi como la originalidad
del texto.

Conclusiones
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Ambos grupos fueron homogéneos en sexo, edad y exceso de masa corporal. EI
incremento de Ia actividad de Ia MPO y la disminucién de la actividad de la CP inducen
menor proteccidn al estrés oxidativo, y un mayor dafio microvascular retiniano. El
incremento de Ia relacion MPO/CP conduce al predominio de Ia inflamacidon en los
pacientes diabéticos tipo 2 con retinopatia.
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Anexos
Tabla 1. Resultados de las actividades séricas de la CP y MPO segun los grupos de

estudio.

Actividades Grupo 1 N= Grupo 2 N=51

enzimaticas 51
Mediana (Rango P

Mediana (Rango Intercuartilico)
Intercuartilico)


http://www.cibamanz2020.sld.cu/index.php/cibamanz/cibamanz2020/paper/viewFile/393/224
http://www.cibamanz2020.sld.cu/index.php/cibamanz/cibamanz2020/paper/viewFile/393/224
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=8868101
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Actividad de la 33,27 27,97

Ceruloplasmina U/L
(21,06 - 47,44) (20,89- 36,82) 0.692

Actividad especifica de la 0,34 0.39
Ceruloplasmina mU/mg de
proteinas (0,27 - 0,44) (0,28 - 0,49) 0.048
Actividad de la 2,49 1.48
mieloperoxidasa U/mL

(1,81 - 2,99) (0,87 -1,95) 0.000
Actividad especifica de la 34,53 20,40
mieloperoxidasa mU/mg
de proteinas (22,84 - (13,44- 30,07) 0,000

41,99)

Grupo 1: Pacientes con retinopatia diabética
Grupo 2: Pacientes sin retinopatia diabética

Fuente. Datos de la investigacion. p nivel de significacion U de Mann-Whitney

Tabla 2. Resultados del cociente R MPO/CP y MPOe / CPe en los grupos de estudio.
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Grupo1l N=51 Grupo 2 N=51 p
Mediana Cociente R Mediana
(Rango Intercuartilico) (Rango Intercuartilico)
69,66 MPO/CP 42,70
0,006
(44,73 - 108,83) (31,75 - 71,09)
93,21 MPOe / CPe 47,43
0,000
(64,63 - 139,11) (31,65 - 71,35)
Fuente: Datos de la investigacion p nivel de significacion U de Mann-Whitney

Grupo 1: Pacientes con retinopatia diabética

Grupo 2: Pacientes sin retinopatia diabética
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Tabla 3. Relacidén del tiempo de evolucidon y la actividad enzimatica de la MPO, MPOQe,

los valores de MPO/CP y MPOe/CPe.

Fuente: Datos de la investigacion

Actividades
Enzimaticas Grupo 1 Grupo 2
Mediana N=51 N=13
(Rango
Intercuartilico)
1,48 1,81
MPO U/L
(0,87-1,94)  (1,58-2,47)
MPOe mU/mg (13,44- (20,02-
30,07) 37,63)
42,70 7217
MPO/CP (31,75-71,09 (41,36-
' ' 93,68
47,43 82,67
MPOe/CPe (31,65 - (67,61-
71,35) 106,46)

Grupo 1 tiempo de evolucién menor de 1 afo
Grupo 2 tiempo de evolucién de 1 a 10 anos

Grupo 3 tiempo de evolucién mayor de 10 anos

Grupo 3
N=38

2,60
(1,98-2,99)

35,70
(27,73-41,99)

67,19
(49,06-
119,66)

106,83
(64,63-
139,11)

pl

0.120

0.351

0.351

0.005

p2

0.00

0.00

0.00

0.37

p1l nivel de significacidon de la prueba de Kruskal Wallis entre los grupos 1y 2

p2 nivel de significacion de la prueba de Kruskal Wallis entre los grupos 1y 3

p3 nivel de significacidon de la prueba de Kruskal Wallis entre los grupos 2 y 3

p3

0.03

0.378

0.687

0.378



