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RESUMEN

Introduccién: La vitamina E es el principal antioxidante en el ambiente
lipidico de las células. El alfa tocoferol (AT) es el isémero de la vitamina E
mas activo y abundante en la sangre. La mayoria de estudios sobre el
efecto del AT se han realizado en pacientes en los cuales se presenta un
aumento del estrés oxidativo como son los diabéticos. Existen pocos
estudios orientados a investigar el efecto de vitamina E en sujetos sanos.
Hasta el momento existe controversia sobre los beneficios del consumo de
esta sustancia como suplemento dietario. Existen estudios donde se han
encontrado reduccion de marcadores de lipoperoxidacién, de inflamacion y
un mejor control metabdlico. Otros autores han advertido que dicha
vitamina puede tener actividad pro-oxidante. El afio pasado se publicaron
dos meta-analisis en los cuales se ha encontrado que el consumo de dosis
mayores a 400 Ul/d aumenta el indice de mortalidad por diferentes
causas. El numero de estudios enfocados al efecto de la vitamina E en
mujeres es menor que el de hombres. En mujeres con edad
perimenopausica el aumento del estrés oxidativo se ha asociado con el
déficit en la produccion de estrégenos y el incremento del almacenamiento

de hierro.

Objetivo: Investigar los efectos del AT sobre el estado oxidativo y el
control metabdlico en mujeres perimenopausicas sanas y con diabetes

mellitus tipo 2.

Material y Métodos: Se realizaron estudios en dos etapas: Etapa 1;
(mujeres diabéticas): treinta y cuatro mujeres con DM2 perimenopausicas
entre 40 y 70 afios de edad, con hiperglucemia moderada-severa, se
dividieron al azar en dos grupos. Un grupo recibié placebo (800 mg/d,

n=21) y el otro a-tocoferol (800 IU/d, n=13) durante 6 semanas. Las



muestras de sangre se recolectaron al inicio y al final del estudio. Se
realizaron determinaciones de MDA, TAS, glucosa y lipidos en suero,
ademas, HbA1c, Se-GPX y SOD1 en eritrocitos. En la etapa 2; (mujeres
sanas): dieciséis mujeres aparentemente sanas entre 40 y 70 afos de
edad, recibieron 800 Ul/d de a-tocoferol durante 12 semanas, seguido por
un periodo de lavado de 6 semanas mas. Se recolectaron muestras de
sangre al inicio y cada seis semanas hasta el fin del experimento. Ademas
de las determinaciones realizadas para la etapa 1, se incluyeron: citologia
hematica, a-tocoferol, retinol, magnesio y fosfatos.

Para el analisis estadistico se utilizaron pruebas de t de Student y analisis
de varianza (ANOVA).

Resultados: Etapa 1,(diabéticas): Las mujeres diabéticas mostraron
niveles elevados de glucemia, HbA1c, MDA, COL y TAG con respecto a
mujeres sanas. En mujeres diabéticas, la suplementacién con AT produjo
una disminucién en los niveles de MDA eritrocitario, y un incremento en los
niveles de TAS. Sin embargo, estos cambios se acompafaron de un
incremento en los niveles de colesterol sérico. En la etapa 2; (sanas): la
mayoria de mujeres, reporté cambios benéficos en piel y cabello después
de haber recibido AT. También se observo una disminucion de HbA1c,
MDA sérico y Se-GPX después de AT. Estas reducciones fueron
acompafadas por un incremento en los niveles séricos de AT, TAS, Mg2+
y SOD1 en eritrocitos. Los niveles de glucemia, lipidos, retinol y células

sanguineas no fueron afectados.

Conclusion: En pacientes diabéticas el suplemento con AT no mejoré el
control metabdlico glucémico ni lipidico, por el contrario se aprecié un
incremento en los niveles de colesterol sérico. Sin embargo, el suplemento
con AT aumento la resistencia de los eritrocitos a la peroxidacion in vitro.
Este ultimo efecto podria atribuirse al incremento de AT en las membranas

eritrocitarias. En mujeres sanas la suplementacion con AT disminuyé los
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niveles de MDA sérico y de HbA1c e incremento la concentracion de Mg
sérico y de SOD1. Sin embargo, se encontr6é una reduccioén de GPX y un
aumento de la relacion SOD1/GPX después del tratamiento con AT. Este
aumento podria estar asociado a una elevacion del estrés oxidativo dentro
de los eritrocitos. Los resultados muestran que el efecto de AT tanto en
mujeres diabéticas como en sanas es en general benéfico sin embargo es
menor para las pacientes diabéticas que presentan un metabolismo
alterado. Se requieren posteriores estudios con un control dietario estricto
para esclarecer los efectos del AT sobre las enzimas antioxidantes

eritrocitarias.
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ABSTRACT

Introduction: vitamin E is the most important antioxidant in the lipid
environment of cells. Alpha-tocopherol is the most active and abundant
vitamin E isomer in the blood. Most of the studies about the AT effects
have been carried out in patients with a prone oxidative stress condition as
diabetes. There are few studies focused to the effect of vitamin E on
healthy people. The information about the effects of vitamin E is
controversial currently. There are reports where beneficial effects have
been found, such as lipoperoxidation markers reduction, inflammation
diminished and even metabolic control improved. Others have alerted
about the pro-oxidant effect of vitamin E. Last year two meta-analysis
studies have reported that high doses of vitamin E (= 400 1U/d) may
increase all-cause mortality. In general there are few studies oriented to
women in comparison to men. Posmenopausal women are more
susceptible to oxidative stress. This situation is associated with decreased

estrogen production and increased iron storage.

Objective: The aim of this study is to evaluate the effects of alpha-
tocopherol on the metabolic and oxidative stress in perimenopausal

diabetic and healthy women.

Methods: two experiments were conducted. Stage 1 (Type 2 diabetic
women): 34 female type 2 diabetics 40-70 years old up to 14 years with
diabetes, under medical treatment and moderate-severe hyperglycemia
were ramdomly divided in two groups: One group received placebo
(Control group, n=21) and the other received alpha-tocopherol (800 1U/d,
n=13) during 6 weeks. Blood samples were collected at the beginning and
at the end of the study to measure MDA, TAS, glycemia and lipids in serum
and GPx, Cu,Zn-SOD and HbA1c in erythrocytes. Stage 2: Sixteen healthy
perimenopausal women, 40-60 years old, received AT, 800 IU/day during

12 weeks, followed by a 6-week washout period. Blood samples were
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taken at the beginning and then every 6 weeks until the end of the study.
Besides of the determinations done at the stage 1, the following assays
were carried out: hemogram, AT, retinol, Mg?, and phosphates.
Differences among the groups were sought using the Student’s t-test and

analysis of variance (ANOVA).

Results: Stage 1: Diabetic women: Diabetic women showed increased
levels of glycemia, HbA1c, MDA, cholesterol and triacylglycerols in
comparison to healthy women. Erythrocyte MDA decreased and serum-
TAS increased after AT treatment (p <0.0001). However, an unexpected
increase on cholesterol levels was observed after AT treatment. AT
administration did not affect glucose, HbA4, triacylglycerides, lipoprotein
levels and serum MDA. Stage 2: Healthy women: Most of the participants
(70%) noted beneficial effects on their hair texture and skin dryness after
AT treatment. Moreover, AT produced a reduction in HbA1c, serum-MDA
and GPx levels. These reductions were accompanied by an increase in AT,
TAS and Mg** serum levels as well as erythrocyte-CuZnSOD. Glucose,

lipids and retinol levels and blood cell number were not affected.

Conclusion: After AT treatment, no beneficial changes were observed on
glycemic control or lipid metabolism. On the other hand a cholesterol level
increased was observed after treatment. A minor oxidative stress in female
type 2 diabetic patients after AT treatmen was inferred from the reduced
levels of erythrocyte MDA and the increased values of TAS. In healthy
women AT resulted in a beneficial reduction in serum lipid peroxidation,
and an increase in TAS, SOD activity and magnesium in serum. However,
a continuous increment in the SOD1/GPx ratio was observed after AT. The
effect of AT was beneficial for both groups however it was more reduced in
diabetic women which have an altered metabolism. Further research with a
strict dietary control should be done to evaluate the AT effects on

erythrocyte antioxidant enzymes.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 se ha asociado con un incremento en el
estrés oxidativo que podria estar mediado por un exceso en la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) o por una disminucion en el
sistema de antioxidantes o por ambos eventos (1). Se ha considerado que
los mecanismos que contribuyen a la formacion de los ROS en esta
enfermedad incluyen; el incremento en la glicosilacion no enzimatica, la
autooxidacion de la glucosa, el estrés metabdlico que resulta de cambios
en el metabolismo energético, los niveles de mediadores de la inflamacién

y el estado de defensa antioxidante (2).

Estudios recientes demuestran que el factor mas importante
asociado con el incremento del estrés oxidativo en diabéticos es el
persistente estado hiperglucémico. La hiperglucemia es capaz de
aumentar los niveles de anién superédxido debido a la saturacion en el flujo
de equivalentes reductores que llegan a la cadena respiratoria mitocondrial
(3). El exceso de superdxido puede ocasionar el incremento en la
produccion de hidroperoxilos y peroxido de hidrégeno los cuales, pueden

cruzar facilmente las membranas celulares e iniciar reacciones oxidativas.

En la etiologia de la aterosclerosis la oxidacion de acidos grasos
insaturados en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por ROS se ha
considerado como el paso inicial en una serie de eventos. Por otro lado,
este tipo de reacciones de lipoperoxidacion ocurren en los acidos grasos
insaturados que constituyen las membranas celulares. Los eritrocitos por
su contenido de hierro y su funcién de transportar oxigeno hierro son mas
susceptibles a la lipoperoxidacion que otras células del organismo (4). En
estas células la lipoperoxidacion de membranas se ha asociado con
inestabilidad y pérdida de integridad. Se ha reportado que el aumento del

estrés oxidativo causa una disminucién en la capacidad de deformacién
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eritrocitaria (5). Un aumento en el grado de lipoperoxidacién determinado
por el incremento en la concentracion de malondialdehido o de

isoprostanos ha sido observado en pacientes con diabetes mellitus tipo 2

(6).

La vitamina E se ha considerado el mas importante antioxidante de
radicales peroxilo y superoxido en membranas celulares ', En México, la
encuesta de nutricion de 1999 se reporté que el 30% de mujeres en edad
productiva (18-46 afios, n = 1,048), tenian deficiencia de alfa-tocoferol con
niveles disminuidos en plasma cuando se us6 un valor de corte de 600
pg/dL (7). Por otra parte, en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 se han
reportado niveles plasmaticos disminuidos de micronutrimentos

antioxidantes dentro de los cuales esta el alfa-tocoferol (8).

Aunque existen muchos estudios sobre vitamina E, la informacién
continua siendo controversial ya que existen discrepancias entre los
estudios epidemioldgicos y los ensayos clinicos controlados (9). Por otra
parte son pocos los estudios donde se incluyen marcadores del estado

oxidativo junto con otras determinaciones de quimica clinica.

El propdsito del presente estudio fue determinar comparativamente
los efectos de la suplementacion con alfa-tocoferol sobre marcadores del
estado oxidativo y sobre el control glucémico y lipidico en mujeres sanas y

con diabetes mellitus tipo 2.
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ANTECEDENTES
Diabetes mellitus

La diabetes se considera como un importante problema de salud
publica, con caracteristicas de epidemia. En México esta enfermedad
causa 36,000 defunciones y registra la aparicion de mas de 180,000 casos
nuevos cada afo. Otros datos a nivel mundial informan que al menos 171
millones de personas padecen diabetes y estas cifras se incrementaran
mas del doble para el afo 2030. Este incremento ocurrirda como
consecuencia del envejecimiento de la poblacion, el incremento del indice

de obesidad, las dietas insanas y el estilo de vida sedentario (10).

En México, la diabetes mellitus ha ocupado el primer lugar como
causa de mortalidad general en los ultimos afos ascendiendo desde
10.7% en el afio 2000 hasta 12.6% durante el afio 2003, aumentando

desde una tasa de 46.46 hasta 53.21 por cada 100,000 habitantes (11).

La diabetes mellitus es un padecimiento cronico que ocurre cuando
el pancreas no produce la suficiente insulina o cuando las células no
responden apropiadamente a la accién de esta hormona. La manifestacion
mas importante de la diabetes es la hiperglucemia la cual ocurre cuando la
glucosa proveniente de los alimentos o del higado se incrementa en la
sangre por arriba de los valores normales. En estas condiciones el cuerpo
pierde su principal fuente de combustible ya que no puede ser
aprovechada por las células aun cuando en la sangre existen grandes
cantidades de ella. Ademas de esto en la diabetes existe una alteracion en

el metabolismo de proteinas, grasas y carbohidratos (12).

Actualmente se reconoce que esta enfermedad de caracter
heterogéneo y multifactorial comprende un grupo de anormalidades
clinicas o genéticas en las cuales la intolerancia a la glucosa es el comun

denominador. Todo este conjunto de alteraciones sistémicas determina en
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los pacientes que padecen la enfermedad el desarrollo de dafio micro y
macrovascular, con la consiguiente tendencia a manifestar las

complicaciones cronicas del padecimiento (13).

En la ultima clasificacion de la Diabetes se ha dividido en diabetes
tipo 1, tipo 2, y diabetes gestacional y otros tipos especificos de diabetes
En la Diabetes Mellitus tipo 1 existe una deficiencia absoluta de insulina,
mientras que en la Diabetes Mellitus tipo 2 existe una resistencia a la

accion de la insulina y una deficiencia relativa en su secrecion (13).

La diabetes esta asociada a un incremento del riesgo de muerte
prematura, particularmente porque esta asociada a un mayor riesgo de
enfermedades cardiovasculares. La personas que presentan diabetes
tienen ademas un mayor riesgo de padecer ceguera, insuficiencia renal y

amputaciones de miembros inferiores (14).

Desde hace mucho tiempo se ha relacionado la acelerada aparicion
de complicaciones con el desequilibrio metabdlico ocasionado por un mal
control de glucemia, sin embargo no se han definido los mecanismos a
través de los cuales el exceso de glucosa produce dafio a los tejidos.
Algunos reportes, han encontrado una asociacion directa de los radicales
libres con los procesos de deterioro celular; encontrandose asi, que en los
diabéticos existe un aumento del estrés oxidativo y una disminucién del

nivel de defensas antioxidantes (2).

Los datos de un estudio realizado por Pirart y cols. en
aproximadamente 4,000 pacientes en Bélgica, con un seguimiento durante
un periodo de 25 afos, sugieren una fuerte correlaciéon entre las
complicaciones del diabético y el control metabdlico deficiente. La
prevalencia de retinopatia, nefropatia y neuropatia fue mucho mayor en

pacientes con un mal control glucémico, sin embargo aproximadamente
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30% de aquellos que tuvieron un mal control metabdlico no presentaron

retinopatia a pesar de los afios de padecer diabetes (15).

La explicacion mas aceptada para el desarrollo de las
complicaciones cronicas del diabético ha sido la deficiencia en la terapia
antidiabética para normalizar el metabolismo completamente. El grado de
hiperglucemia a través de los afos se ha relacionado de manera directa al
incremento y a la severidad de las complicaciones del diabético. Sin
embargo en afos recientes ademas del control metabdlico adecuado, se
ha reconocido la importancia de otros factores adicionales, o tal vez
heredados, que determinan la susceptibilidad individual para las
complicaciones crénicas de la diabetes, este hecho es evidente porque
algunos pacientes con un mal control metabdlico no desarrollan
complicaciones severas, mientras que otros con un control metabdlico
aparentemente satisfactorio desarrollan complicaciones tempranas. Lo
anterior ha conducido a los investigadores a concluir que existen
numerosos factores adicionales que determinan la susceptibilidad

individual a padecer complicaciones crénicas.

Estrés oxidativo:

Desde hace mucho tiempo se ha dado una gran importancia a la
participacion de los radicales libres en las complicaciones del diabético.
Numerosos trabajos cientificos han reportado un aumento en los niveles
de sustancias producidas como consecuencia del ataque de los radicales
libres a las biomoléculas de las células (6,16). Los mecanismos que
contribuyen a la formacion de radicales libres la diabetes incluyen el
incremento en la glicacidon no enzimatica y autoxidativa, pero también se
produce estrés metabdlico que resulta de los cambios en el metabolismo
energético, en los niveles de mediadores de la inflamacién y en el estado

de defensa antioxidante (6)
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En los ultimos afos se han asociado los fendmenos de glicacion de
diferentes moléculas con las reacciones de oxidacién, tanto que se ha
acuinado el término de glicoxidacion. Por ejemplo, se ha reportado que
altos niveles de glucosa producen incremento en las enzimas
antioxidantes superoéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX) y
catalasa (CAT) en células endoteliales humanas. Por otra parte también se
ha observado, que elevados valores de malondialdehido (MDA), el cual es
un producto final de la lipoperoxidacion, son capaces de aumentar el grado
de glicacién de la hemoglobina. Estos hallazgos demuestran la estrecha
relacion interactiva que guardan los fendmenos oxidativos con las

reacciones de glicacion (17).

Se ha reportado por otro lado, que los radicales libres elevados en
los pacientes diabéticos pueden secuestrar el oxido nitrico e inhibir la
sintesis de prostaciclina y de esta manera hacer que las propiedades
vasodilatadoras y antiesclerdticas del endotelio estén disminuidas en el
diabético (18).

Otras lineas de investigacion sugieren que los productos de
glicacion avanzada (PGA), estan involucrados en el desarrollo de las
lesiones glomerulares del diabético. Las modificaciones producidas por
estas sustancias, son capaces de alterar la estructura, y la funcién de las
diferentes proteinas y peor aun, estas proteinas modificadas pueden
estimular una gran variedad de respuestas celulares a través de

receptores de superficie especificos (19).

En resumen, los procesos que explican el elevado aumento del
"estrés oxidativo" del diabético comprenden: autoxidacion de glucosa,
formacion de productos finales de glicacion avanzada, activacion de
oxidasas dependientes de NADPH, la via de los polioles y la sintesis
prostanoide (20).
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Por otra parte la relacién entre hiperglucemia, estrés oxidativo y
complicaciones vasculares en los diabéticos ha sido mejor comprendida
en anos recientes a través de los trabajos de Brownlee (3). Dicho autor ha
destacado el papel de la produccion de radicales superoxido, por las
mitocondrias de células endoteliales, durante la hiperglucemia en la
patogenia de las complicaciones del diabético. Este nuevo punto de vista
es consistente con las cuatro vias que estan involucradas en el desarrollo
de las complicaciones del diabético y que son: incremento en el flujo de la
via de los polioles, incremento en la formacion de productos de glicacion
avanzada, activacion de la protein-cinasa C y flujo incrementado de la via
de las hexosaminas. Los autores usaron células endoteliales como un
modelo para analizar la respuesta vascular debido a que el transportador
GLUT1 permite la rapida difusion de altas concentraciones de glucosa en

estas células.

Varios sistemas enzimaticos pueden ser considerados como
candidatos para la produccién de radicales libres en las células,
incluyendo la NADPH oxidasa, xantina oxidasa, la cascada del acido
araquidonico, y las enzimas microsomales. Sin embargo, Brownlee y cols
(3), han demostrado que la fuente de radicales en las células endoteliales,
incubadas con altas concentraciones de glucosa produce radicales
superéxido a nivel de la coenzima Q y como consecuencia la
sobreproduccién de los transportadores de electrones procedentes de la
glucolisis y del ciclo de Krebs, NADH y FADH,, (3). Se ha demostrado que
cada uno de los cuatro sistemas enzimaticos ya mencionados se aumenta
mediante la sobreproduccién de aniones superéxido y que la supresion de
éstos por la expresion de la enzima superoxido dismutasa dependiente de

Mn previene cada una de estas vias que provocan dano (21).

Se dice que una célula entra en un estado de "estrés oxidativo"

cuando existe un exceso en la produccion de radicales libres frente al cual
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los “antioxidantes” del organismo resultan ser ineficientes. En algunas
ocasiones este dafo puede llegar a ser muy severo y conduce a la muerte

celular o apoptosis (6).

Antioxidantes:

Los antioxidantes han sido definidos como compuestos que
protegen a los sistemas biologicos contra los efectos potencialmente
dafinos de procesos O reacciones que pueden causar excesivas
oxidaciones (1). Para propositos didacticos, los antioxidantes pueden ser

clasificados en los siguientes grupos:

1)Antioxidantes primarios: previenen la formacion de nuevos

radicales libres convirtiendo los radicales libres en moléculas menos
perjudiciales, o evitando la formacién de nuevos radicales libres a partir de

otras moléculas, por ejemplo la superoxido dismutasa (SOD) que convierte
O2-~ en peroxido de hidrégeno; la glutation peroxidasa (GPX) que
convierte el peroxido de hidrogeno y los peroxidos lipidicos en moléculas

inofensivas antes de que formen radicales libres. Las proteinas de unién a

metales (ejemplo: ferritina y ceruloplasmina) que limitan la disponibilidad

de Fe2+ necesario paran formar el radical hidroxilo.

2)Antioxidantes secundarios: capturan los radicales, evitando la

reaccion en cadena. Ejemplo vitamina E (alpha-tocoferol), vitamina C

(ascorbato), betacaroteno, acido urico, bilirrubina y albumina.

3) Antioxidantes terciarios: reparan las biomoléculas dafadas por

los radicales libres. Incluyen enzimas reparadoras de ADN y la metionina

sulféxido reductasa.

Desde el punto de vista nutricional los antioxidantes secundarios

son los que tienen mayor importancia. Dentro de este grupo se encuentran
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algunas vitaminas y los betacarotenos, los cuales, no pueden ser
sintetizados dentro del cuerpo humano sino que deben ser adquiridos a

través de la dieta.

Las vitaminas son una parte vital de una dieta saludable. Desde el
punto de vista bioquimico las vitaminas son consideradas como
micronutrimentos esenciales requeridos por el cuerpo en pequefias
cantidades. Las vitaminas se clasifican en liposolubles: A, D, E, K e

hidrosolubles: By C.

Vitamina E:

La vitamina E fue descubierta hace 83 afios como un
micronutrimento indispensable para la reproduccion de ratas hembras
(22). La vitamina E natural, es una mezcla de tocoferoles y tocotrienoles
(a, B, y y o-tocoferol y a, B, y y 0 tocotrienol) sintetizados unicamente por
las plantas. Todos constan de dos partes principales: un anillo complejo
cromano y una larga cadena lateral alifatica. Los tocotrienoles tienen una
cadena insaturada mientras que los tocoferoles contienen una cadena
saturada con tres centros quirales que existen en la forma natural en la
configuracion RRR (23).

La potencia antioxidante relativa de los tocoferoles es bastante
similar siendo a > 3 > y > 8. Sin embargo a nivel molecular se han
observado efectos biologicos distintos los cuales no pueden ser
consecuencia unicamente de sus diferencias en actividad antioxidante. El
RRR- a-tocoferol es la forma mas abundante en el plasma humano (aprox
25 pmol/L), mientras que el y-tocoferol alcanza solamente el 10% de este
valor aun en lugares donde el y-tocoferol es predominante en los

alimentos. Esta especificidad es principalmente debida a la retencién

22



selectiva del a-tocoferol a nivel hepatico o alternativamente debido a la

conversion metabdlica y la subsecuente eliminacion de los otros analogos.

Las fuentes naturales de la vitamina E son los aceites vegetales: las
semillas de girasol contienen casi exclusivamente a-tocoferol, el aceite de
soya es rico en a, y y O-tocoferol y el aceite de palma contiene

tocotrienoles ademas de a-tocoferol.

La vitamina E se encuentra disponible en distintas formas
comerciales: una mezcla de tocoferoles y tocotrienoles naturales (extraida
de fuentes naturales), como RRR-a-tocoferol; el -a-tocoferol sintético el
cual es una mezcla racémica equimolar de 8 estereoisdmeros (todos rac-
a-tocoferol) o una mezcla de ésteres de tocoferol sintéticos (succinato de

a-tocoferol o acetato de -a-tocoferol).

El acetato de a-tocoferol es el analogo mas usado en suplementos
alimenticios y productos cosmeéticos debido a que la esterificacion le
confiere estabilidad. En el intestino los ésteres de vitamina E son
escindidos a su forma no esterificada por la accién de las enzimas

esterasas intestinales (24).

Metabolismo de la vitamina E:

En humanos la vitamina E es metabolizada junto con los lipidos de
los alimentos en la parte proximal del intestino y liberada en la linfa dentro
de los quilomicrones. Todas las formas de vitamina E se absorben
igualmente, lo cual sugiere la ausencia de selectividad a este nivel.
Después de pasar a través de la linfa via quilomicrones, alcanza el
sistema circulatorio y es hidrolizada progresivamente bajo la accién de la
lipasa lipoproteica endotelial presente en los 6rganos blanco. Durante

este proceso una parte de la vitamina E se libera en el plasma y es
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captada por las células. La vitamina E es transportada de manera
inespecifica dentro de las lipoproteinas y transportada a los tejidos. En el
higado los tocoferoles son capturados de los quilomicrones remanentes,
principalmente via receptor de LDL, y la proteina transportadora de a-
tocoferol (a-TTP) canaliza el a-tocoferol a organelos donde se sintetizan
las VLDL. Debido a la estéreo-especificidad de la a-TTP en las VLDL la
incorporacion es casi exclusiva para el RRR-a-tocoferol. Ademas la
mayoria de los otros analogos del tocoferol y los is6meros sintéticos que
no son reconocidos por a-TTP, son metabolizados y eliminados a través
de la bilis y de la orina. La afinidad relativa de la a-TTP cuando se
compara con la forma a es: RRR- a-tocoferol 100%, B-tocoferol 38%, y-
tocoferol 9%, &-tocoferol 2% (24).

Una gran cantidad de las VLDL secretadas son hidrolizadas por las
lipoprotein- lipasas y convertidas a LDL. En la sangre el a-tocoferol es
rapidamente transferido entre particulas lipoproteicas de tal manera que
las LDL y las HDL contienen mas del 90% de los tocoferoles. Parte del
tocoferol transportado en las HDL se capta una vez mas por los
hepatocitos. Especificamente reconocidos por la a-TTP, reciclado vy

liberado por segunda ocasién en el plasma junto con las VLDL (24).

Se considera que la a-TTP es el factor mas importante para
mantener los niveles adecuados de a-tocoferol plasmatico. En las ratas la
suplementacion con a-tocoferol modula los niveles de RNAm para o-TTP
en el higado. Las mutaciones del gen a-TTP r5 inducen una caida
significativa en los niveles de a-tocoferol en los tejidos y en el plasma, lo
cual conduce a una enfermedad neurodegenerativa llamada ataxia por
deficiencia de vitamina E. Estas observaciones subrayan la importancia
del reciclamiento del a-tocoferol via a-TTP. La asociacion entre deficiencia
de o-TTP y la aterosclerosis fue estudiada en el ratén knockout para a-

TTP (Ttpa+/- y Ttpa-/-). En estos animales los niveles de AT se encontro
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reducido tanto en el plasma como en los tejidos, el a-TTP estaba ausente
en los Ttpa-/- y disminuido a la mitad en los Ttpa+/- cuando se comparo
con un grupo control. Ademas el déficit de AT se asocidé con un aumento
de las lesiones ateroscleroticas en la aorta proximal y con un aumento en
la peroxidacién lipidica. Estos resultados documentan la importancia de la
via a-TTP para el mantenimiento de niveles adecuados de AT plasmaticos
y su posible relevancia para disminuir el riesgo de enfermedad

cardiovascular.

En cuanto a la distribucion de la vitamina E dentro de las células, se
han encontrado altos niveles en el aparato de Golgi, lisosomas, reticulo
endoplasmico y mitocondria mientras que los peroxisomas y el citosol
tuvieron los valores mas bajos de tocoferol. La a-TTP esta presente
principalmente en el higado, y en pequefas cantidades dentro del cerebro,
retina, linfocitos, fibroblastos y placenta. La existencia de bajos niveles de
a-TTP en la mayoria de tejidos sugiere la presencia de otros
transportadores. Recientemente se ha identificado un grupo de proteinas
llamadas proteinas asociadas al tocoferol (TAPs) que parecen estar
involucradas en el trafico intracelular del tocoferol. Otra proteina
transportadora de tocoferol denominada proteina unida a tocoferol (TBP,
14.2 kDa) la cual se une a la forma a podria también estar involucrada en

la distribucion intracelular del tocoferol (23).

El principal metabolito producido después de la oxidacién del
tocoferol es a-tocoferil-quinona la cual puede ser reducida a a-tocoferol
hidroquinona por las enzimas microsomales y mitocondriales dependientes
de NADPH. Otros metabolitos aislados de la orina son el acido
tocoferénico y la tocoferonolactona llamados también metabolitos de
Simon. Recientemente también se ha aislado el a-

carboxietilhidroxicromano (a-CEHC) en orina humana (24).
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Desde el afio 2001 se ha estimado que el 70% de la poblacion de
USA consume suplementos dietarios ocasionalmente y que un 40% lo
hace de manera regular (25). En el afio 2002, Montuiler y cols reportaron
que entre una poblacién de médicos el 64% de ellos consume dosis
mayores de 400Ul/dia y que el promedio de vitamina E obtenida de
fuentes alimenticias es en promedio igual a 9.3 mg de equivalentes de
alfa-tocoferol aproximadamente 14 Ul/d (26). En 2005, Ford y cols
encontraron que el 11.3% de la poblacion consume al menos 400 Ul/dia

de vitamina E y que la mediana de ingesta diaria es de 8.8 Ul/d (27).

Toxicidad de vitamina E:

Dentro del peligro potencial de consumo de altas dosis de vitamina
E se pueden mencionar que esta sustancia puede desplazar a otros
antioxidantes solubles en las grasas, rompiendo el balance natural del
sistema antioxidante e incrementando la vulnerabilidad del dafio oxidativo
(28). También puede inhibir las enzimas citosdlicas glutation S-
transferasas las cuales ayudan a detoxificar drogas y toxinas enddgenas
(29). De hecho un estudio sobre alfa-tocoferol y beta-caroteno (Alpha-
Tocopherol, Beta Caroteno, Cancer Prevention Study; ATBC) demostrd un
significativo incremento en el riesgo de shock hemorragico entre los
participantes tratados con vitamina E (30). Datos preliminares sugieren
que la vitamina E también podria afectar la conversion de beta caroteno en

vitamina Ay la distribucion de esta ultima en los tejidos animales (31).

La vitamina E tiene propiedades anticoagulantes posiblemente
interfiriendo con los mecanismos mediados por la vitamina K (32). En
estudios recientes realizados in vitro se ha demostrado que la vitamina E
potencia los efectos antiplaquetarios del acido acetilsalicilico por lo que se
deberia tener cuidado cuando se consumen estas dos sustancias (33).

Otro estudio ha encontrado una asociacion entre el consumo de dosis
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elevadas de vitamina E (2400 Ul/d) durante el primer trimestre del

embarazo y el bajo peso del neonato (34).

Controversia:

Desde el ano 2004 se public6 un meta-analisis donde no se
encontré evidencia de que los suplementos antioxidantes previene el
cancer gastrointestinal y que sin embargo parecen incrementar la
mortalidad (35). En este estudio se incluyeron 14 ensayos con una
poblacién total de 170,525; se incluyeron estudios con vitaminas A, C, E y
Selenio. En 7 ensayos de alta calidad el modelo de efectos fijados
demostrdé que los antioxidantes incrementan la mortalidad. Por otra parte
en cuatro ensayos el selenio demostré efectos benéficos abatiendo la

incidencia del cancer gastrointestinal.

A inicios de 2005, sin embargo, se public6 un estudio sobre el
amplio margen de seguridad en el empleo de los suplementos vitaminicos
C y E basado en mas de 20 articulos publicados a la fecha y que incluyen
mas de 80,000 sujetos (36). Las mejores evidencias de seguridad de estas
vitaminas provienen de muchos diferentes tipos de estudios. Mas de 20
ensayos clinicos publicados involucrando = 80,000 sujetos. Se sefalan
algunos como el de Gillilan donde se emplearon 1,600 Ul/d durante 6
meses en pacientes con angina estable (37); el de Meydani que us6 hasta
800 Ul/d (E sintética), durante 4 meses en 88 personas ancianas (38); el
CHAQOS, realizado en pacientes con enfermedad cardiovascular
empleando 400 u 800 Ul/d durante 510 dias (39), HOPES en 9,541
pacientes con multiples factores de riesgo de ECV (40); el DATATOP
donde se usaron dosis de 2000 Ul/d durante 8.2 afios en pacientes con
Alzheimer (41). En todos estos estudios no se mencionan casos de

reacciones adversas a la vitamina E.
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Esta serie de estudios demuestran que los suplementos con
vitamina E y C no son daininos para la poblacién en general. La Food and
Nutrition Board, Institute of Medicine como parte de la Academia de
Medicina de USA es el organismo encargado de establecer los valores de
referencia de la ingesta dietaria en USA (DRI). El DRI incluye los valores
de RDA el cual corresponde a la ingesta diaria aceptable de nutrimentos
para una nutricion normal y para prevenir deficiencias. Para la vitamina E
este valor es de 15 mg para ambos sexos. Los valores de Ingesta Maxima
Tolerable (UL) corresponden a la maxima cantidad considerada adecuada
para la gente sana, usada por largos periodos. Este valor por definicién no
tiene riesgo de efectos adversos en casi todas las personas de la

poblacion general. Para la vitamina E este valor es de es de 1000 mg (42).

En el Reino Unido, sin embargo, el organismo llamado United
Kingdom’s Expert Group on Vitamins and Minerals (EVM) estimé un valor
de UL en 800 Ul de todo-rac-a-tocoferol. y 1,600 de todo-rac-a-tocoferol
acetate. La European Food Safety Authority estimé su valor de UL en 300
mg sobre las bases del trabajo de Meydani que incluyé cantidades hasta
de 800 Ul/d.

En USA nuevas recomendaciones para vitamina E vienen
expresadas en mg de equivalentes de RRR-a-tocoferol. De esta manera
se considera que 1 mg de vitamina E sintética (todo-rac-a-tocoferol) = 1 Ul
de vit E = 0.45 mg RRR- a-tocoferol. Por esta razon 1 mg de RRR- a-
tocoferol.= 1.5 Ul. Cuando se recomienda 1000 mg de cualquier forma de
a-tocoferol esto es equivalente a 1500 Ul de RRR- a-tocoferol o 1000 Ul
de todo-rac-a-tocoferol. En USA el valor de UL para vitamina E que es de
1,600 Ul/d equivale a 1,070 mg de RRR- a-tocoferol.

Para la vitamina C se ha establecido un UL de 2000 mg. Para esta

vitamina los reportes de reacciones adversas soélo han considerado
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malestar estomacal y diarrea como consecuencia de los efectos osmoticos
por las cantidades de vitamina no absorbidas. Para vitamina E las
evidencias de sangrado y otras reacciones no han sido convincentes. Se
concluye que para la mayoria de adultos la vitamina E en dosis < 1,600
Ul/d (que equivalen a 1073 mg de RRR-a-tocoferol o el equivalente molar
de sus ésteres) son confiables. La vitamina C es confiable hasta dosis de
< 2000 mg/d.

¢La vitamina E aumenta el riesgo de mortalidad?

En este mismo afio, la controversia sobre el tema del consumo de la
vitamina E se ha agudizado con la publicacion de dos trabajos de
investigacion: uno de ellos fue el estudio HOPE-TOO el cual es una
continuacion del estudio HOPE. El estudio HOPE-TOO es un ensayo
clinico controlado aleatorizado y doble ciego conducido durante un
promedio de 7 afos. Los pacientes recibieron ya sea 400 Ul/d de vitamina
E (acetato de alfa-tocoferol) o placebo. El numero de pacientes fue de
9541 en el estudio inicial (HOPE) sin embargo en el HOPE-TOO solo
3,994 continuaron el estudio. La edad promedio fue de 66 afos y el
numero de pacientes fue de 1,800 en la primera etapa y de 1,300 en la
segunda etapa. Se determind la incidencia de cancer, muertes por cancer
y eventos cardiovasculares mayores. Se concluyé que en pacientes con
enfermedad vascular o diabetes mellitus, la suplementacion con vitamina
E no previno el cancer o los eventos cardiovasculares mayores y se

sugiere que podria incrementar el riesgo de insuficiencia cardiaca (40).

El otro estudio es el meta-analisis de Miller y cols (43), donde se
analizaron 19 ensayos clinicos realizados entre 1966-2004. Un total de
135,967 pacientes estuvieron incluidos. Nueve de los estudios incluyeron
vitamina E sola mientras que los otros eran combinaciones de vitaminas y

minerales. Los investigadores convierten las dosis de vitamina E en Ul/d y
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para poder comparar las diferentes sustancias empleadas en los estudios
realizan una conversion de todos los compuestos con actividad de
vitamina E a fodo-rac-a-tocoferol de acuerdo con resultados de ensayos in
vivo. Los autores mencionan que sus resultados no pueden extrapolarse a
sujetos sanos puesto que los ensayos estudiados se realizaron en
pacientes con distintas enfermedades cronicas. Su conclusién es que las
altas dosis de vitamina E definidas como dosis mayores de 400 Ul/d
incrementan la mortalidad por cualquier causa y debieran ser evitadas.
Cuando se emplearon dosis menores a 400 Ul/d se encontré una

disminucion de la mortalidad aunque esta no fue significativa.

Criticas al meta-analisis de Miller:

Debido a los procedimientos empleados y a las conclusiones
presentadas por los autores de este meta-analisis se presentaron una
serie de criticas por parte de muchos cientificos de las cuales se resumen

las principales (44).

Se combinaron datos de diferentes tipos de moléculas con actividad
de vitamina E. El RRR-a-tocoferol y el todo-rac-a-tocoferol. Esto no es
apropiado debido a que los diferentes esterecisomeros no son
bioequivalentes y por lo mismo tampoco son equivalentes desde el punto
de vista terapéutico. Ellos expresan los suplementos como Ul/d de
vitamina E, sin embargo, la definicion de unidades internacionales se
refiere solo a la potencia de RRR-a-tocoferol para prevenir o tratar
sintomas de la deficiencia de vitamina E. Las unidades que deberian
emplearse son mg. Ellos excluyeron de su estudio 12 ensayos clinicos que
reportan menos de 10 muertes cada uno con lo cual se introduce mucho

sesgo.

Los autores no estimaron la adherencia al tratamiento por medio de

determinaciones plasmaticas de alfa-tocoferol. De todos los ensayos
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incluidos solamente el estudio CHAOS incluye determinaciones de
vitamina E a los sujetos. En este estudio se encontré que solamente 6 de
los 38 casos de muerte cardiovascular encontrados en el grupo con
vitamina E realmente tenian adherencia al tratamiento, 21 sujetos no
demostraron adherencia y en 11 casos no se conocié la magnitud de ésta.
Sin embargo en el estudio CHAOS también se encontrdé que el riesgo de
muerte se incrementd con dosis mayores a 400 Ul/d. De esta manera se
reportan los siguientes porcentajes de muerte cardiovascular: 2% con
dosis de 400 Ul/d, 2.4% en el grupo placebo y 3.1 % en el grupo de 800
Ul/d. Infarto al miocardio no fatal: 0.2% con 400 Ul/d y 2.0 % con 800 Ul/d.

El trabajo de Miller incluye un grupo muy heterogéneo de sujetos en
los cuales es muy dificil establecer comparaciones. No se pueden
comparar los efectos de dos sustancias diferentes: en este caso en la
mayoria de estudios incluidos fue alfa-tocoferol sintético el cual tiene
propiedades diferentes a la vitamina E natural. Los diferentes isobmeros de
vitamina E tienen propiedades unicas que influyen en forma diferente en
las diferentes vias metabdlicas. Aunque el alfa-tocoferol tiene altas
concentraciones en los suplementos, los alimentos contienen
predominantemente y-tocoferol el cual esta presente a una concentracion
4 veces mayor a la de a-tocoferol. La alta ingesta de AT podria disminuir
los niveles de y-tocoferol tanto en plasma como en tejidos. El sesgo en la
seleccion de sujetos contribuyé para que no se incluyeran 2 estudios
donde claramente se demuestran los beneficios de la combinacion de
vitamina E y C: el estudio de suplementacion con antioxidantes en la
prevencion de la aterosclerosis (ASAP) donde se incluyen 440 pacientes
hipercolesterolémicos seguidos durante 6 afios y el estudio de
Aterosclerosis Asociada a Trasplantes. En la mayoria de estudios se han
omitido las determinaciones de marcadores de estrés oxidante y de

inflamacion. Durante el afio 2004, la American Heart Association reviso la
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relacion entre enfermedades cardiovasculares y suplementos vitaminicos y

concluy6 que la vitamina E no aumenta la mortalidad (45).

Mujeres y etapa perimenopausica:

La mayoria de estudios sobre vitamina E se han enfocado a la
prevencion de la enfermedad cardiovascular en hombres (23). Esto se
debe parcialmente al hecho de que antes de la vejez la incidencia de
enfermedades cardiovasculares es mas frecuente en hombres que en
mujeres. Sin embargo en afos recientes esta situacion ha sido
reconsiderada, debido a que se ha incrementado la incidencia de estas
enfermedades en mujeres y la recuperacion después de un evento

cardiovascular es mucho menor en ellas (46).

La etapa de la menopausia en la mujer se ha definido como la
ausencia de periodos menstruales durante doce meses. La
perimenopausia segun la OMS y la Sociedad Americana de Menopausia
es el periodo de 2 a 8 afos antes de la menopausia y un afio después de
la ultima menstruacion (47). Este periodo esta marcado por sintomas
fisicos y emocionales. La perimenopausia puede en realidad durar hasta
10 afnos. Para la menopausia se ha estimado una edad promedio de 51
afos. La perimenopausia generalmente ocurre entre 1 y 6 afios antes de
la menopausia, sin embargo puede iniciar a edades tan tempranas como

los 41 afos o antes (48).

Durante la perimenopausia ocurren los siguientes procesos dentro
del cuerpo: los ovarios secretan 6vulos menos frecuentemente, los ovarios
producen menos estrégenos y otras hormonas, la fertilidad disminuye, los
ciclos menstruales se acortan, hay menos ovulaciones y mas

irregularidades en el ciclo, los niveles de estrogeno y progesterona en
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sangre se reducen notablemente, los androgenos se reducen, la

testosterona disminuye.

La perimenopausia es causada por la declinacién de la funcion de
los ovarios. La ovulacion puede volverse erratica y luego parar por
completo. La duracién del ciclo menstrual y el flujo pueden volverse

irregulares hasta por 10 afos antes del ultimo periodo menstrual (48).

La duracion de la fase folicular es el mayor determinante de la
duracién del ciclo. A nivel hormonal, se observa en ella un aumento en las
concentraciones de FSH y una disminucion de la inhibina, con valores
normales de LH. Los niveles de estradiol no disminuyen en los anos
anteriores a la menopausia, sino que permanecen dentro del rango normal
o levemente por encima del valor normal, por 6 meses a un afo, antes del
cese del crecimiento y desarrollo folicular. Es mas, estas mujeres pueden
presentar niveles altos de estrogenos por el aumento en la respuesta

folicular debido al aumento en la secrecion de FSH.

Durante los 2 a 8 afos previos a la menopausia, los foliculos
presentan una tasa acelerada de pérdida que comienza cuando el numero
total de foliculos llega a los 25,000. Esto sucede normalmente a los 37 a
38 afios de edad. La correlacion en el laboratorio esta dada por el
aumento en la FSH y la disminucién de la inhibina (49). La pérdida
acelerada es probablemente secundaria al aumento de la estimulacion con
FSH.

Estos cambios, incluyendo el aumento de la FSH, reflejan una
disminucion en la calidad ovocitaria y la disminucion en la secrecion de
FSH hipofisiaria. Tanto la inhibina A como la inhibina B pueden estar

involucradas. Los niveles de inhibina A en la fase Iutea y los de inhibina B

33



en la fase folicular disminuyen con la edad y pueden preceder al aumento
en la FSH (49).

La estrecha relacién inversa entre la FSH y la inhibina indican que
la inhibina es un marcador sensible de la respuesta ovarica y a su vez, que
los valores de FSH son la manifestacion clinica de los niveles de inhibina.
Por lo tanto, la disminucién en la inhibina que lleva al aumento en la FSH
refleja la disminucion en la actividad ovarica Esta disminucion en la
secrecion ovarica de inhibina comienza a los 35 afos pero se acelera a

partir de los 40 y se refleja en la disminucion de la fertilidad.

En la perimenopausia los niveles de FSH pueden ser = 20 |U/L y sin
embargo, la paciente puede continuar con sus menstruaciones. Los
niveles de LH permanecen normales. Ocasionalmente, se forma el cuerpo
luteo y la mujer puede quedar embarazada. Incluso con valores de FSH >
20 UI/L y de LH > 30 UI/L, hay fluctuaciones con periodos de falla ovarica

seguidos con funcion ovarica normal (50).

Los sintomas mas comunes de la perimenopausia son: cambios en
el estado de animo, dificultad para concentrarse, cambios en el deseo
sexual, dolores de cabeza, sudores nocturnos, bochornos, resequedad de
la piel, disminucion de lubricacion vaginal, problemas para dormir, dolor
muscular o articular, aumento de la grasa visceral, incontinencia urinaria y

problemas de concentracion y memoria.
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JUSTIFICACION

De acuerdo con lo anteriormente mencionado la mayoria de
estudios apoya el hecho del aumento del estrés oxidativo en pacientes con
diabetes mellitus de tipo 2. Por otra parte existe discrepancia entre
estudios experimentales y ensayos clinicos. Aparentemente los estudios
de laboratorio han encontrado efectos benéficos de la vitamina E,
principalmente por su capacidad para reducir la lipoperoxidaciéon. Algunos
estudios clinicos han mostrado que el AT tiene efecto antiinflamatorio,
anticoagulante y que puede mejorar el control glucémico de pacientes con
diabetes mellitus tipo 2. Sin embargo, existen reportes, donde se
recomienda ser precavidos con el consumo de altas dosis de alfa-tocoferol
principalmente porque puede tener una accion pro-oxidativa. A pesar de
esto, en la actualidad las diferentes formas de vitamina E son consumidas
en una forma indiscriminada en todo el mundo. En el caso de las mujeres,
los estudios son escasos y sin embargo se ha comprobado que con el
incremento de la edad se aumenta el grado de estrés oxidativo debido a
los cambios hormonales y al manejo del hierro. Ante esta situacién el
presente trabajo se ha enfocado al estudio del efecto del alfa tocoferol
sobre el control glucémico y lipidico y sobre el estado oxidativo en mujeres
sanas y con diabetes mellitus de tipo 2.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

¢(CUALES SON LOS EFECTOS DEL ALFA-TOCOFEROL SOBRE EL
CONTROL METABOLICO Y EL ESTADO OXIDATIVO EN MUJERES
SANAS Y CON DM TIPO 2?

HIPOTESIS

EL SUPLEMENTO CON ALFA-TOCOFEROL MEJORA EL CONTROL
METABOLICO Y EL ESTADO OXIDATIVO EN MUJERES SANAS Y
CON DM TIPO 2.
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OBJETIVO GENERAL

INVESTIGAR LOS EFECTOS DEL ALFA-TOCOFEROL SOBRE EL
CONTROL METABOLICO Y EL ESTADO OXIDATIVO EN MUJERES
SANAS Y CON DM 2.

OBJETIVOS PARTICULARES

NVESTIGAR EFECTOS SOBRE NIVELES DE GLUCEMIA Y
HEMOGLOBINA GLICADA. (CONTROL GLUCEMICO)

INVESTIGAR EFECTOS SOBRE COLESTEROL, TAG Y
LIPOPROTEINAS (CONTROL LIPIDICO)

INVESTIGAR EFECTOS SOBRE MDA Y ENZIMAS ANTIOXIDANTES
SOD1 Y GPX (ESTADO OXIDATIVO).
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MATERIAL Y METODOS

Aspectos éticos:

El Estudio se llevd a cabo siguiendo los ordenamientos de la buena
practica clinica, asi como lo establecido en el reglamento de la Ley
Federal del Salud en materia de investigacion para la salud.

Este trabajo se realiz6 en el Hospital general de Zona No. 46 del
IMSS en Villahermosa, Tabasco. El protocolo experimental fue autorizado
por el comité de investigacion y de bioética del hospital. A cada paciente
se le solicitd firmar carta de consentimiento donde se les notificd de las

ventajas, complicaciones y posibles complicaciones del tratamiento.

Plan de investigacién

En los dos experimentos del presente trabajo (fase 1 y 2) se trata
de ensayos clinicos controlados, aleatorizados, experimentales, abiertos,
longitudinales y prospectivos.

Etapa 1: Estudio en mujeres con diabetes mellitus tipo 2.

Sujetos de experimentacion

Criterios de inclusién

1. Proporcionar carta de consentimiento informado
Tener diagnoéstico de diabetes mellitus tipo 2
Tener entre 5y 13 afios de evolucién
Tener un IMC menor de 30.

Ser mujer con edad entre 40 y 70 afios

o g bk w b

Haber recibido tratamientos previos con hipoglucemiantes orales
(monoterapia con Glibenclamida 20 mg/d) o tener solo control

dietario.
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7.

Tener niveles de glucemia descontrolada a pesar de haber estado
en tratamiento médico con el hipolucemiante oral. (Glucemias entre
200 y 400 mg/dL).

Mantener la terapia con el hipoglucemiante oral durante el periodo

experimental.

Criterios de no inclusion:

1.

o g bk w b

Tener diagndstico de diabetes mellitus tipo 1

Tener enfermedad cardiaca o hepatica

Tener insuficiencia renal

Tener obesidad (IMC > 30)

Tener habitos de alcoholismo o tabaquismo.

Consumir suplementos vitaminicos (desde 3 meses antes del

estudio).

7. Recibir tratamiento con insulina

Recibir terapia hormonal de reemplazo

Criterios de exclusion:

1.

o &~ b

Recibir tratamiento con suplementos vitaminicos.
Recibir tratamiento con insulina.

Recibir tratamiento con Metformina.

Recibir tratamiento con farmacos del grupo AINES.

Recibir tratamiento con Probucol.

Criterios de eliminacion

1.
2.

Pacientes que por voluntad propia deseen salir del estudio.
Pacientes que presenten reacciones adversas al tratamiento con
alfa-tocoferol.

Irregularidad en la administracion del alfa-tocoferol. (Falta de mas

de 10 dias de su consumo).
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Se seleccionaron 46 sujetos con las caracteristicas descritas en
criterios de inclusion. Las pacientes se reclutaron del servicio de medicina
familiar del Hospital General de Zona 46 del IMSS, Tabasco. Se utilizé una
lista de numeros aleatorizados para asignar los pacientes a dos diferentes
grupos de 23 cada uno. El grupo control recibié como placebo 800 mg de
almidon de maiz por dia y el otro grupo de alfa-tocoferol (AT) recibié 800
Ul de alfa-tocoferol/d. Ambos tratamientos se administraron durante 6
semanas. Tanto el placebo como el alfa-tocoferol se administraron en

dosis de 400 mg dos veces al dia después de los principales alimentos.

Las muestras de sangre se recolectaron al inicio y al final del
periodo experimental de 6 semanas. En ambos casos las muestras se
obtuvieron después de un periodo de ayuno de 12 horas y entre 7 y 8 de
la mafiana. Las determinaciones en eritrocitos se realizaron el mismo dia
de la recoleccion. Las alicuotas de suero o plasma se conservaron en
congelacion a -70° C hasta por 15 dias antes de realizar otras

determinaciones.

Después del inicio de la experimentacion, 3 pacientes del grupo de
AT fueron eliminadas por iniciar tratamiento con metformina. Otras tres
pacientes de este grupo se retiraron por no presentarse a la segunda cita
de la experimentacién. Cuatro pacientes recibieron tratamientos con
diferentes productos de tipo naturista (nopal, chaya y hoja de aguacate).
Del grupo control, dos pacientes fueron eliminadas por consumir productos
naturistas (derivados de nopal y acido garlico). Al final el numero de
pacientes que concluyeron el estudio fueron 21 para el grupo control y 13

para el grupo de alfa-tocoferol.
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Etapa 2: Estudio en mujeres sanas
Sujetos de experimentaciéon
Calculo del tamafio de muestra:

Para determinar el tamafio de la muestra se trabajo sobre la hip6tesis nula
que establece que: “No existe diferencia estadistica entre el promedio de
glucemia antes y después del tratamiento con alfa-tocoferol”. yp = p4. Se
empleo la variabilidad de los niveles de glucemia que en un estudio piloto
se calcularon con un promedio de 96.14 y una desv. estandar de 9.657.
Posteriormente se establecié como critica para el estudio, una diferencia
de un 10% en el tamafio del efecto esperado. Esta cantidad se calcul6 en
9.614 mg/dL. Se aceptd una probabilidad de error tipo 1 (a) de 0.05 y una
probabilidad de error tipo 2 (B) de 0.20. Es decir una potencia de prueba
estadistica de 80%. Para determinar el valor de los sujetos se consultd
una tabla estadistica para determinar tamafio de muestras cuando se
utiliza prueba de t para comparar dos medias de poblaciones con variables
continuas. Dichas tablas han sido construidas basandose en la siguiente

féormula:

N = (Za + ZB)* + (3122+ sp?) = 16 sujetos en cada grupo
(M1= Mo)

Criterios de inclusion:
1. Mujeres aparentemente sanas
Edades entre 40 y 60 afos.
Ausencia de periodo menstrual o periodos irregulares.
Niveles de FSH > 30 yU/ml
Existencia de uno o dos ovarios
IMC < 30

R
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Criterios de no inclusion

1.

o K~ b

Tener diabetes o hipertension

Tener enfermedades hepaticas, cardiacas o renales.

Tener habitos de fumar o alcoholismo.

Tener IMC >30

Consumir suplementos vitaminicos (desde 3 meses ante del
estudio).

Consumir productos derivados de plantas (nopal, chaya, hoja de
aguacate, ajo etc.)

Recibir terapia de reemplazo hormonal.

Criterios de exclusion:

1.

Recibir suplementos vitaminicos

2. Recibir terapia de reemplazo hormonal.
3. Recibir tratamiento con AINES

4.
5

. Consumir productos derivados de plantas.

Recibir tratamiento con hipolipemiantes

Criterios de eliminacion:

1.
2.
3.

Renunciar voluntariamente al estudio.
Presentar reacciones adversas al tratamiento con alfa-tocoferol.
Irreqularidad en la administracion del alfa-tocoferol. (Falta de mas

de 10 dias de su consumo).

El estado de salud de las participantes se determiné mediante historia

meédica, examen fisico y resultados normales de las pruebas rutinarias de

laboratorio clinico. Se realizé una evaluacion dietaria por un Licenciado en

Nutricion, al inicio del experimento. Se recomendé a las participantes no

modificar sus habitos dietarios ni sus actividades a través del periodo

experimental. Las participantes recibieron 800 Ul/d de alfa-tocoferol
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durante un periodo de 12 semanas y posteriormente siguié un periodo de
lavado de otras 6 semanas. Se recolectaron muestras de sangre periférica
en todas las participantes al inicio, a las 6 semanas y a las 12 semanas del

tratamiento con alfa-tocoferol y al final del periodo de lavado.

Sustancias y reactivos

El alfa-tocoferol que se empleé fue obtenido de Nutricia
Manufacturing USA, distribuido en México por la casa General Nutrition
Company. Las capsulas contienen 360 mg de D-alfa-tocoferol equivalente
a 400 Ul de vitamina E. Otros reactivos como acido tiobarbiturico (TBA),
acido sulfurico, ac. Fosfotungstico se adquirieron de Sigma-Aldrich,
(Toluca, Estado de Meéxico). En todos los ensayos de enzimas y

antioxidantes se ocupd agua desionizada de la marca SIGMA.

Métodos analiticos

Los ensayos hematoldgicos se realizaron en un equipo marca Cell-
Dyn 3700 de Beckmann-Coulter. La determinacion de glucosa, urea,
creatinina, acido urico, colesterol vy triacilgliceroles se realizd en
autoanalizador de quimica clinica SYNCHRON de Beckmann Coulter, del
HGZ No 46 del IMSS. Las técnicas empleadas se basan en reacciones
enzimatico-colorimétricas y presentan un coeficiente de variacion menor al
5%. El equipo sigue un programa de control de calidad diario que es
supervisado por la casa Falcon de México SA de CV. En el caso del
colesterol se emple6 el método de Allain (51) . Para triacilgliceroles se us6
el método enzimatico acoplado a peroxidasa (52). Para la determinacién

de HDL-colesterol se emple6 el método de precipitaciéon de LDL y VLDL.
El HDL se cuantifica en el sobrenadante después de centrifugacion

(53). Para la determinacién de LDL-Col se uso6 la formula de Friedewald

para valores de TAG menores de 400mg/dl (54). Cuando los valores

43



fueron mayores, se uso6 el método de precipitacion selectiva de las de LDL
con polimeros de alto peso molecular. En el sobrenadante se determina el
colesterol de HDL y VLDL. El valor del LDL se calcula por diferencia (55).
La determinacion de Hemoglobina glicada (HbA1c) se realiz6 mediante el
método de inhibicién turbidimétrica en el equipo Synchron CX7 de
Beckamnn-Coulter segun sus especificaciones. En esta reaccién, los
anticuerpos contra HbA1c se combinan con esta molécula para formar
complejos antigeno-anticuerpo solubles. Los polihaptenos del reactivo se
unen con el exceso de anticuerpo y el complejo aglutinado que resulta se
mide por turbidimetria. La determinacion de Magnesio en suero se realizd
por medio del método del Magdén: 1-azo-2-hidroxi-3-(2,4-

dimetilcarboxanilido) naftaleno-1’-(2-hidroxibenceno).

Para la medicion de MDA en suero se uso la técnica de Yagi que se
ha sido modificada en nuestro laboratorio (56). Este método se basa en la
reaccion con TBA en medio acido después de una precipitacion proteica
con acido sulfurico y acido fosfotungstico. Para prevenir la auto-oxidacion
artificial durante la fase de calentamiento se agregé BHT hasta una
concentracién de 15 ymoles/L. Para mejorar la extraccién del aducto TBA-
MDA se agregdé HCI 5 M segun ha sido propuesto por Wasowicz (57).
Para la medicion del MDA producido por eritrocitos después de incubarlos
2 horas con peréxido de hidrogeno se usé una adaptacion del método de
Stocks y Dormandy (58). Las determinaciones de hemoglobina se
realizaron en equipo automatizado marca Cell-Dyn 3500. Los resultados
de MDA se expresaron como nanomoles/ml para suero y nanomoles de
equivalentes de MDA/g de Hb/2h para eritrocitos. La curva estandar para
ambos métodos se prepard usando el 1,1,3,3, tetraetoxipropano de la casa

Sigma-Aldrich de México con valores entre 0.4 y 5.0 nanomoles/ml.

La determinacion de Glutation-Peroxidasa se realiz6 mediante el

método de Paglia y Valentine (59), donde la GPX cataliza la reaccion de
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oxidacion del glutation (GSH) por el hidroperéxido de cumeno. En la
presencia de Glutation reductasa (GR) y NADPH el Glutation-oxidado
(GSSG) se convierte a la forma reducida con la concomitante oxidacion

del NADPH a NADP+ y una reduccion en la absorbancia a 340 nm.

La superdéxido dismutasa acelera la dismutacion de radical
superoxido a peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular. Para medirla se
empled el método de McCord y Fridovich (60). En este estudio, la xantina
y la xantina-oxidasa (XOD) reaccionan para generar radicales superoxido.
El superdxido a su vez reacciona con el cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-feniltetrazolio para formar el colorante rojo formazan. La
actividad de la SOD se mide por el grado de inhibicidon de esta reaccion a
505 nm.

La estimacion del estado de antioxidantes totales en suero
representa el efecto acumulado de todos los antioxidantes presentes. El
método se basa en la habilidad de los antioxidantes en la muestra para
inhibir la oxidacion del ABTS® (2,2’-azino-di-[3-etilenbenzotiazolina
sulfonato] a ABTS®e+ causada por la mioglobina. La supresiéon de la
produccion de un color azul-verde es proporcional a la concentracion de

antioxidante (61).

Analisis estadistico

Etapa 1: las diferencias entre los valores basales de las variables entre el
grupo placebo y el grupo alfa-tocoferol se investigaron empleando la
prueba de t de Student no pareada. Para investigar las diferencias entre
los dos grupos investigados en cuanto a sus cambios respecto a los
valores basales para los diferentes parametros se usé un ANOVA. Cuando
una diferencia entre los grupos fue significativa del valor basal se uso una

prueba de t pareada para determina si los cambios respecto al valor basal
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en cada grupo era significativa. Todas las pruebas fueron de dos colas y

se acepto una p < 0.05 como estadisticamente significativa.

Etapa 2: Se realiz6 una ANOVA de medidas repetidas para el componente
tiempo del experimento. Una post-prueba de Tukey-Kramer se uso6 para
analizar las diferencias entre los grupos. Se acepté una p < 0.05 como

significativa.
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RESULTADOS

Etapa 1: Estudio en mujeres diabéticas

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas basales de todas las
participantes. Después de una prueba de t no pareada entre los grupos
control y tratado con AT, se pudo observar que los dos grupos de
pacientes presentaron caracteristicas similares tanto en los parametros
clinicos (Tabla 1) como en los principales indicadores bioquimicos (Tabla
2). Sin embargo para el caso de las lipoproteinas de baja densidad se
obtuvo un valor limite significativo (p = 0.046), y para el caso de los niveles
de SOD la variacién fue significativa (p < 0.001) por lo cual no se
obtuvieron conclusiones confiables para SOD y no se incluyeron los

valores en las tablas.

Tabla 1—-Caracteristicas basales de las pacientes con DM tipo 2
perimenopausicas..

Variable Grupo Control Grupo AT

Edad (afios) 55.33+11.6 51.31 + 14.03
Peso corporal (KQ) 63.37 £7.85 67.52 + 10.39
Estatura (m) 1.526 + 0.06 1.563 + 0.07
I(&%I/Cn?)je Masa Corporal 27.20+366  27.83+5.23
Presion sistélica (mmHg) 126.7 £ 14.60 1285+ 17.72
Presion diastodlica (mmHg) 73.3+7.30 80.77 £ 6.40
Tiempo de evolucion (afos) 9.73+£4.50 10.94 + 2.18
En tratamiento farmacolégico 19 12
Control dietario 2 1

Promedio Los resultados se expresan como Promedio + D.E. AT = alfa-
tocoferol, n =21y 13 para el grupo control y el grupo AT,
respectivamente.
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En la Tabla 2 se muestran los valores observados antes y después
de las seis semanas de tratamiento con 800 Ul/d de alfa-tocoferol o
placebo. No se observaron diferencias significativas entre los valores
basales y los niveles después del suplemento con AT para glucemia,
HbA1c, urea, creatinina, acido urico, LDL y MDA sérico. En la Figura 1 se
puede observar una reduccidn en los niveles de MDA eritrocitarios y
ademas un incremento en los valores de TAS (p < 0.0001), después de la
suplementacion con AT. La disminucidn en los niveles de MDA eritrocitario
en el grupo que recibié AT, fue de un 46% con respecto a los valores
basales, en comparacién con una disminucion del 10% que se observo en

el grupo control (Fig 1).

Se aprecié un incremento en los niveles de colesterol sérico en las
pacientes que recibieron AT (p = 0.012) (Fig 1), por otra parte no se
pudieron sacar conclusiones con respecto a los niveles de SOD en
eritrocitos debido a que se observd exagerada variacion entre los valores

basales de los sujetos del grupo control y del grupo tratado con AT.

Etapa 2: Estudio en mujeres sanas.
Aspectos clinicos:

La Tabla 3, muestra las caracteristicas clinicas basales de los pacientes
incluidos en la etapa 2 de este trabajo. Como se puede observar las
participantes mostraron un IMC dentro del rango de sobrepeso leve y sin
signos de hipertension arterial. El rango de edad corresponde al periodo
de perimenopausia. Segun la evaluacién dietaria todas las participantes
mantenian una dieta apropiada que les proporcionaba suficientes
cantidades de vitamina E. Esta observacion se pudo comprobar mediante
la determinacion de los valores basales de vitamina E que correspondieron
a 1204 + 343.2 pg/dL (Fig 2). Se considera que cifras menores a 600
pg/dL corresponden a deficiencia plasmatica de esta vitamina. Como era

de suponerse las concentraciones de AT se incrementaron
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significativamente después del

tratamiento con AT

(p<0.001) y

descendieron cuando se suspendio la suplementacion durante el periodo

de lavado (p < 0.001). Estos datos confirman la adherencia al tratamiento

(Fig 2).

Tabla 2- Cambios en los marcadores del control metabdlico glucémico-
lipidico y en los de estrés oxidativo después de las 6 semanas de

suplementacion con 800 Ul/d de AT.

CONTROL ALFA-TOCOFEROL

ANTES DESPUES P ANTES DESPUES P
Glucosa 264.8428.41 231.9+17.55 0.4691 194.2£19.43 211.3+20.88 0.0790
HbAlc % 10.5240.52  10.12£0.53 02602  10.88+0.79  10.25+0.58  0.4360
Urea 35.62£3.80  37.14£4.69  0.5063  38.7746.10  33.77£1.98  0.4772
Creatinina 0.84+0.14  0.61£0.08  0.0244 0.5308+0.04 0.5615+0.03 0.4363
Acido Urico 4.82+0.45 5.6740.45  0.0756  4.423+034  4.746+0.35  0.0839
LDL 146.9+14.83  133+15.90  0.0995 103.5+12.02 115.6+23.44 0.5140
Triacilgliceroles 31 741835 239.5:18.10 0.7719  300.6+60.71 446.2+136.8 0.2266
HDL 42.83+1.59  41.75+2.02 0.5397 38.41+2.86 34.824233  0.0720
MDA-sérico

5.829£0.24  5.150£0.29  0.1397  6.038+027  5.912+0.57  0.8455
nmol/ml
Se-GPX

52.66+3.83  36.72£3.52  0.0798 453042.60  51.52+£3.34  0.1929
U/g Hb

Grupo AT (n =13) o grupo placebo (n=21). El tratamiento fue administrado
durante 6 semanas. Las muestras de sangre se recolectaron después de
un periodo de ayunas de 12 horas, al inicio y al final del periodo
experimental. Los datos representan el promedio £+ E.E.M. Se presentan
valores de la prueba de t. pareada (postratamiento vs valores basales). Las
concentraciones de glucemia, urea, creatinina, acido urico, colesterol, LDL,
triacilgliceroles y HDL se expresan como mg/dL.
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Figura 1. Efectos de la suplementacién con AT. Los datos se expresan
como promedio + E.E.M. El MDA en eritrocito (A) disminuyd después del
tratamiento con AT (*p<0.0001, comparado con valores basales). Los
niveles de TAS (B) y colesterol total (C) se incrementaron después del
tratamiento con AT (**p<0.001, ***p<0.05 comparados con valores
basales, respectivamente). Las barras en blanco representan el grupo
control y en negro el grupo que recibio AT.
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Tabla 3—Caracteristicas basales de un grupo de 16 mujeres sanas
perimenopausicas

Parametros Promedio + D.E.
Edad (afios) 51.8 £ 4.47
Peso corporal (Kg) 61.59 £ 6.775
Estatura (m) 1.534 + 0.0386
Indice de Masa Corporal (Kg/m?) 26.18 £ 2.855
Presion sistélica (mmHg) 112.5 + 8.563
Presion diastodlica (mmHg) 71.13 £ 8.563
FSH (mlU/ml) 57.90 + 32.65

En la Tabla 4, se puede apreciar que los valores basales de los
distintos parametros en las participantes se encuentran dentro del rango

de referencia normal.

En la entrevista médica las pacientes reportaron una buena
tolerancia al suplemento, no se presentd ningun sintoma de efectos
téxicos como desordenes digestivos que pudieran ser atribuidos a la
vitamina E. Por el contrario la mayoria de pacientes reportaron beneficios
gue expresaron como mejoria en la resequedad de su piel, o en la textura
del cabello (62.5%). Otras participantes reportaron mejor grado de

lubricacion vaginal (12.5%) y disminucién de manchas en la piel (25%).

Perfil metabdlico:

No se observaron cambios en la glucemia después de la
suplementacion con AT (Tabla 4). Sin embargo los niveles de HbA1c
disminuyeron significativamente después del tratamiento con AT (semanas
0Ovs 6, 0vs 12, 6 vs 12, p < 0.001). Después del periodo de lavado
(semana 18), no se apreciaron cambios significativos con respecto a los

observados después de 12 semanas de AT (semana 12 vs 18, p >0.05).
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Tabla 4: Modificacion de parametros metabolicos después de 6 y 12
semanas de suplementacién con 800 Ul/d de alfa-tocoferol a un grupo de
mujeres sanas perimenopausicas (n = 16). Después del tratamiento se

agrego un periodo de lavado de otras 6 semanas (semana 18).

Parametro Semana 0 Semana 6 Semana 12 Semana 18 p
Glucosa 96.88+6.722  98.38+6.479  97.13£5.427 93.81+8.183 NS
0Ovs6, p<0.001
0vs 12, p<0.001
0vs 18, p<0.001
HbAlc (%) 3.894£0.217 36250274 313120241  3.244x0.159 151y 00
6vs 18, p<0.001
12 vs 18, p>0.05
Acido trico 4 669+0.641 4325£0.591  4.281+0.755 4.594+0.841 NS
196.9+33.75 192.2436.60  196.7+35.11  194.0+42.52 NS
Colesterol
LDL 108+33.28 107.2£34.96  110.6£34.90 117.2+41.38 NS
HDL 56.50+13.36 53.06£9.19  53.19+9.955 48.75+11.76 NS
Col/HDL 3.614+0.768  3.718£0.5099  3.823+0.997  4.129+0.970 NS
TAG 162.1466.18  159.80+72.71  164.7£66.98  140.2+48.73 NS
Fosfatos 3.650+0.547  3.494+0.763  3.869+£0.490  3.40+0.4351 NS
0Ovs12, p<0.01
6vs 12, p<0.05
Magnesio 2.089+02157  2.104£0.1120  2.305+0.1423 2.024£0.2055 {)* 1% P00
Retinol 45.86£7.966  44.60+7.682  47.6£8.1  43.5+6.9 NS

Los datos representan promedio + D.E. Las concentraciones de glucosa,
acido urico, cholesterol, LDL, triacilgliceroles y HDL se expresan como
mg/dL mientras que las de Mg sérico como Meg/L y las de retinol como
pg/dL. Las muestras de sangre se recolectaron después de un periodo de
12 horas de ayuno al inicio, después de la semana 6, al final del tratamiento
con AT (semana 12) y después del periodo de lavado (semana 18).
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El perfil de lipidos incluyendo las lipoproteinas no se modificaron
después del tratamiento con AT. Sin embargo los niveles séricos de Mg?*
se incrementaron después de la semana 12 de suplementacion con AT
(semana 0 vs 12, p <0.01). Después de periodo de lavado (semana 18),
los niveles de Mg** disminuyeron de nuevo a valores similares a los

basales, (semana 0 vs 18, p >0.05).

Marcadores de Estrés oxidativo:

La Figura 2, muestra los efectos de AT sobre marcadores de estrés
oxidativo. Los niveles de MDA sérico se redujeron después del tratamiento
con AT en la semana 12 y con respecto a los niveles basales ( semana 0
vs 12, p <0.05).

Los niveles de AT en suero se duplicaron después de la semana 6
de la suplementacion (Fig 2), pero en la semana 12 solamente se observo
un aumento de un 30% con respecto a este ultimo valor (semana 0O vs 6,
p<0.001; semana 6 vs 12, p<0.01). Como era de esperarse después de
suspender la suplementacion se observd una reduccion de la
concentracion de AT con respecto a la semana 12, sin embargo todavia se
conservaron valores mas elevados que los valores basales (semana 12 vs
18, p <0.05, semana 0 vs semana 18; p <0.01). Por otro lado no se
observaron modificaciones en los niveles de retinol sérico durante los

tiempos estudiados (Tabla 4).

El nivel de antioxidantes totales en suero (TAS), mostré una
tendencia a incrementarse después de tratamiento con AT, sin embargo
solo alcanzé significancia hasta la semana 12 (semana 0 vs 12, p <0.001).
Estos niveles elevados de TAS permanecieron elevados después del

periodo de lavado (semana 0 vs 18, p <0.001). Fig 2.

53



Los niveles de SOD1 se incrementaron después del tratamiento con
AT (semana 0 vs 6, p <0.001; semana 0 vs 12, p <0.001). Después del
periodo de lavado los niveles de SOD1 retornaron a sus niveles basales
(semana 0 vs 18, p >0.05). Fig 2.

Los niveles de Se-GPX mostraron una reduccion continua a través
del tiempo de tratamiento con AT (semana 0 vs 6, p <0.01; semana 0 vs
12, p <0.001). Los valores disminuidos de Se-GPX se mantuvieron hasta
después del periodo de lavado (semana 12 vs 18, p >0.05; semana 0 vs
18; p <0.001). Fig 2.

Cuando se analizaron los datos de la relacion SOD1/Se-GPX se
aprecio un incremento continuo de esta relacion a través del periodo de
suplemento pero que se conserva aun después del periodo de lavado
(semana 0 vs 6, p <0.001; semana 6 vs 12, p <0.001; semana 12 vs 18, p
>0.05). Fig 2.
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Figura 2. Efectos del alfa-tocoferol sobre los marcadores de
lipoperoxidacion y estado antioxidante. MDA sérico: semana 0 vs 12, p
<0.05; semana 0 vs 18, p< 0.001. TAS: semana 0 vs 12, p <0.001;
semana 0 vs 8, p <0.001; semana 6 vs 18, p <0.05. SOD1: semana 0 vs 6,
p <001; semana 0 vs 12, p <0.001; semana 0 vs 18, p >0.05. Se-GPX:
semana 0 vs 6, p <0.01; semana 0 vs 12, p <0.001; semana 0 vs 18, p
<0.001. Alfa-tocoferol : semana 0 vs 6, p <0.001; semana 0 vs 12, p
<0.001; semana 12 vs 18, p <0.05. Relacion SOD1/Se-GPX (SOD/GPX):
semana 0 vs 12 and semana 0 vs 18, p <0.001; semana 6 vs 12, p <0.05;
semana 6 vs 18, p <0.001. n = 16.
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DISCUSION

El empleo de suplementos vitaminicos ha llegado a ser parte del estilo de
vida en personas sanas y enfermas de todo el mundo. En un estudio
realizado en 4,609 adultos norteamericanos se encontré que el 11.3%
consume suplementos de vitamina E en concentraciones mayores o
iguales a 400 Ul/d (27). Entre una poblaciéon de médicos se reportd que el
29% consume suplementos nutricionales, y de ellos el 64% consumen

vitamina E a dosis mayores a 400 Ul/d (26).

La mayoria de estudios sobre vitamina E se ha orientado al estudio de sus
efectos preventivos sobre la enfermedad cardiovascular y generalmente
han incluido un mayor numero de hombres. En afios recientes se ha
comprendido mejor la diferente respuesta fisioldgica entre sexos y han

aparecido mas estudios realizados en mujeres (27,46).

La edad perimenopausica se caracteriza por cambios hormonales
asociados a la disminucion de la funcion ovarica. Los datos clinicos y
epidemiologicos en este periodo, son limitados ya que durante mucho
tiempo las investigaciones se han orientado mas hacia la etapa
posmenopausica (62). En la primera parte de este estudio se estudiaron

los efectos del alfa-tocoferol en mujeres diabéticas perimenopausicas.

ETAPA 1: MUJERES DIABETICAS

Las pacientes con DM2 que se incluyeron en este estudio presentaron
niveles elevados de glucemia y de hemoglobina glicada al inicio del
experimento (Tabla 1). De acuerdo con las sociedades nacionales e
internacionales de diabetes la meta del control glucémico es mantener a

los pacientes debajo de 140 mg/dl de glucemia y de 7.5% de hemoglobina
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glicada. En nuestro medio es muy dificil alcanzar esta meta a pesar del
tratamiento farmacoldgico. En muchos de los casos los pacientes no se
sujetan al tratamiento mientras que en otros no mantienen una dieta

apropiada.

En el presente estudio la eficacia del suplemento con AT para reducir la
lipoperoxidacion fue comprobada mediante su accion para reducir la
susceptibilidad de los eritrocitos a la oxidacion mediada por el peréxido de
hidrégeno. Se observo una disminucion de un 46% en los niveles de MDA
producido por los eritrocitos en el grupo tratado con AT (p <0.0001) en
contraste con solo un 10% que observo en el grupo control (p = 0.3614).
En un estudio similar realizado en pacientes con DM1 se reportd una
reduccion de un 25% después de 12 semanas de tratamiento con 750 IU/d
de AT (63). La misma tendencia ha sido observada en otros estudios
clinicos y experimentales (64,65). La mayor resistencia observada a la
peroxidacion in vitro en estos estudios, podria estar relacionada a un
incremento en la concentracion de AT en las membranas eritrocitarias por

la suplementacion.

Se conoce muy bien que las complicaciones cronicas de la diabetes
mellitus estan asociadas a un aumento en el grado de estrés oxidativo.
Como células transportadoras de oxigeno los eritrocitos son blanco de
radicales libres los cuales atacan los lipidos de membrana resultando
cambios que incluyen alteraciones en la estabilidad y la integridad de las
membranas. Estas alteraciones, pueden dar lugar a una disminucion de la
resistencia al estrés fisico, a la hemoalisis y una reduccién de la vida media
(5). Sin embargo, las implicaciones clinicas de una disminucion en el

grado de lipoperoxidacion no se conocen completamente.

También existe evidencia de que en los pacientes diabéticos tipo 2

existe una disminucién de las defensas antioxidantes con respecto a los
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sujetos sanos. Sin embargo, reportes sobre los cambios en los niveles de
enzimas antioxidantes muestran gran variacion. Algunos investigadores
reportan valores normales de CuZn-SOD1 y GPx en diabéticos
descontrolados y recién diagnosticados (5,66), mientras que otros han
encontrado niveles elevados de CuZn-SOD1 y reducidos de GPx en

diabéticos con y sin enfermedad cardiaca (67,68).

En este trabajo se observdo aumento en los niveles de TAS, y
ninguna modificacion en los de GPx, después de la suplementacion con
AT. Otros reportes tampoco han encontrado cambios en los niveles de
GPx en diabéticos tipo 1 después de un afio de tratamiento con 750 1U/d
de AT (63). En sujetos sanos no fumadores se observé que un tratamiento
con 280 mg/d durante 10 semanas incremento los niveles de GPX (69).
Por otra parte, dosis altas de vitamina E provocaron una disminucion en
los niveles de enzimas antioxidantes en ratas (70,71). En este estudio,
Debido a las diferencias entre los niveles de SOD en los grupos control y
tratado no fue posible obtener inferencias estadisticas objetivas en

relacion a esta enzima.

Contrario a lo que se esperaba, no se observaron diferencias
significativas en los niveles de MDA sérico después de AT. Otros estudios
previos han mostrado que el AT si reduce los niveles de MDA sérico (72).
En sujetos ancianos 1,000 Ul/d de vitamina E durante 12 semanas
provocaron un aumento en los niveles de MDA sérico después de un
periodo de ejercicio fisico (73). Otros autores también reportaron que altas
dosis de vitamina E (hasta de 2,000 Ul/d, durante 6 semanas), no
modifican el indice de lipoperoxidacion sérico (74). Estos resultados
contradictorios reflejan la dificultad para controlar las variables que afectan

este tipo de ensayos.
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Existe gran evidencia de la existencia de deficiencia de
micronutrimentos antioxidantes en el plasma de pacientes diabéticos (75).
Reportes recientes muestran niveles disminuidos de AT plasmatico en
diabéticos con respecto a sujetos sanos (76, 77) Otros autores han
encontrado que los niveles de AT disminuyen progresivamente con la
edad (78). Aunque se conoce que los niveles de AT plasmatico no reflejan
exactamente su contenido a nivel de eritrocitos, la estimacion del nivel de
AT en estudios de suplementaciéon es muy importante para comprobar la
adherencia al tratamiento. Una de las limitaciones de la primera etapa de
este trabajo fue no medir los niveles plasmaticos de AT. Sin embargo, el
apego al tratamiento fue estimado por medio de llamadas telefénicas una
vez por semana Yy el conteo de las capsulas al final del periodo

experimental.

En estudios previos se ha reportado que una dosis de 800 Ul/d
durante 30 dias aumenta los niveles de AT plasmatico en un 300%. En
esos estudios la concentracion de AT alcanzo su nivel mas elevado a los
15 dias de iniciado el tratamiento y se mantuvo dentro de un rango
limitado aun con el suministro continuo de AT. Los niveles en plasma se
incrementaron de 20 hasta 60 pmol/L (79). La capacidad limitada del
plasma para alcanzar mayor concentracién de AT a pesar de la continua

ingesta del suplemento ha sido confirmada por otros autores (80).

En relacion al efecto de AT sobre la glucemia la mayoria de trabajos
reportan efectos negativos (81,82). Sin embargo algunos autores reportan
efectos benéficos sobre la glucemia (83) y sobre hemoglobina glicada
(84,85). En un estudio reciente en ratas sometidas a dieta aterogénica y
glutamato monosaddico, se demostré que el AT a una dosis de 30 mg/kg de
peso corporal durante 90 dias disminuyo los niveles de lipidos, el indice

aterogénico y la glucemia (86).
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En el presente estudio no se observaron cambios en los niveles de
glucemia ni de hemoglobina glicada en las mujeres diabéticas pero si en
las mujeres sanas. Aunque usualmente se considera que para observar un
efecto en hemoglobina glicada debe considerarse un periodo experimental
mayor al de la vida media de los eritrocitos (120 dias); es importante
recordar que el periodo de 6 semanas en este estudio es suficiente para
lograr la incorporacion de vitamina E en las membranas celulares (87). Por
otra parte, ya que el tamano de muestra usado para el grupo AT es
reducido pudo haber incidido sobre el error de tipo 2 (B) es decir la
probabilidad de concluir que no hubo efecto de AT sobre la glucemia
cuando en realidad si existe. Efectivamente en el analisis post hoc para
glucemia, (fijando un a de 0.05, un valor de B e 0.20, y una potencia de
80%) se encontr6 que se necesita una muestra de 50 sujetos para
encontrar una diferencia de 40 mg/dL entre el grupo AT y el control. Con el
namero de sujetos empleados en este estudio (n = 13), solo se
alcanzarian a detectar una diferencia minima de 80 mg/dL entre ambos
grupos. Por esta razdn se recomienda incrementar el tamano de la

muestra para inferencias mas exactas.

El perfil de lipidos de los pacientes diabéticos al inicio del
experimento mostrd niveles elevados de TAG y de LDL y disminuidos de
HDL. No se observaron cambios benéficos después del tratamiento con
AT en los lipidos séricos. Al contrario se aprecidé un aumento significativo
en los niveles de colesterol sérico (p <0.0127) aunque este aumento no
se reflejé en las fracciones lipoproteicas. Aun cuando no tenemos una
explicacidon exacta de este hecho, consideramos que pudiera ser atribuido

a cambios dietarios no informados.
Para el estudio de los efectos de AT en mujeres sanas se incluy6

una muestra de 16 participantes en edad perimenopausica. Entre ellas se

incluyeron doctoras, enfermeras y secretarias, todas trabajadoras del
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Hospital General de Zona 46 del IMSS en Villahermosa, Tabasco. Por sus
caracteristicas laborales y académicas se considera que dichas
participantes tienen los conocimientos de salud general para responder
adecuadamente en la entrevista médica. Esto es relevante debido a que
ellas reportaron un efecto benéfico del consumo de AT. Un gran
porcentaje (70%) informé cambios benéficos reportados como la mayor
tersura de la piel (menor resequedad), mayor textura del cabello, mejor
lubricacién vaginal y disminucion de manchas en la piel. No se realizo
ninguna determinacion bioquimica-clinica para evaluar tales resultados.
Por otra parte no se report6é ninguna clase de efectos adversos, incluyendo

molestias gastrointestinales debidas al suplemento.

Segun la encuesta dietaria de un dia todos los pacientes estaban
ingiriendo alimentos con suficiente alfa-tocoferol al inicio del experimento
segun la dosis diaria recomendada o RDA (88). La ingesta energética
diaria calculada fue de 1,600 Kcal/d. Las participantes no tuvieron

limitaciones especificas durante el periodo de este estudio.

De acuerdo con la teoria del desarrollo de la placa ateromatosa, la
formacion de las LDL oxidadas son uno de los primeros eventos que
desencadenan la formacion de las células espumosas y la aparicion de las
primeras lesiones vasculares. Por esta razén los efectos preventivos de
los suplementos con antioxidantes deberian esperarse en las etapas
tempranas previas al establecimiento de la enfermedad (23). En la
segunda etapa de este trabajo con mujeres sanas se pretendi6é observar
los cambios bioquimicos después de AT y durante un periodo de lavado

posterior al tratamiento.
ETAPA 2: MUJERES SANAS

No se observaron cambios en los niveles de glucemia después de

AT, sin embargo como ya se sefiald previamente, se aprecid una
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reduccién en los niveles de hemoglobina glicada a través del periodo de
tratamiento. Los niveles reducidos se mantuvieron aun después del

periodo de lavado.

No se tiene una explicacion objetiva sobre por que disminuyd la
hemoglobina glicada y no la glucemia. Sin embargo, en los intervalos no
evaluados pudieron existir niveles menores de glucemia que condicionaron

la disminucion en el grado de glicacion de la hemoglobina.

Aun cuando algunos estudios experimentales en ratas han
mostrado cambios en los niveles de lipidos, en nuestro estudio con
mujeres sanas no se observaron modificaciones en el perfil lipidico

después de la suplementacién con AT.

En relacion a los niveles de MDA sérico se observo una reduccién a
partir de la semana 12 de suplementacion con AT. Los valores bajos de
MDA se mantuvieron aun después del periodo de lavado. EI método
empleado para medir MDA se basa en la reaccion con el acido
tiobarbiturico (TBA) y es el método mas extensamente usado para evaluar
la lipoperoxidacion lipidica. Para disminuir la formacion de lipoperéxidos
artificiales durante la reacciéon, se adicion6 BHT y para mejorar la
recuperacion del aducto MDA-TBA se agregoé HCI antes de la extraccion

con n-butanol (57).

Un aumento significativo en los niveles de Mg®* sérico se observé
después de las 12 semanas de tratamiento con AT (p <0.005). Sin
embargo, después del periodo de lavado los valores retornaron a sus
niveles basales. No se conoce totalmente cual es la relacion que existe
entre los niveles de Mg®* vy el estrés oxidativo pero se ha demostrado que
en cultivos celulares y en animales de experimentacion la deficiencia de

Mg?* se asocia con la susceptibilidad al estrés oxidativo (89,90) . Por otra
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parte la suplementacién con Mg®* ha resultado benéfica en varias
enfermedades que incluyen a la diabetes mellitus (91), enfermedades
cardiacas, asma y fatiga cronica (92). En los pacientes con fatiga cronica
la suplementacion con Mg?* produjo un aumento de las concentraciones
de vitamina E (93). Por otra parte el tratamiento con vitamina E provocé un
incremento de las concentraciones de Mg?* intracelulares en pacientes con
DM2 (94).

Debido a estas observaciones es posible que la acciéon de la
vitamina E pueda estar mediada por el contenido de cationes
intracelulares. Ademas, las modificaciones en los niveles de Ca*" y Mg?*
se han postulado como una via final comun para regular la homeostasis de
glucosa, la sensibilidad a insulina, el tono vascular periférico y la presion

sanguinea (91).

Las concentraciones de AT  plasmatico, aumentaron
proporcionalmente al tiempo bajo tratamiento (p <0.005) y se redujeron
después del periodo de lavado (p <0.05) Figura 1. Este comportamiento
confirmé el apego al tratamiento por parte de las participantes. Los niveles
de TAS se incrementaron después de AT. Este incremento fue moderado
después de la semana 6 pero mas elevado en la semana 12 (sem 0 vs 12,
p <0.001). Después del periodo de lavado no se observd disminucion
respecto a la semana 12. El aumento en los niveles de TAS podria

explicarse por el aumento en los niveles de AT ya mencionado.

En relacion a las enzimas antioxidantes del eritrocito, el aumento de
los niveles de CuZnSOD se acompafio de una reduccion en la actividad de
GPx después del tratamiento con AT. De estos cambios se desprende
que la relacion de CuZnSOD/GPx se incremento progresivamente (Figura
2). Como es bien conocido, la CuZnSOD cataliza la dismutacion del anion

superoxido a H,O,y la GPx convierte el H,O, en H;0O. Cualquier aumento
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en la actividad catalitica de la CuZnSOD produce un exceso de H,O, que
debe ser eficientemente neutralizado por la GPx. El desequilibrio entre la
concentracién de ambas enzimas antioxidantes ha sido propuesto como
un marcador de estrés oxidativo en células aisladas (95,96). En cultivos de
células transfectadas la elevacion de este indice se ha asociado al
envejecimiento celular (97). En los eritrocitos de sujetos con sindrome de
Down se encuentra una actividad de la enzima CuZnSOD aumentada con
respecto a los de GPX, por lo que en estos sujetos se encuentran niveles
elevados de H,0O, (98).

Al parecer el tipo de dieta es importante en la respuesta de las
enzimas antioxidantes a la vitamina E. En un estudio realizado en ratas
alimentadas con aceite de salmon, la administracion de dosis elevadas de
vitamina E disminuyeron las actividades de GPx y catalasa en eritrocitos
(71). Los autores comentan la importancia del tipo de grasa consumida
durante el experimento. Se sugiere que la reduccion en la expresion de
enzimas antioxidantes puede ser consecuencia de la disminucion de
peréxidos lipidicos provocada por el aumento de la concentracién de
vitamina E en las membranas de eritrocitos inmaduros de la médula ésea.
En el caso de los eritrocitos la situacion es diferente ya que estas células
carecen del material nuclear necesario para la sintesis de novo de estas

enzimas.
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CONCLUSIONES

El alfa tocoferol fue bien tolerado a la dosis empleada en este estudio. Los
cambios bioquimicos mostraron beneficios clinicos potenciales como lo es
la reduccion de la lipoperoxidacion sérica, el incremento en el nivel de
TAS, de CuZnSOD y de Mg?*. Por otra parte la relevancia e implicaciones
del desbalance entre las enzimas antioxidantes eritrocitarias no son muy

claras y requieren investigaciones posteriores.

PERSPECTIVAS

El empleo de suplementos de vitamina E ofrece la facilidad de
estandarizar las dosis administradas sin embargo una mejor opcién en
posteriores experimentos es realizar estudios empleando alimentos

regionales con un contenido importante de vitamina E.

El empleo de métodos mas especificos para valorar el grado de estrés

oxidativo podria mejorar la confiabilidad de los estudios.

En posteriores experimentos podria realizarse un control dietario mas

estricto con el propésito de evitar sesgos.

La investigacion del estado oxidativo podria complementar el estudio del
efecto de los farmacos y los cambios en el estilo de vida sobre el control

metabdlico de los pacientes con DM2.
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Anexo No 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“EFECTOS DE ALFA-TOCOFEROL SOBRE EL CONTROL
METABOLICO Y EL ESTADO OXIDATIVO DE MUJERES SANAS Y
CON DIABETES MELLITUS TIPO 2”

Fecha:

El que suscribe
en pleno uso de mis facultades, manifiesto que se me ha invitado a participar en un
estudio de investigacion que el Instituto Politécnico Nacional, la Universidad
Judrez Auténoma de Tabasco y el Instituto Mexicano del Seguro Social, realizan
sobre el efecto de la vitamina E (alfa-tocoferol) en mujeres con diabetes mellitus
tipo 2 y mujeres sanas, ambas en edad perimenopausica.

Los investigadores me han informado de manera detallada todos y cada uno de los
pasos del estudio, el objetivo a cumplir y las implicaciones clinicas asi como los
efectos adversos que pudieran presentarse. También se me ha informado que antes
de entrar al estudio se me realizard una valoracion clinica y de laboratorio, para
evaluar si soy candidato al estudio. Se me ha informado que si soy seleccionado,
debo de cumplir con las indicaciones médicas que se me indiquen, asistir a mis
consultas y a la toma de muestras en las fechas indicadas, estoy enterado que la
toma de muestras de sangre podrd ocasionarme alguna molestia. Sé que el
beneficio que este estudio puede brindarme es lograr un mejor control de mi
enfermedad y evitar sus complicaciones, sin embargo puede ser el caso de no
lograr este objetivo.

Se me ha informado que para la toma de muestras en el laboratorio solo se
utilizaran jeringas y agujas nuevas y desechables y que toda la informacion
recopilada durante este estudio es confidencial, en conformidad con la ley.

Se que mi médico puede dar por terminada mi participacion en este estudio si no
sigo las instrucciones del mismo, si se considera que es por propio beneficio o en
el caso de ser cancelado este estudio por las instituciones mencionadas.

Tengo el conocimiento de que mi participacion es voluntaria y que en el momento
en que yo lo decida puedo retirarme del estudio sin que con esto me vea afectado
en cuanto a la atenciéon médica que recibo por parte del IMSS.

He leido cuidadosamente éste documento y he solicitado se me aclaren todas mis
dudas, mi participacion en la investigacion es voluntaria, se que constantemente
recibiré informacion sobre lo relacionado a esta vitamina aunque esto, afecte mi
decision de seguir participando en el estudio.
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Estoy de acuerdo en que el Dr. Jorge Luis Bl¢ Castillo utilicen mi reporte de
resultados de manera andénima, para futuras investigaciones médicas. Estoy
enterado(a) que en caso de alguna urgencia deberé comunicarme con el Dr. Jorge
Luis Blé Castillo al teléfono 9931 16 00 99 .

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma del Investigador Principal

Testigo 1 (Nombre y firma)

Testigo 2 ( Nombre y firma)
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Abstract

In this study we evaluate the effects of a-tocopherol on the metabolic control and oxidative stress in female patients with type 2 diabetes
mellitus. Thirty-four female type 2 diabetics 40-70 years old up to 14 years with diabetes, under medical treatment, were randomly divided in
two groups. One group received placebo (Control group, n = 21) and the other received a-tocopherol (800 IU/day, n = 13) during 6 weeks.
Blood samples were collected at the beginning and at the end of the study to measure malondialdehyde production, glycated hemoglobin,
selenium dependent-glutathione peroxidase, Cu,Zn-superoxide dismutase in erythrocytes and total antioxidant status, glucose, lipid and lipo-
proteins in serum. Erythrocyte malondialdehyde decreased and serum-total antioxidant status increased after a-tocopherol treatment
(P <0.0001). However, an unexpected increase on cholesterol levels and a reduced erythrocyte-Cu,Zn-superoxide dismutase activity was
observed after a-tocopherol treatment. a-Tocopherol administration did not affect glucose, glycated hemoglobin, triacylglycerides, lipopro-
tein levels and serum malondialdehyde.

A minor oxidative stress was observed in female type 2 diabetic patients after a-tocopherol treatment inferred from the reduced levels of
erythrocyte malondialdehyde and the increased values of total antioxidant status. On the other hand, no beneficial changes were observed on

glycemic control or lipid metabolism.
© 2005 Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Diabetes mellitus; Vitamin E; Alpha-tocopherol; Oxidative stress; Antioxidant status; Lipoperoxidation

1. Introduction

Type 2 diabetes is associated with increased oxidative
stress, which probably results both from excess generation of
reactive oxygen species and decreased antioxidant defenses
[1,2]. In recent years, it has been known that, the most impor-
tant factor to increase the free radicals production in diabetes
is the hyperglycemic status, which can induce damage through
overproduction of superoxide radical in the mitochondrion
[3]. Superoxide is converted to hydroperoxyls, which can dif-

* Corresponding aurhor. Tel.: +52 9931 16 0099; fax: +52 9933 54 3238.
E-mail address: jblecastillo@cis.gob.mx (J.L. Ble-Castillo).

0753-3322/$ - see front matter © 2005 Elsevier SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biopha.2005.05.002

fuse through membranes and initiate lipoperoxidation. The
oxidation of unsaturated lipids has implications not only for
atherosclerosis, but also for stability and integrity of the red
cell membranes [4,5]. Increased levels of lipoperoxidation as
evidenced by breakdown products like malondialdehyde, have
been found in erythrocytes and plasma of type 2 diabetic
patients [6—8]. Supplementation with antioxidants, is there-
fore, an attractive potential therapy.

It is known that a-tocopherol is a scavenger of superoxide
and peroxyl radicals, and it is considered the most important
inhibitor of lipoperoxidation, protecting polyunsaturated fatty
acids from oxidation [9]. It has been reported that plasmatic
a-tocopherol is lower in type 2 diabetic patients compared to
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healthy people [10,11]. a-Tocopherol supplementation has
been used to delay the long-term complications of diabetes.
It is postulated that a-tocopherol has beneficial effects on
metabolic control of diabetes due to its antioxidant activity,
which influences lipid oxidation, protein glycation and insu-
lin sensitivity [12]. Moreover, recent research has revealed
that a-tocopherol has precise molecular actions influencing
the activity of several enzymes by gene expression modula-
tion [13]. However, the information regarding the benefit of
supplementation is conflicting and there are quantitative dis-
crepancies between epidemiological data and intervention
studies. These uncertainties raise doubts about the ability of
a-tocopherol to increase the antioxidant defense mecha-
nisms and leave many unanswered questions [14—18].

The purpose of this study was to evaluate the beneficial
effects of a-tocopherol upon lipoperoxidation as well as glu-
cose and lipid metabolism in a group of female type 2 diabet-
ics.

2. Research design and methods
2.1. Chemicals

Alpha tocopherol was purchased from Nutricia Manufac-
turing USA as capsules containing D-o. tocopherol acetate
equivalent to 400 IU of Vitamin E. 2-thiobarbituric acid,
1,1,3,3,-tetracthoxypropane, sulfuric acid, phosphotungstic
acid, and other chemical substances were purchased from
Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA).

2.2. Patient selection

Thirty-four female type 2 diabetics, 40—70 years old, up to
14 years with the disease, were recruited from the General
Hospital No 46 of the Mexican Institute of Social Security
(IMSS) in Villahermosa Tabasco, Mexico. Subjects were
admitted with moderate to severe hyperglycemia and under
treatment with diet or hypoglycemic agents alone. Patients
were divided in two groups: One received placebo (Control
group, 800 mg of corn starch per day, n = 21) and the other
received alpha-tocopherol (a-tocopherol group, 800 1U/day,
n = 13) during 6 weeks. The placebo consisted in 400 mg of
corn starch administered twice a day after breakfast and din-
ner, in the same way as the a-tocopherol capsules. All sub-
jects gave informed consent and the study protocol was
approved by the Institutional Review Board.

Exclusion criteria included insulin treatment, hyperten-
sion, hormonal therapy, smoking and ingestion of antioxi-
dant supplements at least 3 months before the experiment,
ingestion of hypolipidemic and non-steroidal anti-
inflammatory drugs, intake of garlic or fish oil, renal or liver
dysfunction, poorly accessible veins and alcohol consump-
tion.

2.3. Blood sample collection

Venous blood samples were obtained from patients at the
beginning and at the end of the experimental study. Samples

were taken after a 12 h fasting period. Erythrocyte and serum
malondialdehyde assays were done the same day samples
were collected and other serum aliquots were preserved at
—70 °C for up to 15 days for other determinations.

2.4. Biochemical determinations

Glucose, lipids and lipoproteins were measured using enzy-
matic routine clinical methods on a Synchron C x 7 autoana-
lyzer, from Beckmann Coulter. Glycated hemoglobin was
determined by an ion capture assay according to Abbott Labo-
ratories for an IMx analyzer.

Malondialdehyde production by erythrocytes was mea-
sured by the method of Bigger and Jaeger, based on the pre-
vious work done by Stocks and Dormandy [19,20]. Malon-
dialdehyde in serum was determined by reaction with
thiobarbituric acid. To prevent artificial autooxidation, buty-
lated hydroxytoluene in a final concentration of 15 umol/l
was added to the reaction mixture. To improve the extraction
step of the malondialdehyde-thiobarbituric acid adduct in
n-butanol, 5 M HCI was used as proposed by Wasowicz et al.
[21]. In both cases a 1,1,3,3-tetracthoxypropane hydrolyzed
solution was used to prepare a standard curve. The final read-
ing at 532 nm was done on a microplate reader image spectra
rainbow sunrise of Tecan.

Total antioxidant status in serum represents the cumula-
tive effects of all antioxidants present in serum. It was mea-
sured by a commercial kit (Randox Lab., Grumlin, UK) based
on the ability of antioxidants in the sample to inhibit the oxi-
dation of ABTS® (2,2'-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sul-
fonate] to ABTS®™* by metmyoglobin. The suppression of a
stable blue green color production is proportional to the total
antioxidant concentration [22].

Selenium dependent-glutathione peroxidase in erythro-
cytes was measured by a commercial kit (Randox Lab.), based
on the method of Paglia and Valentine using cumene hydro-
peroxide as substrate [23]. Cu,Zn-superoxide dismutase activ-
ity from erythrocytes was measured by a commercially avail-
able kit (Randox Lab.), based on the method of McCord and
Fridovich [24]. In this assay the degree of inhibition of the
reaction to form a red formazan dye was determined. This
latter substance is produced from a reaction between tetrazo-
lium salt (INT) and the superoxide radical generated by xan-
tine and xantine-oxidase. Both enzymes were expressed as
U/g hemoglobin and the final reading was obtained from a
550 Express autoanalyzer of Ciba Corning. The hematologi-
cal determinations of hemoglobin and blood cells were car-
ried out in a Cell-Dyn 3500 of Abbott Laboratories.

2.5. Statistical analysis

Differences in baseline variables between the placebo and
a-tocopherol groups were sought using the Student’s unpaired
t-test. Two-way ANOVA was used to test the differences
between a-tocopherol and placebo-treated groups in the
change from baseline in the main outcome measures. When a
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difference between groups was significant from baseline, a
paired -test was used to determine whether the change from
baseline in each group was significant. All tests were two-
tailed and a P < 0.05 was accepted as significant.

3. Results

Baseline characteristics of subjects are summarized in
Table 1. Before treatment the two patient groups (Table 2)
analyzed for an unpaired ¢ value in clinical and biochemical
parameters were not different from each other, except for low
density lipoproteins which had a borderline value. Table 2
also shows the responses to 6 weeks of treatment (placebo or
a-tocopherol). There were not significant differences between
the baseline values and postreatment values for glycemia, gly-
cated hemoglobin, urea, creatinine, uric acid, high density
lipoprotein and serum-malondialdehyde. Fig. 1 shows a reduc-
tion on the malondialdehyde produced by erythrocytes and
an increase of total antioxidant status levels (P < 0.0001) after
a-tocopherol treatment. A reduction of 46% on the baseline
erythrocyte malondialdehyde values was observed in the
a-tocopherol group in comparison with only 10% in the
control group. An increment in cholesterol levels
(202.1 £49.51 to 239.6 +£44.37 mg/dl, P=0.012) and a
reduction in erythrocyte Cu,Zn-superoxide dismutase activ-
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ity was observed after a-tocopherol treatment; 1083 +295.3 to
876.4 +46.60, P < 0.0001.

4. Discussion

The patients included in this study had an uncontrolled
status with moderate hyperglycemia and a high level of gly-
cated hemoglobin. According to International Boards the goal
of the treatment is to keep glycated hemoglobin under 7.5%,
in order to avoid complications. In our community, it is very
difficult to get this objective, in spite of the pharmacological
treatment. In some cases people refuse to use hypoglycemic
agents and sometimes they prefer trying diets or traditional
therapy. In other cases they do not follow a proper diet even
when they take hypoglycemic drugs. Many studies have
shown that in hyperglycemic patients exist an increment in
lipid peroxidation [1-3].

In this work the efficacy of a-tocopherol against lipid per-
oxidation was apparent through the reduction of the suscep-
tibility of erythrocytes to hydrogen peroxide-induced lipid
peroxidation. A lowered erythrocyte malondialdehyde level
of 46% (P < 0.0001) was observed after a-tocopherol treat-
ment in contrast with only 10% (P =0.3614) in the control
group, in both cases respect the baseline values. A similar
study on type 1 diabetics has reported 25% reduction after

Table 1

Initial clinical characteristics of female type 2 diabetics
Variable Control group a-tocopherol group
Age (years) 55.33+11.6 51.31+£14.03
Body weight (kg) 63.37 £7.85 67.52 + 10.39
Height (m) 1.526 £ 0.06 1.563 = 0.07
Body mass index (kg/m?) 27.29 £ 3.66 27.83 £5.23
Systolic blood pressure (mmHg) 126.7 + 14.60 128.5 +17.72
Diastolic blood pressure (mmHg) 73.3+7.30 80.77 = 6.40
Diabetes duration (years) 9.73 £4.50 10.94 +2.18
On pharmacologic control 19 12
With no pharmacological control 2 1

Results are expressed as mean = S.D. Control group; n = 21. a-Tocopherol group; n = 13.

Table 2

Changes in glycemic-lipid metabolites and oxidative markers following 6 weeks of oral supplementation with 800 IU/day of a-tocopherol

Control group

a-Tocopherol group

Biochemical parameter Before treatment ~ After P Before treatment ~ After treatment P
treatment

Glucose 264.8 +£28.41 2319+17.55 0.4691 194.2+19.43 211.3+£20.88 0.0790
Glycated hemoglobin (%) 10.52 £ 0.52 10.12+0.53  0.2602 10.88 +0.79 10.25+0.58  0.4360
Urea 35.62 = 3.80 37.14£4.69  0.5063 38.77 +6.10 3377+198 04772
Creatinine 0.84 +£0.14 0.61 £0.08 0.0244 0.5308 + 0.04 0.5615+0.03 0.4363
Uric acid 4.82+045 5.67 £0.45 0.0756 4.423 +0.34 4746 £0.35  0.0839
Low density lipoproteins 146.9 + 14.83 133 + 15.90 0.0995 103.5+12.02 115.6 £23.44 0.5140
Triacylglycerides 231.7 = 18.35 239.5+18.10 0.7719 300.6 +60.71 446.2 + 136.87 0.2266
High density lipoproteins 42.83 +1.59 41.75+2.02 05397 38.41+2.86 34.82+2.33 0.0720
Serum-malondialdehyde (nmol/ml) 5.829+0.24 5.150+0.29  0.1397 6.038 +0.27 5912+0.57  0.8455
Selenium dependent-glutathione peroxidase (U/g hemoglobin)  52.66 + 3.83 36.72+£3.52  0.0798 45.30 +2.60 51.52+334  0.1929

a-Tocopherol group (n = 13) or placebo (n = 21). Treatment was given during 6 weeks. Blood was collected after a 12 h fasting period, at the beginning and at
the end of the study. Data represent the mean + S.E.M. and values of a paired #-test (postreatment vs. baseline). Serum glucose, urea, creatinine, uric acid,
cholesterol, low density lipoproteins, triacylglycerides and high density lipoprotein concentrations are expressed as mg/dl.
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Fig. 1. Effect of a-tocopherol (AT) supplementation or placebo treatment. (A) Erythrocyte-malondialdehyde (MDA) and (B) erythrocyte-superoxide dismutase
(SOD1) decreased after o-tocopherol treatment (*P < 0.0001, compared to baseline). (C) Serum total antioxidant status (TAS) and (D) total cholesterol increased
after a-tocopherol treatment (**P < 0.001, ***P < 0.05 compared to baseline, respectively). In control group erythrocyte-superoxide dismutase (SOD1) (B),
increased after placebo treatment (*P < 0.0001). White bars represent placebo group and black bars a-tocopherol group. Data are expressed as mean + S.E.M.

3 months with a-tocopherol 750 IU/day [25]. The same ten-
dency has been observed in other clinical and experimental
studies [26,27]. The major resistance observed in these stud-
ies to peroxidation in vitro might be related partially to an
increase in o-tocopherol concentration in the erythrocyte after
the supplementation. There are not studies exclusively ori-
ented to a-tocopherol effects on the female type 2 diabetic
patients.

It is well known that long-term complications of diabetes
which are associated to the oxidation process include alter-
ations in the stability and integrity of membranes and short-
ened life span of erythrocytes [5]. The clinical implications
of areduction in membrane peroxidation in vitro are not clear.
However, it is accepted that erythrocytes with damaged mem-
branes may have decreased resistance to physical stress, to
hemolysis and a shorter life span.

It has been generally accepted that antioxidant defenses
are reduced in type 2 diabetic patients respect to normal
patients. However, the reports about antioxidant erythrocyte
enzyme levels show great variance. Some researchers have
reported normal values for erythrocyte-Cu,Zn-superoxide dis-
mutase and selenium dependent-glutathione peroxidase in
newly diagnosed and uncontrolled diabetics, respectively
[28,29]; increased Cu,Zn-superoxide dismutase [30], and
reduced selenium dependent-glutathione peroxidase in
patients with and without coronary heart disease [31,32], com-
pared to healthy controls.

In this study, an increase in serum-total antioxidant status,
a reduction in the erythrocyte Cu,Zn-superoxide dismutase
levels (P < 0.0001) and no changes on the erythrocyte-
selenium dependent-glutathione peroxidase enzyme activity
were observed after a-tocopherol supplementation. Similar
results on selenium dependent-glutathione peroxidase activ-
ity were observed by other authors after a-tocopherol
750 TU/day during a year in type 1 diabetic patients [25]. In
healthy non-smoking men a-tocopherol 280 mg/day by
10 weeks increased selenium dependent-glutathione peroxi-
dase and reduced Cu,Zn-superoxide dismutase activity lev-
els [33]. In experimental studies, high doses of vitamin E have
been found to reduce erythrocyte antioxidant enzymes in rats
[34,35]. It is not known if the reduction in human erythrocyte
antioxidant enzymes could have clinical implications. On the
other hand, we do not have an explanation for the increased
erythrocyte-Cu,Zn-superoxide dismutase in control group
after placebo treatment.

Contrary to our expectations, no changes were observed
on serum malondialdehyde values after a-tocopherol treat-
ment. Previous reports have demonstrated that a-tocopherol
reduces serum malondialdehyde levels [36] but others are in
contrast. In old healthy men vitamin E (1000 IU/day, during
12 weeks) increased serum malondialdehyde post-exercise
[37]. Meagher et al. [38], reported that healthy people treated
with high doses of vitamin E (up to 2000 IU/day, during
6 weeks), do not change their index of lipid peroxidation.
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Such contradictory results may reflect the difficulty of con-
trolling all the variables affecting the outcome.

There is a body of evidence supporting the poor plasma
status of different antioxidant micronutrients in diabetic
people [39]. Recent reports have found significant lower lev-
els of a-tocopherol in diabetics when compared to control
healthy people [10,11]. Other authors have reported this sub-
stance and other lipophilic antioxidant concentrations in
plasma to be negatively correlated to age [40]. Although the
plasma a-tocopherol levels might not be reflecting its con-
tent in erythrocytes, the estimation of this substance is impor-
tant to confirm adherence to treatment. Indeed, one of the
limitations of the present study was not measuring
a-tocopherol. The compliance was confirmed by phone call-
ing once a week and pill counts at the end of the study. Pre-
vious studies on healthy people have estimated that
800 IU/day of all-rac-alpha-tocopherol (30 days) increased
plasma a-tocopherol in about 300%. In those studies plasma
concentrations reached its peak 15 days after the initiation of
supplementation, and were maintained at a plateau in spite of
continuous oral supplementation. a-tocopherol values in-
creased since 20—60 umol/I [41]. The limited capacity of the
plasma to reach higher a-tocopherol concentration irrespec-
tive of the amount or duration of supplementation has been
confirmed by others [42].

There is controversy about the role of a-tocopherol on
serum glucose and glycated hemoglobin, while some reports
indicate a decreasing effect on glucose [43], and on glycated
hemoglobin [44,45], in this study, we did not find a reduction
in both parameters. Most reports on a-tocopherol inform no
effect on these biochemical parameters [46,47]. We recog-
nize that a longer time of experimentation could be necessary
for having a best effect on glycated hemoglobin considering
the 120-day red blood cells life span. However, the period
used in this study (6 weeks) is sufficient to achieve steady-
state incorporation into cell membranes [48].

The lipemic profile in the patients was typical of a poorly
controlled diabetes with increased triacylglyceride, low den-
sity lipoprotein and decreased high density lipoprotein con-
centrations. No beneficial effect was observed after
a-tocopherol treatment, instead of that, cholesterol raised
(P <0.0127), but, this increase was not observed in lipopro-
tein fractions. This is an unexpected result and we do not
have an exact explanation for this increase. In a certain way it
might be attributed to non-informed dietary changes. We do
not know if the difference in low density lipoprotein baseline
levels between the groups (P = 0.0486) affected these results.

Recently, the controversy about the benefit of vitamin E
supplementation has increased. It comes mostly from the con-
trast between experimental and clinical trials. While experi-
mental trials report great cellular and biochemical beneficial
actions, clinical trials fail to support them. Among clinical
trials, the discrepancies have been attributed to differences in
selection of individuals, dosage, chemical forms of vitamin
E, duration of treatment, stage of the disease and geographi-
cal area [15,18]. Because of these variables, the comparison
among different studies continues being difficult.

Many of the vitamin E trials look for an antiatheroscle-
rotic effect. Some studies have considered vitamin E not only
as a potent antioxidant but also as a modulator of cellular
signaling and transcriptional regulator as well as an inductor
of apoptosis. There are clinical trials considering a-tocopherol
for prevention of lipoperoxidation, and also for other effects
such as anti-inflammatory action, inhibition of smooth muscle
cell proliferation and platelet aggregation. Long trials, how-
ever, have failed to demonstrate that vitamin E has cardiovas-
cular protective effects [13,17,18].

In conclusion, our results showed mixed effects of
a-tocopherol supplementation on middle aged type 2 female
diabetic patients with moderate to severe hyperglycemia. The
treatment had beneficial effects on the antioxidant defense
by increasing both the resistance to hydrogen peroxide-
induced lipid peroxidation in vitro and serum-total antioxi-
dant status. However, no changes in the metabolic control
were noticed. The increase in cholesterol levels and the
decrease in erythrocyte-Cu,Zn-superoxide dismutase level
could represent harmful effects of a-tocopherol in diabetic
patients who are not metabolically controlled. We recom-
mend being careful in using vitamin E in such high doses
without a full understanding of the consequences.
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Background. Oxidative stress plays a role in the pathophysiology of several diseases. Nowadays,
people autoprescribe vitamins and there are not enough data to determine what are the effects of
a-tocopherol supplementation on healthy people. The aim of this study was to investigate the
effects of a-tocopherol (AT) on the oxidative status and metabolic profile in healthy women.
Methods. Sixteen healthy women, 40-60 years old, received AT, 800 IU/day during 12 weeks,
followed by a 6-week washout period. Blood samples were taken at the beginning and then every
6 weeks until the end of the study. AT, retinol, malondialdehyde (MDA), total antioxidant status
(TAS), selenium-dependent glutathione peroxidase (GPx) and CuZn-superoxide dismutase
(SOD) were quantified to evaluate the oxidative stress. The metabolic profile was evaluated by
measuring glycated hemoglobin (HbAIc) in erythrocytes and glucose, phosphate, magnesium,
lipid and lipoproteins concentrations in serum.

Results. AT caused a reduction in HbAlc, serum-MDA concentrations and erythrocyte GPx
activity. These decrements were accompanied by an increase in AT, TAS and Mg**
concentrations in serum and in erythrocyte SOD activity. Glucose, lipids and retinol
concentrations, as well as blood cells count were not affected.

Conclusions. AT reduced lipid peroxidation and improved serum antioxidant status. However,
the imbalanced response observed between erythrocytes SOD and GPx activities, could affect

normal response to oxidative stress.

Key Words: a-Tocopherol, vitamin E, oxidative stress, lipid peroxidation.
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Introduction:

In the last decade the role of oxidative stress on the pathophysiology of several chronic
diseases and its complications has been well established (1-3). Alpha-tocopherol (AT), is
recognized as an important inhibitor of membrane lipid peroxidation, protecting polyunsaturated
fatty acids from oxidation (1). Accordingly, most of the studies have been oriented toward
understanding the effects of AT on diseases with oxidative stress (4-6). AT has been shown to
increase the LDL’s resistance to oxidation (7), reduce lipid peroxidation levels (8), inflammation
markers ( 9) and platelet aggregation (10).

Few studies have been focused on the effects of AT on healthy people, particularly in
women. In a study including healthy women it was showed that high doses of AT decreased C-
reactive protein and monocyte interleukin-6 (11). However, other study, administering AT 200-
2000 IU/d for 8 weeks failed to reduce lipid peroxidation (12). These studies did not include the
evaluation of oxidative stress.

In spite of a widespread consumption of vitamin E supplementation by healthy people,
there is not a complete understanding of its potential benefit (13,14) or its effects on the oxidative
stress or metabolic profile. Some in vitro studies have shown that AT can act as a pro-oxidant
molecule, promoting lipid peroxidation when no other co-antioxidant substrates are available (15,
16). In the last year, one study showed AT safety across a broad range of doses (17), while a pair
of meta-analysis concluded that high doses of this substance may increase the risk of mortality
(18, 19).

The association between an increased oxidative stress and age in women has been
attributed to a progressive deficit in estrogen production and to an increase in iron storage (20). In

Mexico the prevalence of AT deficiency among productive-aged women is high (30%) (21);
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which suggest that understanding of AT effects on middle-aged healthy women could be
important. Moreover, some studies have shown the difficulty in getting appropriate AT plasma
concentrations from foods (22). The situation could be worse if we consider that vegetable oils
and other vitamin E-rich food are hypercaloric and not recommended to reduce energy intake.
Despite these observations there is a paucity of studies about the effects of AT on the
oxidative/antioxidant status and metabolic changes in healthy people.
The aim of this study was to investigate the effect of AT on the oxidative status and

metabolic profile in a group of middle-aged healthy women.

86



The Effects of a-tocopherol on Healthy Women

Material and Methods
Subjects
Ethical permission for all studies was obtained from the General Hospital # 46 of the Mexican
Institute of Social Security (IMSS) Research Ethics Committee in Villahermosa Tabasco, México
and investigations were conducted according to Declaration of Helsinki principles. Subjects gave
written informed consent before participation. Sixteen healthy female participants, between 40-60
years old, with the characteristics shown in Table 1 were recruited from workers at the hospital.
All the studied subjects were healthy as determined by a medical history questionnaire, physical
examination, and normal results from clinical laboratory tests. Additional criteria included
menstrual period cessation or irregular menstruation, elevated follicle stimulating hormone levels
(>30 pU/ml), body mass index (BMI; in Kg/m?) between 21 and 30, hot flashes and one or both
ovaries remaining. Exclusion criteria included hormonal therapy; cardiovascular, hepatic,
gastrointestinal, or renal diseases; diabetes, hypertension, obesity, hyperlipidemia, supplemental
vitamin use at least three months before the start of the study, intake of garlic or fish oil,
alcoholism, smoking, or poorly accessible veins.

A dietary evaluation was conducted by a dietitian at the beginning and the end of the study.
All participants completed a 1-day food record and dietary intake was calculated. Subjects were
encouraged to maintain their diet and activities without modification throughout the study period.
Participants received alpha-tocopherol, 800 IU/day, during 12 weeks, followed by a 6-week
washout period.
Reagents
AT was purchased from Nutricia Manufacturing, USA, in capsules containing 400 IU of vitamin

E as D-a-tocopherol acetate. 2-thiobarbituric acid, 1,1,3,3,-tetracthoxypropane, sulfuric acid,
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phosphotungstic acid and other chemicals were purchased from Sigma Chemical Company (St
Louis, MO, USA).
Blood sample collection
Venous blood samples were obtained from participants at the beginning of the study, at 6 and 12
weeks of the AT treatment and at the end of the washout period (18 weeks). In all cases, blood
samples were taken between 7:00-8:00 A. M. after a 12 h fasting period. Blood routine clinical
determinations and erythrocyte enzyme activities were determined the same day of sample
collection. Serum aliquots were preserved at -70°C for up 10 days for other determinations.
Clinical chemistry
Hemoglobin and blood cells counting were measured using a Cell-Dyn 3700 counter from Abbott
Diagnostics. Plasma triglycerides were assayed by the peroxidase-coupled method (23), total
plasma cholesterol was measured by the Allain enzymatic method (24). High density lipoproteins
(HDL) cholesterol was determined after precipitation of LDL, very low-density lipoproteins and
chylomicrons using MgCl, and dextran sulphate (25). LDL-cholesterol concentration was
calculated from the above data using the Friedewald formula (26).

Glycated hemoglobin (HbA 1c) was measured by a turbidimetric immunoinhibition method.
In the reaction, HbA1c antibodies were combined with hemoglobin Alc from the sample to form
soluble antigen-antibody complexes. Polyhaptens from the reagent were bound with the excess of
antibodies and the resulting agglutinated complex was measured turbidimetrically. Serum Mg
was determined by a spectrophotometric method using Magon, 1-azo-2- hydroxy-3-(2, 4-
dimethylcarboxanilido)naphthalene-1’-(2-hydroxybenzene). All the mentioned and other routine
clinical assays were performed on a Synchron CX7 Clinical System, from Beckman Coulter with

a daily quality control program for precision.
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Human follicle stimulating hormone (FSH) was measured by enzymatic immunoassay on a
Abbott Axsym System (Abbott Laboratories, USA).
Oxidative stress
The oxidative stress evaluation included the measurement of endogenous antioxidant capacity as
well as biomarkers of lipid peroxidation. Total antioxidant status (TAS) in serum represents the
cumulative effects of all antioxidants. It was measured by a commercial kit (Randox Lab.,
Grumlin, UK) based on the ability of antioxidants in the sample to inhibit the oxidation of
ABTS® (2,2’-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate] to ABTS®e+ by metmyoglobin. The
suppression of a stable blue green color production is proportional to the total antioxidant
concentration (27).

Selenium dependent-glutathione peroxidase (GPx) activity in erythrocytes was measured by
a commercial kit (Randox Lab), based on the method of Paglia and Valentine using cumene
hydroperoxide as substrate (28). CuZn-superoxide dismutase (SOD) activity from erythrocytes
was measured by a commercially available kit (Randox Lab), based on the method of McCord
and Fridovich (29). In this assay the degree of inhibition in forming a red formazan dye was
determined. This last substance was produced from a reaction between tetrazolium salt and the
superoxide radicals generated by xantine and xantine-oxidase. Both enzymes were expressed as
U/g Hb and the final reading was obtained from a 550 Express autoanalyzer of Ciba Corning.
AT and retinol concentrations were measured in serum by the high performance liquid
chromatography (HPLC) method of Sowell et al (30), after a lipid extraction with a hexane-
ethanol mixture.
Malondialdehyde (MDA) in serum was determined by its reaction with thiobarbituric acid

(TBA). To prevent artificial autooxidation, butylated hydroxytoluene (BHT) in a final
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concentration of 15 pmol/L was added to the reaction mixture. To improve the extraction of the
MDA-TBA adduct, 5 M HCI was used before the extraction with n-butanol according to
Wasowicz et al (31). A 1,1,3,3 tetraethoxypropane hydrolyzed solution was used to prepare a
standard curve and a microplate reader to measure the absorbance at 532 nm.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the use of GRAPH-PAD PRISM (version 3.0; GraphPad
Software, San Diego). A one way repeated measures analysis of variance (ANOVA) for the time
component of the experiment was performed. Tukey post-hoc analysis was used where
appropriate to test the differences between the groups. A value of p <0.05 was accepted as

significant.
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Results

Clinical characteristics

Table 1 shows the baseline clinical characteristics of the patients included in this study. As can be
observed, obesity and hypertension did not exist among participants. From the dietary evaluation
it was deduced that all subjects had a sufficient ingestion of vitamins and minerals, including AT
from the diet. The calculated daily energy intake was 1600 Kcal/d.

Figure 1, shows basal normal levels of AT (1204 + 343.2 png/dL). As expected, AT
concentration increased after supplementation (p <0.001) which confirmed a good compliance of
the participants. Table 2 shows normal baseline values of glycemic-lipidic metabolites in the
subjects. From the clinical interview a good tolerance to AT was observed. No patients reported
digestive disorder that could be attributed to this substance.

Metabolic profile

No changes in glucose concentrations were observed after AT supplementation (Table 2).
However, HbAlc levels decreased time-dependently during the 12-weeks period of AT
supplementation. (week 0 vs 6, and week 0 vs 12, week 6 vs 12, p <0.001). During the washout
period AT values remained low (week 12 vs week 18, p > 0.05; week 0 vs week 18, p <0.001),
(Table 2). The lipid profile, including lipoprotein concentration, was not modified after AT
treatment. Serum Mg®" increased slightly at week 6 but was significantly different at week 12 of
AT treatment (week 0 vs 6, p >0.05; week 0 vs 12, p <0.01) . During the washout period, values
returned near to baseline concentrations (week 0 vs 18, p >0.05,; week 12 vs 18 p <0.001).
Oxidative stress markers

Figure 1 shows the effects of AT on oxidative stress biomarkers. Serum concentration of MDA

was not different from baseline at week 6 but was significantly less at week 12 after AT treatment
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(week 0 vs week 6, p >0.05; week 0 vs week 12, p <0.05). After the washout period it remained
low with respect to baseline value (week 0 vs week 18, p <0.001).

AT serum concentrations were duplicated after week 6 of supplementation, but only a 30%
higher value was observed at week 12 (week 0 vs week 6, p <0.001; week 6 vs week 12, p
<0.01). As expected, a reduction occurred at the end of the washout period (week 12 vs week 18,
p <0.05 ). Serum retinol concentrations were not modified during the experimental period (data
not shown).

TAS concentrations in serum showed a tendency to increase after AT treatment (Figure 1).
However, this increase was only significant until week 12 (week 0 vs week 12, p <0.001;). The
increased levels remained high after the washout period (week 0 vs week 18, p <0.001).
Erythrocyte SOD activity, increased after the AT treatment at week 6, and this level was
maintained until week 12 (week 0 vs week 6, p <0.001, week 0 vs week 12 p <0.001). After the
washout period these levels diminished near to baseline values (week 0 vs week 18, p >0.05),
(Figure 1). A continuous reduction in erythrocyte GPx activity was observed throughout the AT
treatment (week 0 vs week 6, p <0.01, week 0 vs week 12, p <0.001). These diminished values
remained the same after the washout period. As a result of the SOD increase and GPx reduction,
the ratio of SOD/GPx in erythrocytes progressively augmented while under AT treatment,

(weeks: 0 vs 12 and 0 vs 18, p <0.001; weeks: 6 vs 12, p <0.05; weeks: 6 vs 18, p <0.001), Fig 1.

Discussion
The use of vitamin E as a supplement is a worldwide practice. Healthy people autoprescribe

vitamin E oftenly. However, there are only few studies focused on the effects of this substance on
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healthy people . The present study included 16 healthy women which were nurses, secretaries and
medical doctors. Due to their academic background it was considered they had enough health
expertise to answer medical questionnaires. This is relevant in view of the findings from the
questionnaire applied to the subjects at the end of the study. About 70% of the volunteers
reported beneficial results from their AT supplementation, such as improvement of skin dryness,
hair texture and vaginal lubrication. However, not clinical determinations were performed to
confirm these observations.

Different reports have concluded that the best effect of AT supplementation could result
from its intake before the onset of chronic diseases (13). In cardiovascular disease lipid
peroxidation is assumed to be an early key event in the atherogenic process. Vitamin E may
reduce the occurrence of these lesions through the prevention of the initial oxidation. In spite of
this theory, most studies on the effects of AT have been conducted on patients with an already
diagnosed disease and usually involving complications (14). The intention of this study was to
understand biochemical changes on healthy female subjects after AT treatment and also after a
washout period.

We did not find a reduction on serum glucose levels, however, HbA1c percentage
diminished in a time-dependent fashion along the AT treatment and it remained low at the end of
the washout period. HbAlc has become the routine test to evaluate glucose control in diabetic
patients. The potential benefit of AT on glycemic control could also be important for people with
increased risk of type 2 diabetes. When consuming diets with high glycemic index,
hyperglycemia is observed during the postprandial period even in healthy people. Postprandial
hyperglycemia is already accepted as an independent risk factor of vascular disease (32). In

addition, it is known that hyperglycemic events can increase oxidative stress not only in diabetics
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(33), but also in healthy people (34). The effects of AT on glycemic control of diabetics is
unclear, while some studies have reported a HbA1c reduction after AT treatment (35, 36) other
authors do not support this result (37, 38). In female patients with uncontrolled type 2 diabetes
mellitus, it was not found beneficial effect on glycemic control after 6 weeks of 800 Ul/d AT
supplementation (37).

A serum MDA reduction was observed beginning on week 12 of AT treatment. This
decreasing tendency was maintained after the washout period. Our results agree with other
studies showing reductions in lipoperoxidation after AT supplementation (39, 40), while other
reports are in contrast (12, 41). The determination of MDA by the TBA reaction is the most
extensive method reported in the literature to evaluate lipid peroxidation. In this study, BHT was
used as an antioxidant to inhibit the artifact formation of lipid peroxides during the assay and
acidification was used before the extraction of the MDA-TBA adduct to improve recuperation
(31).

An increment on serum Mg”" levels after 12 weeks of AT supplementation was observed.
At the end of the washout period these values decreased to baseline levels. The importance of this
finding is derived from the knowledge that Mg*" and Ca”" are cations that participate as a final
common pathway to regulate cellular glucose homeostasis, insulin sensitivity, peripheral vascular
tone, and blood pressure (42). An increased susceptibility to oxidative stress has been shown in
cell cultures and in experimental animals with extreme Mg”" deficiency (43, 44). Moreover Mg”"
supplementation has been beneficial in a wide range of conditions including type 2 diabetes
mellitus (42), ischemic heart disorders, asthma and chronic fatigue (45). In patients with chronic
fatigue, Mg®" supplementation produced an increment in serum vitamin E (46), whereas vitamin

E treatment increased intracellular Mg2+ concentration in type 2 diabetic patients (47). It has been
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hypothesized that the effect of AT on intracellular magnesium content leads to a reduction in
intracellular calcium content, thus resulting in improved smooth vascular cell relaxation.

Participants in this study exhibited AT normal plasma levels at the baseline. During AT
supplementation these levels were increased depending on time (Fig 1), confirming the
compliance of the participants. The observed increment in serum TAS levels after AT could be
attributed to the increased AT concentration.

An increase in erythrocyte SOD and a reduction in GPx activities were observed after AT
supplementation in this study. An increase in the SOD/GPx ratio was also found. It is known that
SOD catalyzes the dismutation of superoxide anion to hydrogen peroxide and GPx, the
conversion of H,O, to H,O. Any increase in SOD catalytic activity produces an excess of H,O,
that must be efficiently neutralized by GPx. The accumulation of HO, when it is not efficiently
converted to H,O may be detrimental to cells. For this reason, a disequilibrium between SOD and
GPx activity ratio has been proposed as a marker of oxidative stress (48, 49). In transfected cell
lines an elevation in SOD/GPx ratio, was proposed to induce cellular senescence (50). It is also
important to note that something similar happens in patients with Down’s syndrome; erythrocytes
from these patients, display increased activity of SOD relative to GPx, resulting in increased
basal levels of H; O, (51).

In this study we expected that increased plasma AT levels, would reserve the consumption
of GSH and GPx enzyme in erythrocytes, which would result in the increase in GPx and GSH
erythrocyte levels. It has been reported that vitamin E (280 mg/d) for 10 weeks increased GPx
and glutathione reductase activities but decreased SOD activity and GSH content in erythrocytes
from non-smoking men (52). Some studies have shown no effect of vitamin E: in adolescents

with type 1 diabetes mellitus, vitamin E supplementation (600 mg twice daily during three
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months) was not effective to modify the defective intracellular antioxidant enzymes production in
skin fibroblasts (53). In addition, a potential prooxidative effect of excessive vitamin E has been
shown in an experimental study in rats fed salmon oil, high doses of vitamin E diminished the
activities of erythrocyte GPx and catalase (54). In that study the importance of the type of dietary
fat was highlighted and it was suggested that the formation of lipid peroxides in membranes of
immature erythrocytes in the bone marrow was reduced by increasing vitamin E concentration.
For this reason, the expression of antioxidant enzymes in immature erythrocytes could also be
reduced in these rats. Mature erythrocytes however are anucleate and no induction of antioxidant
enzymes is possible.

Similar to the present study, most studies reported in the scientific literature have been
conducted without strict dietary control. This condition should be included in future research in
order to understand the interactions among oxidative stress, AT supplementation and the
activities of antioxidant enzymes in cells.

In conclusion, at the doses used here, AT was well tolerated and participants reported
beneficial results. In addition biochemical determinations showed potential clinical benefits from
the reduction on serum lipid peroxidation, the increase in serum TAS, SOD activity and serum
Mg*". However, the implications of the imbalance between SOD and GPx activities are not clear
and require further research, because it could eventually affect the normal response of healthy
people to oxidative stress. Because a complete understanding of the cellular effects of high doses
of AT is not available, it would be wiser to try with a well balanced nutrition instead of pill

supplementation.
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Table 1-Baseline characteristics of healthy women (n=16)

Characteristic Mean + SD
Age (years) 51.8+4.47
Body weight (Kg) 61.59 +6.77
Height (m) 1.534 +0.04
BMI (Kg/m?) 26.18 +2.85
Systolic blood pressure (mmHg) 112.5 +8.56
Diastolic blood pressure (mmHg) 71.13 +8.56
FSH (mIU/ml) 57.90 £ 32.65
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Table 2: Modification of biochemical metabolic markers following 6 and 12 weeks of oral

supplementation with alpha-tocopherol 800 [U/day to healthy female women (n = 16). A washout

period of 6 weeks followed the AT treatment..

Week 18
Week 0 Week 6 Week 12 (Washout) p
Glucose (mg/dL) 96.8846.722  98.38+6.479 97.1345.427  93.81+8.183 NS
0Ovs6, p<0.001
0Ovs 12, p<0.001
Glycated hemoglobin 3894202175 3.625:0274  3.131£02414 3244£0.1590 (1213 P =000
(%) 6vs 18, p<0.001
12 vs 18, p>0.05
Uric Acid (mg/dL) 4.669+£0.6416  4.325+0.591 4.281£0.7556  4.594+0.8410 NS
Cholesterol (mg/dL) 196.9+33.75 192.2436.60 196.7£35.11  194.0+42.52 NS
Low density
lipoproteins (mg/dL) 108+33.28 107.2+34.96 110.6£34.90  117.2+41.38 NS
High density
lipoproteins (mg/dL) 56.50£13.36  53.06+9.19 53.1949.955  48.75+11.76 NS
Cholesterol/High
density lipoproteins 3.614+0.768  3.718+0.5099  3.823+0.9976 4.129+0.970 NS
(mg/dL)
Triglycerides (mg/dL)  162.1+66.18 159.80£72.71  164.7+66.98  140.2+48.73 NS
Phosphates (mg/dL) 3.650+0.547 3.494+0.763 3.869+0.490  3.40+0.4351 NS
. 0vs12, p<0.01
Magnesium (mEq/L) 2089402157  2.104+0.1120  2.305+0.1423  2.024+0.2055 6vs12, p<0.05
12 vs 18, p <0.001
Retinol (pg/dL) 45.86+7.966  44.60+7.682  47.6+8.1 43.5+6.9 NS

Data represent the mean + S.D. A one way analysis of variance (ANOVA) and a Tukey post-hoc test

was used where appropriate for all comparisons. Blood was collected after a fasting period at the

beginning, at week 6, at the end of the a-tocopherol treatment (week 12) and after the washout period

(week 18).
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Figure legends

Figure 1. Effects of AT supplementation on lipoperoxidation and TAS markers. Serum
MDA:Wk 0 vs wk 6, p >0.05; 0 vs12, p <0.05; 0 vs 18, p<0.001. Serum TAS: Wk 0 vs wk 12, p
<0.001; 0 vs 18, p <0.001; 6 vs 18, p <0.05. Erythrocyte Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD): Wk
0 vs wk 6, P <0.001; 0 vs 12, p <0.001; 0 vs 18, p >0.05. Erythrocyte Se-GPx (GPx): Wk 0 vs wk
6, p <0.01; 0vs 12, p <0.001; 0 vs 18, p <0.001. AT levels: Wk 0 vs wk 6, p <0.001; 0 vs 12, p
<0.001; 12 vs 18, p <0.05. SOD/GPx ratio: Wk 0 vs wk 12 and 0 vs 18, p <0.001; 6 vs 12, p

<0.05; 6 vs 18, p <0.001. n=16.
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