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RESUMEN

Las alteraciones de los lipidos, acidos grasos,
peroxidacion lipidica y niveles de oxido nitrico
(NO) ha sido asociado a la enfermedad
macro y micro vascular presente en la
diabetes mellitus, por lo que se realiz6 esta
investigacion para determinar los niveles
séricos de lipidos, acidos grasos,
peroxidacion lipidica y NO en pacientes con
diabetes tipo 2. Se estudiaron 40 pacientes
con diabetes tipo 2 (Asociacién Americana de
Diabetes) y 40 pacientes no diabéticos previo
consentimiento informado, se les determino a
ambos grupos glicemia, lipidos (enzimatico-
colorimétrico), acidos grasos (cromatografia
de gases), peroxidacion lipidica (TBARs), NO
(enzimdtico) y hemoglobina glicosilada y a los
controles curva de tolerancia glucosada.
Encontramos que el colesterol, triglicéridos y
LDL-c se encontraron elevados en ambos
grupos, las HDL-c disminuidas en ambos
grupos. Los acidos grasos saturados se
encontraron altos en los diabéticos y en los
controles, representando el 16:0 el de mas

elevado, el 18:2t presento altas
concentraciones en ambos grupos; los
valores de peroxidaciéon lipidica en los
controles fueron mayores a los de los
diabéticos (p=0,0049). EI NO estuvo
aumentado en los diabéticos (p=0,0051). Los
pacientes diabéticos con buen control
glicémico mostraron valores inferiores de
triglicéridos y NO que los mal controlados, se
concluye que la alteracion de los lipidos,
acidos grados, peroxidacion y NO podria
llevar a la aparicion de sindrome metabdlico y
diabetes mellitus. Los valores de peroxidacion
y NO en los pacientes diabéticos podria
atribuirse a que la mayoria recibian
tratamiento con amlodipina, farmaco que se
postula inhibe el estrés oxidativo y aumenta la
disponibilidad de NO endotelial.

Palabras clave: lipidos, acidos grasos, oxido
nitrico, peroxidacion lipidica, diabetes
mellitus

ABSTRACT

Serum lipids, fatty acids, lipid peroxidation
and nitric oxide in patients with type 2
diabetes mellitus

Alterations of lipids, fatty acids, lipid
peroxidation and nitric oxide levels (NO) has
been associated to macro and micro vascular
disease present in diabetes mellitus, reason
why it was consider to make this investigation
that had by to determinate the serum levels of
lipids, fatty acids, lipid peroxidation and NO in
type 2 diabetic patients. We studied 40 type 2
diabetic  patients  (American  Diabetes
Association) and 40 no diabetic patients
previous informed consent, were determinate
to both groups glucose, lipids (enzymatic-
colorimetric), fatty acids (gas
chromatography), lipid peroxidation (TBARs)
and NO (enzymatic); to diabetics also it was
determinate glycosylated hemoglobin and oral
glucose tolerance test to the controls. We
cholesterol, triglycerides and LDL-c were high
in both groups; the HDL-c was diminished in
both groups. The saturated fatty acids were
high in diabetics and controls, representing
16:0 the one with higher appearance, 18:2t
was in high concentrations in both groups; the
found values of lipid peroxidation in the
controls were significantly greater (p=0.0049).
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NO was increased significantly in the
diabetics (p=0.0051). Diabetic patients with
good glycemic control showed inferior values
of triglycerides and nitric oxide than the ones
with a bad glycemic control. Concludes
alteration of lipid, fatty acids, lipid peroxidation
and NO could lead to the emergence of
metabolic syndrome and diabetes mellitus.
The values of peroxidation and NO in patients
with diabetes may be attributed to the fact that
most of them were receiving treatment with
amlodipine, drug which is postulate to inhibits
oxidative stress and increases the availability
of endothelial NO.

Key words: lipids, fatty acids, nitric oxide,
lipid peroxidation, diabetes mellitus.

INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus es una patologia
que afecta a muchas personas en el
mundo y en Venezuela, es por ello que
se considera un problema de salud
publica y muchas politicas sanitarias
estan dirigidas al diagnostico precoz de
esta enfermedad y a la prevencion de las
multiples  complicaciones de esta
patologia.(1,2)

Diversos factores se han asociado a la
aparicion de la diabetes mellitus, entre
ellos la herencia, la alimentacién, pero
dentro de la patogénesis se han
relacionado otros factores que podrian
estar asociados como son el
hiperinsulinismo, las dislipidemias y en la
actualidad se senalan y se estudian otros
elementos que podrian estar
involucrados como: composicion de
acidos grasos, alteraciones del oxido
nitrico y el estrés oxidativo, por lo que,
relacionar estos elementos con la
patogénesis de la diabetes mellitus y sus
complicaciones seria relevante para
disminuir la aparicién de esta enfermedad
y/o a minimizar las complicaciones
cronicas de la misma.(3,4,5).

Por lo que se realizo un estudio
prospectivo enmarcado en un enfoque
epistémico empirico analitico, cuyo
objetivo fue determinar si en pacientes
diabéticos tipo 2, se observan
modificaciones en lipidos séricos, acidos
grasos, oxido nitrico y peroxidacion
lipidica y en el caso que se observen,
investigar si estos elementos inciden en
la génesis y evolucion de la diabetes
mellitus.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6é un estudio no experimental de
campo, de corte transversal de tipo
correlacional se estudiaron pacientes con
diagnéstico de diabetes mellitus tipo 2,
evaluados en el Ambulatorio tipo 2 “Dr
Miguel Franco” ubicado en Naguanagua,
estado Carabobo.

Poblacion y muestra La muestra fue
tipo no probabilistica, 40 pacientes
portadores de diabetes mellitus tipo 2
diagnosticados segun los criterios del
reporte del Comité de Expertos en
diagnostico y clasificaciéon de diabetes
mellitus de la asociacion Americana de
Diabetes mellitus. (6)

Para evaluar el estado metabdlico de
estos pacientes se realiz6 hemoglobina
glicosilada. El grupo control fueron 40
pacientes no diabéticos a los cuales el
estado metabdlico se les evalud
mediante la curva de tolerancia
glucosada de dos horas, para descartar
intolerancia a los carbohidratos, el punto
de corte 140-199 mg/dL  segun
Asociacidon Américana de Diabetes(6)

Técnica de recoleccion de datos: Se
uso una historia clinica completa
haciendo énfasis en antecedentes
familiares de diabetes mellitus tipo 2 y en
los antecedentes diagnostico, inicio y
evolucion de la diabetes, se solicitd
lectura y firma del consentimiento
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informado a los pacientes que
participaron en el estudio.

Recoleccion de la muestra: 12 mL de
sangre venosa de la vena cubital de los
pacientes en ayunas, centrifugandose a
3500 rpm para extraer el suero, se
separaron alicuotas, los lipidos se
procesaron inmediatamente 'y las
alicuotas para la determinacién de los
acidos grasos, peroxidacion lipidica y
oxido nitrico se preservaron a menos 70
grados hasta su procesamiento.

Técnicas empleadas: Colesterol Total.
Se utilizo el método enzimatico CHOP-
PAP (Bioscience) el cual consiste en
liberar colesterol y sus esteres de las
proteinas con detergentes. (7).

Valores referenciales: 200-220 mg/dL

Colesterol de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL-c): Se us6 el método
modificado descrito en 1983, el cual se
basa en la precipitacion de las
lipoproteinas; quedando en el
sobrenadante las LDL-C y se determinan
por método enzimético, colorimétrico de
500 nm. Valores referenciales: hasta
150 mg/dL

Colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL-c):El contenido de HDL-
c disueltas en el sobrenadante se
determino por el método CHOP-PAP
mediante medicion espectrofotométrica a
500 nm. Valores referenciales riesgo
normal hombres 35-45 mg/dL, mujeres
45-65 mg/dL

Triglicéridos: Se determinaron por el
método enzimatico colorimétrico
(HEIGA). ElI color producido se medira
espectro-fotométricamente a 500 nm.
Valores referenciales: 36-150 mg/dL.

Acidos grasos libres: Se extrajeron por
el método de Folch (8) realizo por
cromatografia de gases usando un

cromatografo de gases marca Hewlett
Packard 6890 serie A, con columna
capilar Innowax polar (polietilenglicol) 30
centimetros de longitud de 0,25 nm de
diametro, y detector de ionizacién de
llama (FID).

Peroxidacion lipidica. Se determino por
espectrofotometria de  luz  visible
mediante técnica de peroxidacion de
lipidos adaptada y estandarizada en el
laboratorio de la Clinica de Dislipidemias,
Departamento de Farmacologia de la
Universidad de Carabobo. EI grupo
malonaldehido (MDA), que es un
producto de la peroxidacién lipidica,
reacciona con el &cido tiobarbiturico,
produciendo un cromégeno rosado que
se mide a 532 nm y es directamente
proporcional al nivel de peroxidacion
lipidica en suero(9)

Determinacion de Oxido Nitrico: Se
midié espectrofotométrica-mente por la
reaccion de Greiss. Este sistema detecta
NO, en wuna variedad de liquidos
biologicos tales como plasma, suero,
orina y medios de cultivos celulares. El
limite de deteccién es 2,5 umol/L (10).

Analisis estadistico: Se calcul6 la media
aritmética como medida de tendencia
central y se uso el error estdndar como
medida de dispersion de los valores
absolutos., en el caso de los acidos
grasos se emplearon frecuencias
relativas para expresar su concentracion.

La prueba de Kolmogorov-Smirnov
mostré que los datos cumplian con la
distribucion normal (p>0,10). Se uso la ‘t”
de Students, para comparar las
diferencias entre las medias de los
grupos estudiados y se correlacionaron
las diversas variables empleando la
correlacién de Pearson y regresion lineal.
(INSTAT versién 3.0, San Diego, CA,
USA)
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RESULTADOS

Los pacientes portadores de diabetes 23
(57,5%) fueron del sexo femenino y 17
del masculino (42,5%), del grupo control,
26 eran mujeres (65%) y 14 hombres
(35%); en cuanto al nivel
socioecondémico, 62,5% de los diabéticos
eran del estrato IV, 25% del estrato lll y
12,5% al estrato V, del grupo control,
62,5 del estrato Ill, 32,5 del IV y 5% del
V. Las diferencias no  fueron
significativas.

La edad del grupo estudiado (58,95 afnos
+ 1,06) y las de los controles 48,52
anosz1,53, el indice de masa corporal de
los diabéticos fue de 26,15 kilogramos
por metro cuadrado (kg/m?) +0,78 y el de
los controles 26,1 + 0,47, sin diferencias
significativas. Los pacientes diabéticos
presentaron un tiempo de evolucién de
6,57 anos+ 0,53.

Con relacion a los antecedentes
familiares y personales, un 87% de los
pacientes con diabetes tipo 2 (n=35)
tenian  antecedentes familiares de
diabetes y un 12,5% (n=5) no. Los no
diabéticos 67,5% (n=27) referian
antecedentes familiares de diabetes y un
32,5%(n=13) no, 35 pacientes del grupo
de los diabéticos(87,5%) referian ser
hipertensos y 5 lo negaron, del grupo
control 18 (45%) dijeron ser hipertensos y
22 (55%) negaron dicho antecedente. De
los 35 diabéticos que senalaron ser
hipertensos todos expresaron estar
tratados con farmacos antihipertensivos
y de los 18 pacientes no diabéticos
hipertensos, 8 manifestaron no recibir
medicamentos antihipertensivos. El grupo
de farmacos antihipertensivo mas
empleado por los pacientes diabéticos
fueron los antagonistas del calcio
(amlodipina), usados por 33 (94,28%) y 2
refirieron tomar betabloqueantes,
representando esto el 5,72%, de los 10
pacientes controles 8 (80%) tomaban

antagonistas del calcio, y 2 (20%)
blogueantes de los receptores de
angiotensina |I.

Niveles de glicemia y hemoglobina
glicosilada: El grupo estudiado tuvo una
hemoglobina glicosilada A; de 7,98% =
0,38, con una glicemia basal de 160,14 *
13,28. El grupo control mostro una de
glicemia basal de 77,28 mg/dL +1.96;
siendo significativa la diferencia entre los
grupos (p= 0,001)

Lipidos séricos En la Tabla 1 se

muestran los resultados obtenidos de
estos parametros

Tabla 1 Niveles séricos de lipidos

Pacientes Paciente
controles diabéticos
tipo 2
(n=40) (np=40)
Colesterol 201,33+x17, | 216,73%9,1
total(mg/dL) (69)
HDL-c 39,89+1.56 37,24+1,76
(mg/dL)
LDL- ¢ 128,29+18. 139+5,21
(mg/dL) (10)
Tg (mg/dL) 165,69+22, | 199,94+17,
(60) (69)
indice de 5,04 5,81
Castelli

Acidos grasos en

los pacientes

estudiados: En la Tabla 2, se muestra
que los acidos grasos libres saturados
(SFAs) representaron con relacién a los
acidos grasos totales, el mayor
porcentaje, tanto en pacientes con
diabetes (57,45 % £ 4,0) como en los
controles (52,73%*1,37). Los &cidos
grasos monoinsaturados (MUFASs) en los
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diabéticos 16,50% + 1,87 y en los
controles 20,02% + 2,54.

En los diabéticos los poliinsaturados
(PUFAs) 6,78% = 1,41 y en los controles
8,73% 11,69, no observandose
diferencias  significativas entre los
porcentajes de los &cidos grasos de
ambos grupos. La relacion PUFAs/SFAs
no fue significativa, siendo los valores
0,11£0,01 en los diabéticos y de
0,16+0,01 en los controles.La correlacion
de Pearson entre los PUFAs y MUFA
mostro una correlacion negativa (-0,5855)
entre estos parametros. El porcentaje de
los acidos grasos trans fue
significativamente mayor (p=0,001) en los
controles (10,53%%1,20) que en los
pacientes diabéticos (6,24% +1,04).

Acidos grasos saturados: En ambos
grupos prevalece el acido palmitico. Al
comparar cada uno de los (SFAs) de los
pacientes diabéticos con los no
diabéticos no se observaron diferencias
significativas  (p>0,05), tal como se
observa en la Tabla 2.

Acidos grasos monoinsaturados El
MUFA mas alto fue el palmitooleico
(16:1).lgualmente al comparar cada uno
de los valores de los &cidos grasos
MUFA de diabéticos y no diabéticos no
hubo diferencias significativas (p>0,05)
tal como se observa en la Tabla 2.

Acidos grasos poliinsaturados: En los
pacientes diabéticos, el mayor porcentaje
lo muestra el acido eicosapentaenoico
(20:5) pero cuando se compara con el
valor en los no diabéticos no hubo
diferencias significativas, tal como se
observa en la Tabla 2

Tabla 2 Niveles séricos de acidos

grasos libres

] Pacientes Pacientes
Acidos grasos controles diabéticos
libres n=30) (n=30)
% %
SFAs 52.73+1.37* 57.45+4.00*
10:0 4.86%1.25 5.84+2.02
12:0 9.92+1.28 7.71£1.74
13:0 1.44+0.34 1.30+0.24
14:0 2.8010.52 2.4610.97
15:0 1.48+0.23 1.11+0.25
16:0 27.48+4.43 34.24+5.39
17:0 1.88+2.91 2.3610.42
18:0 1.7710.24 2.4510.48
19:0 0.74+0.32 0.64+0.20
20:0 1.2910.26 1.041+0.25
22:0 0.58+0.29 0.68+0.29
23:0 1.21+0.37 2.60%1.19
24:0 1.23+0.63 7.47+4.09
MUFAs 20.02+2.54 16.50+1.87
14:1 5.51+£0.68 2.9110.63
15:1 2.3610.26 1.3710.26
16:1 4.6510.53 6.09+0.85
17:1 2.0320.40 3.58+1.71
18:1 1.78+0.36 1.91+0.30
20:1 1.95+0.30 1.83+0.33
22:1 1.2940.30 2.04%1.10
24:1 1.6210.42 1.32+0.21
PUFAs 8.73%1.69 6.78+1.41
18:2 0.88+0.26 0.71+£0.16
18:3 1.47+0.23 1.8310.45
20:2 0.80+0.49 1.97+1.16
20:3 1.3610.24 1.60+0.58
20:4 1.85+1.09 1.32+0.39
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Continacion Tabla 2

TABLA 3. Niveles séricos de
peroxidacion lipidica y oxido nitrico
Pacientes Paciente
controles diabéticos tipo
2
=210 (n=40)
Peroxidacion 1,041+0,13* 0,55+0,09
de lipidos
MDA(umol/L)
Oxido nitrico 5,90 3,69 8,56+4,59 **
(umol/L)

Acidos | Lot les | diabéticos
grasos
libres
% %
20:5 7.23+2.05 2.7140.74
22:2 1.2640.19 0.69+0.23
22:4 0.76+0.71 2.0240.87
TRANS 10.53+1.20* 6.24+1.04
14:1t 1,000.37 0,67+0.19
16:1t 1,000.78 0,87+1.4
18:1t 0,57+0.43 0,88+0.30
18:2t 7,96+2.72 3.9340.82
PUFA:SFA 0,16+0,01 0,11+0,01
*p=0,001
Acidos grasos trans: El acido

linolelaidico (18:2t) mostr6 el mayor
porcentaje tanto en los diabéticos (3,93+
0,82) como en los controles (7,96+2,72),
siendo la diferencia de las medias
significativa, p=0,001, como se observé
en la Tabla 2.

Peroxidacion lipidica y oxido nitrico:
Los niveles séricos de  peroxidacién
lipidica en los pacientes diabéticos 0,55
umol/L + 0,09 y los controles presentaron
niveles de 1,04 umol/L + 0,13, siendo
significativamente mayores los valores en
los pacientes controles que en los
diabéticos (p=0,0049) Con relacion al
oxido nitrico los pacientes portadores de
diabetes presentaron concentraciones
séricas de 8,56 umol/l + 4,59, siendo
esta diferencia significativa con una
p=0,0051, al compararlas
estadisticamente con los pacientes no
diabéticos quienes presentaron 5,90
umol/Ix 3,69 (Tabla 3)

*p =0,0049. ** p=0,0051=SEM.

Valores de los parametros estudiados
en los pacientes diabéticos de
acuerdo al control glicémico: Al
comparar los niveles de lipidos séricos,
peroxidacion lipidica y oxido nitrico, se
encontr6 que los triglicéridos (232,49
mg/dL £ 23,41) y el oxido nitrico
(8,8umol/L +1,00) estuvieron
significativamente elevados (p=0,0222 y
p=0,0176 respectivamente) en los
pacientes cuya hemoglobina glicosilada
fue mayor de 7; es decir en los que
presentaban mal control metabdlico, y
los controlados presentaron triglicéridos
de 151,12 mg/dL + 22,55 y 6xido nitrico
de 5,6umol = 0,61; estos valores de 6xido
nitrico en los diabéticos controlados
metabdlicamente fueron similares a los
del grupo control.(Tabla 4)
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Tabla 4. Comparacion de los niveles de
lipidos, peroxidacion lipidica y oxido nitrico de
los pacientes diabéticos metabdlicamente
controlados y mal controlados

Diabéticos Diabéticos
controlado mal
S controlados
Colesterol | 205,19+13,6 223,34+12,3
total
(mg/dL)
LDL-c 137,67+11,2 140,71+£12,6
(mg/dL)
HDL-c 36,14+2,48 38,88+2,40
(mg/dL)
Tg 151,12+22,6 | 232,49+23,41*
(mg/dL)
Peroxi. 0,48+0,14 0,59+0,12
lipidica
(umol/L)
Oxido 5,6+0.61 8,8+1,00**
nitrico
(umol/L)
* p=0.0222 ** p=0.0176

También se compararon los &cidos
grasos libres saturados,
monoinsaturados, poliinsaturados y trans
entre los diabéticos con buen control
glicémico con los mal controlados, no
encontrdndose diferencias significativas
entre estos grupos.

Se correlacionaron todas la variables
entre si, mediante correlacion de Pearson
y regresion lineal y no se observaron
resultados estadisticamente
significativos, solo hubo una correlacién
negativa significativa entre los PUFAs y
MUFAs, como se describié antes en los
resultados de acidos grasos.

DISCUSION

Lipidos séricos. En este estudio, se
observo que los valores de colesterol

total estuvieron altos, tanto en los
diabéticos como en los no diabéticos, ya
que ambos grupos presentaron valores
mayores de 200 mg/dL, lo que constituye
un factor de riesgo para  sindrome
metabdlico e hipertension arterial (11,12).
Los resultados obtenidos en el grupo
control concuerdan con otros estudios
como uno realizado en Colombia, donde
de 120 pacientes aparentemente sanos
estudiados mas del cincuenta por ciento
presentaban colesterol total elevado (13),
y con otra investigacion realizada en
Cuba en el afno 2006 con 311 pacientes
aparentemente sanos de los cuales mas
del 60% tenian cifras de colesterol
elevadas (14).

Los pacientes con diabetes tipo 2
evaluados en este estudio tenian el
colesterol elevado lo cual coincide con un
estudio realizado en Espana (Estudio
LIPICAP-PA) donde se estudiaron mas
de 7000 pacientes hipertensos y
diabéticos el cual reporta, que mas del 60
por ciento de los mismos presentaban
hipercolesterolemia, de tal manera que
los pacientes de este estudio presentan
un factor de riesgo para enfermedad
cardiovascular tanto los diabéticos como
los controles. Con respecto a la HDL-c
los valores obtenidos sugieren riesgo
moderado para sindrome metabdlico en
los pacientes no diabéticos y un factor de
riesgo asociado para evento
cardiovascular en ambos grupos, esto
guarda relacion con otras investigaciones
que sefalan que los valores de HDL-c
estan disminuidos en los grupos
estudiados y son factores de riesgo de
enfermedad cardiovascular, tal y como lo
indican diversos autores (13, 15, 16,
17,18).

Asi mismo, los triglicéridos estuvieron
altos en ambos grupos, ya que
actualmente se acepta que estos deben
ser menores de 150 mg/dl (11,12) y
aunque no se considera a los triglicéridos
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como un factor de riesgo directo para
enfermedad del corazén, sin embargo
niveles superiores a 150 mg/dl
constituyen un factor de riesgo para
sufrir  sindrome metabdlico (11,19),
autores como Smith (16) Gadi y col(17) y
Rader (18) obtuvieron resultados como
los encontrados en esta investigacion y
sefalan que la hipertri-gliceridemia es un
factor importante en la aparicién no solo
de eventos cardiovasculares; sino
también elemento que forma parte del
sindrome metabdlico, lo cual habria que
tomar en cuenta en los pacientes no
diabéticos ya que la concentracion de los
mismos estuvo elevada; en el caso de los
diabéticos tratar de disminuir su
concentracién para llevarlos a niveles en
los que no se consideren un factor de
riesgo mas a los que ya presentan este
tipo de pacientes.

En este estudio cuando se compararon
los triglicéridos de los pacientes de
portadores diabetes tipo 2, controlados
con los diabéticos con mal control
glicémico se observo que estos ultimos
presentaron valores de triglicéridos
mayores, lo cual podria ser atribuible a
los valores elevados de glicemia que
presentaron

Con relaciéon a las LDL-c se considera
que los niveles estan altos en ambos
grupos; ya que actualmente se acepta
que deben ser menores de 100 mg/dl y
se postula que valores elevados de LDL-
¢, en general no son considerados un
factor de riesgo para sindrome
metabdlico, no obstante son el principal
factor de riesgo independiente que puede
estar presente antes de otros
componentes del sindrome metabdlico y
puede desempenar un papel aterogénico
(11, 12,19). Por lo tanto es un factor de
riesgo para enfermedad cardiovascular
en ambos grupos, estos resultados
concuerdan con los obtenidos por otros
investigadores a nivel mundial; ya que

sus estudios reportan que las LDL-c se
encuentran elevadas y sefialan este
elemento como un importante factor de
riesgo cardiovascular (14,15,16,17,18) tal
y como se considera en el presente
estudio. Estos autores también reportan
que en el sindrome metabdlico y diabetes
tipo 2 un aumento de pequefias y densas
particulas de LDL-c, sin embargo, en el
presente  estudio no se determino el
tamano de las particulas de LDL-c, lo
cual deberia tenerse presente como
objetivo para futuros estudios.

Acidos Grasos Libres, En el presente
trabajo se encontré que los acidos grasos
saturados (SFAs), representaron el
57,45% del total de los acidos grasos
libres en los diabéticos y en los no
diabéticos el 52,73%, es de hacer notar
que el hecho de que los &cidos grasos
saturados sean los mas altos en ambos
grupos refleja el tipo de alimentacién que
prevalece, asi mismo, que el acido
palmitico (16:0) sea el mas elevado, es
l6gico porque este es el principal acido
graso saturado en la mayoria de los
regimenes alimentarios y se consideran
que los acidos grasos laurico, miristico y
palmitico son los principales acidos
grasos que inducen hipercolesterolemia
aunque pueden diferir en cuanto a
potencia(20). Ademas algunos autores
postulan que un alto consumo de grasa
saturada y monoinsaturada se asocia
como marcadores de resistencia a la
insulina (21,22)

Adicionalmente, se postula que el
incremento en el flujo de acidos grasos
libres a partir de la lipdlisis induce
resistencia a la insulina e induce o
agrava la resistencia insulinica en el
higado y en el musculo a través de un
efecto directo o indirecto (a partir de los
depésitos de triglicéridos). (23). Asi la
disminucién del exceso de acidos grasos
libres seria un factor a tener en cuenta en
el manejo de la resistencia a la insulina.
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También, se postula que un alto nivel de
acidos grasos libres conduce a
resistencia a la insulina en el muasculo
esquelético e higado, lo cual contribuiria
a riesgo o induccion de diabetes mellitus
tipo 2 (22,23,24,25), de tal manera que
altos niveles de &cidos grasos libres
pueden ser responsables de arritmias
ventriculares y muerte subita (26,27),
igualmente un alto nivel de &cidos grasos
libres pueden contribuir a producir dafo
en el endotelio (28) y ya hace una
década que se relaciono un alto nivel de
acidos grasos libres con wuna alta
frecuencia de focos ectopicos
ventriculares en pacientes con diabetes
mellitus no insulino dependiente (29,30).

Los acidos grasos trans representado por
el acido linolelaidico (18:2t) se detectaron
en un alto porcentaje tanto en los
pacientes diabéticos como en los no
diabéticos ,siendo significativamente mas
altos en los controles, lo que podria
deberse a que los pacientes diabéticos, a
pesar de que presentan la glicemia y la
hemoglobina glicosilada alta,
probablemente consumen una dieta
menos rica en aceites parcialmente
hidrogenados y aceites refinados no
hidrogenados a sugerencia de sus
meédicos tratantes(31).

Con relacién a los acidos grasos trans
algunos autores sefalan que estos
presentan propiedades similares a los
acidos grasos saturados y parecen ser
mas aterogénicos y pueden promover
resistencia a la insulina(32), por lo tanto
es razonable pensar que los niveles de
acidos grasos trans podrian tener
similares o peores efectos que los acidos
grasos saturados.

Adicionalmente, se sefala que hay una
asociacion entre el 18:2t y enfermedad
isquémica cardiaca fatal (33), esta
asociacién podria deberse a un efecto de

este acido graso sobre la
aterosclerosis(34) lo cual se sustenta en
que se han encontrado altos niveles del
18:2t en tejido adiposo, ademas a este
acido graso se le ha adjudicado un efecto
proarritmizante (35), de ahi que deberia
profundizarse el estudio del significado
de este acido graso elevado sobre el
musculo cardiaco y los canales idnicos.

Peroxidacion lipidica: En el presente
trabajo, los pacientes controles (no
diabéticos) presentaron valores promedio
de peroxidos lipidicos de 1,041umol/l,
estos resultados se corresponden con
otros trabajos realizados en nuestro pais
tales como el de Obregon y col.,
2004(36) quienes reportan 0,97umol/L
Cano y col.(9) 1,18 umol/l, asi mismo,
Nufiez y col.(37) también en Venezuela
reporta 1,38 umol/L, sin embargo hay
otros trabajos que reportan valores muy
diferentes a los encontrados en la
presente investigacion, por ejemplo un
estudio realizado en Espana en el 2004
reporta valores de 0,293 umol/l (38) y
Dubner y col. en Argentina reportan
0,34umol/L (39), siendo estos valores
mucho menores que los del presente
trabajo.

Por otra parte otras investigaciones
reportan valores muchos mayores a este
estudio como son una llevada a cabo en
Francia en el 2002 (40) y otra hecha en
Cuba de Clapes en el afio 2001 que
reportan niveles de 2,06 pmolL vy
4.51umol/L respectivamente(41).

En esta investigacion, los pacientes con
diabetes Tipo 2, presentaron valores de
0,55umol/L, los cuales son
significativamente  inferiores a los
reportados por Obregén y col. en el
2004(36) 1,79 umol/L, Nufez y col,2001
(37): 1,68 umol/L, Seghrouchni y col (40):
2,63 umol/L y Clapes (41), 2001 quienes
reportan  valores de 8,33 umoli,
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mientras que Blanco y col, 2004(38)
hace referencia en estos pacientes a
valores promedio de 0,329 pumol/L,
siendo estos, los mas parecidos a los
encontrados en los pacientes diabéticos
del presente estudio.

En este estudio, al comparar los niveles
de lipoperoxidacién de los pacientes
diabéticos con los controles se evidencio
que los valores de los pacientes
diabéticos son significativamente
inferiores a los obtenidos por los
controles; sin embargo es de hacer notar
gue ambos grupos presentan valores que
segun la bibliografia consultada se
consideran dentro de los valores
referenciales normales (39-41), lo que
podria deberse al hecho de que la
mayoria (94.28%) de los pacientes
diabéticos que formaron parte de este
estudio  recibian  farmacos  calcio
antagonistas, especificamente la
amlodipina, en este sentido Rosenkranz y
col., en el 2006 (42) reportan que las
dihidropiridinas como la amlodipina
inhiben el estrés oxidativo, asi mismo
Medvedey y Gromnatskii en el 2005 (43)
reportaron que la amlodipina empleada
por un, mes disminuyo la peroxidacion.
Adicionalmente Mason y col., en el 2000
postularon que la amlodipina inhibe la
peroxidacion en la membrana celular
como resultado de una accidén
moduladora de cardcter fisico-quimico
sobre la bicapa lipidica, indepen-
dientemente de su accion calcio
antagonista (44).

Dada la variacibn en los valores de
peroxidacion lipidica de este trabajo en
relacion a las referencias citadas, este
trabajo podria ser importante en el
sentido que sirve de referencia con
relacion a valores de peroxidacion lipidica
tanto en pacientes diabéticos como en
individuos  sanos en  Venezuela,
haciéndose necesario realizar mas
estudios con la finalidad de profundizar

en que indican los resultados obtenidos
con relacion al comportamiento
bioquimico y/o metabdlico de los
pacientes tanto diabéticos como los
aparentemente sanos a nivel local,
regional y nacional

Oxido nitrico. En este estudio se
encontr6 que los pacientes controles
presentaron valores de Oxido Nitrico
(NO) de 5,90 umol/L, los cuales se
asemejan a los encontrados por Ozorio y
col 2006 (45) quienes reportan valores de
NO de 6,8 umol/L en sujetos sanos,
mientras que otros autores tales como
Nufiez y col (37) indican niveles de 50
umol/L y Cano y col., 34,9 umol/L (9), los
cuales son mucho mas altos que los
encontrados en este estudio.

El valor promedio de NO sérico en los
pacientes diabéticos tipo 2 en este
estudio fue de 8,56 pM/L, los cuales son
semejantes a los reportados por Ozorio y
col.(45), de 8,34 umol/L ,mientras que
estos valores no se corresponden con
otros estudios como los de Nufez y
col.,2001 (37) que reportan valores de 50
um/mol/L, Ferlito y Gallina (46) reportan
valores de 20umol/L .

Al comparar los valores de NO de los
pacientes diabéticos con los controles no
diabéticos, se observo que este estuvo
significativamente aumentado en los
diabéticos, lo que no se corresponde con
otros estudios que reportan que el NO es
menor en los pacientes diabéticos que en
los sujetos no diabéticos (47), sin
embargo el estudio de Ozorio y col
muestra resultados semejantes a los de
esta investigacién (45)

Cuando se comparo el NO de los
pacientes diabéticos controlados con el
NO de los no controlados se observo que
los primeros presentaban  valores
similares al grupo control; el resultado
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del presente trabajo podria deberse a
que los pacientes diabéticos no
controlados mostraron un desequilibrio
metabdlico, lo que se deduce de los
valores de glicemia y HbA1c y este
desequilibrio origino a su vez como
efecto compensatorio un aumento en la
produccion de NO que no cumple
adecuadamente con sus funciones o una
disminucién de su disponibilidad (48) y
esto podria conducir a la disfuncion
endotelial y a la angiopatia diabética.

Por otra parte, el aumento del NO podria
estar relacionado con la HbA1c (49),
aunque en esta investigacion no se
encontrd correlacion entre estos dos
parametros. Otros autores han sugerido
que el aumento del NO podria reflejar un
mecanismo de retroalimentacion negativa
con el GMPc (50), ya que el NO
interactia con la guanilciclasa soluble
conduciendo a una elevacion del GMPc y
asi la vasodilatacién podria empeorar en
sujetos  diabéticos no por una
incapacidad de producir NO, sino mas
bien a una inhibicién de la accion del NO,
presumiblemente secundario a una
generacion de GMPc(51).

Por otra parte, es pertinente tener en
consideraciéon que hay tres fuentes de
nitritos en los mamiferos, las cuales
podrian haber influido en los valores de
NO encontrados en este estudio, primero
estan los nitritos producto de la oxidacion
de derivados de la via de la oxido nitrico
sintetasa (52), en segundo lugar, los
nitritos que se encuentran presente en
algunas comidas como en la carne
procesada, (53) y tercero el nitrito
generado por las bacterias comensales
del tubo digestivo como un resultado de
la oxidacion de los nitratos (54), sin
embargo, determinar el aporte de nitritos
a partir de estas diferentes fuentes en
condiciones normales es variable y por
lo tanto, es dificil de interpretar; aunado a
lo mencionado, el presente trabajo tuvo la
limitacién de que no se realizo encuesta

de consumo ni determinacién de los
niveles luminales de NO a nivel tracto
gastro intestinal y no fue posible valorar
si estas fuentes contribuyeron a los
resultados de NO encontrados .

Adicionalmente, se podria postular que
la amlodipina incremento los niveles
séricos del NO endotelial, dado que la
mayoria de los pacientes diabéticos
recibian este  medicamento  como
tratamiento antihipertensivo (55).

CONCLUSIONES

Este trabajo aporta valores de
peroxidacion lipidica y 6xido nitrico que
pudieran contribuir a una base de datos
de referencia nacional; ya que en nuestro
pais existen pocos trabajos que indiquen
niveles séricos de estos parametros, que
evidencian el estado de estrés oxidativo.
En este estudio se demostrd que existe
una alteracion de estos parametros en
los pacientes diabéticos, pudiendo estas
variaciones influir en multiples funciones
del organismo de tipo metabdlica y
funcional. Por otra parte los &cidos
grasos Trans presentaron un porcentaje
elevado en ambos grupos siendo
significativamente mas altos en los no
diabéticos, lo que indica el consumo de
alimentos que no son adecuados
nutricionalmente. Las alteraciones de los
valores bioquimicos presentadas por los
pacientes estudiados pueden conducir a
mantener, agravar o desencadenar
patologias como la diabetes mellitus e
hipertensioén arterial entre otras, de tal
manera que la determinacién de estos
parametros pueden representar un apoyo
para el diagnostico temprano de la
Diabetes Mellitus y contribuir a un mejor
control de esta enfermedad.



Salus online

16:2 Agosto 2012

DM2: Lipidos séricos, acidos grasos
peroxidacion lipidica y 6xido nitrico p. 31

10.

11.

REFERENCIAS

Figuerola D. Alteraciones del Metabolismo
Hidrocarbonado, Medicina Interna,
Farreras Rosean. 1993; Vol. Il. Duodécima
Edicion, Editorial Doyma. 1882-1892.

Chapin LF. Diabetes. Capitulo Tres
Publicacién unidad de Diabetes. 2001.
Segunda edicion. 135-170

Alberti K, Zimmet P, Shaw J. International
Diabetes Federation: a consensus on
Type 2 diabetes prevention. 2007. Diabetic
Medicine. (24): 451-63

Ten S, Maclaren N. Insulin resistance
syndrome in children. J Clin Endocrinol
Metab. 2004; Jun; 89(6):2526-39.

Torres SH, De Sanctis JB, de L Briceno M,
Hernandez N, Finol HJ. Inflammation and
nitric oxide production in skeletal muscle of
type 2 diabetic patients. Endocrinol. 2004;
181(3): 419-27.

American Diabetes Association. Standards
of Medical Care in Diabetes.Position
Statement. 2005. Diabetes Care. 28(1).
526-36

Allain C, Poon L, Chan C. Enzymatic
determination of total cholesterol. Clin
Chem. 1974; 20: 470-7

Folch J,Lees M,Sloanne GH. A simple
method for the isolation and purification of
total lipids 1956

Cano C, Bermudez V, Sulbaran G, R
Morales R, Medina M, Amell A, Souki A,
Ambard M, Nufiez M, Garcia D, Restrepo
H, Vargas ME, Seyfi H, Cruz S. Influencia
de la Edad y el Sexo en el Balance
Oxidacion/Antioxidacion. Archivos
Venezolanos  de Farmacologia vy
Terapéutica. 2001. 20 (1):63-68.

Promega. Griess Reagent
Technical Bulletin. 2000; No. 229.

Grundy SM, Cleeman J, C. Merz N,
Brewer B, Clark LT, Hunninghake B,
Pasternak R. Smith S, Stone N.
Implications of Recent Clinical Trials for
the National Cholesterol Education

System.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Program Adult Treatment Panel |l
Guidelines. (Circulation. 2004. 110:227-
239.)

Grundy SM, Cleeman J, Daniels S, Donato
K, Eckel R, Franklin B, Gordon D, Krauss
R, Savage P, Smith S, Spertus J, Costa F.
Diagnosis and Management of the
Metabolic Syndrome An American Heart

Association/National Heart, Lung, and
Blood Institute Scientific Statement.
Circulation. 2005. Circulation. 112:0000-
0000.

Diaz-Realpe J, Mufoz-Martinez J, Sierra-
Torres C. Factores de Riesgo para
Enfermedad Cardiovascular en
Trabajadores de una Institucion
Prestadora de Servicios de Salud,
Colombia. Revista de Salud Publica. 2007.
Vol. 9 nimero 1. 64-75.

Cabalé V, MB, Meneau X, Nunez M,
Miguélez R, Ferrer M, Rodriguez N L.
Incidencia de las dislipidemias y su
relacién con la cardiopatia isquémica en la
poblacién del Policlinico "Héroes del
Moncada™ Rev Cubana Med Gen Integr.
2005. [online], vol.21, no.5-6 [cited 25
August 2007], p.0-0. Disponible en::
<http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_
arttext&pid=S0864-
21252005000500002&Ing=en&nrm=iso>.
ISSN 0864-2125.

Rodriguez-Roca GC, Alonso-Moreno FJ,
Barrios V, Llisterri JL, Lou S, Matali A,
Banegas JR. [Blood pressure findings in
Spanish dyslipidemic primary-care
patients. LIPICAP-PA Study. Rev Esp
Cardiol. 2007. 60(8):825-32

Smith SC Jr. Multiple risk factors for
cardiovascular disease and diabetes
mellitus. Am J Med. 2007. 120(3 Suppl!
1):S3-S11.

Gadi R, Samaha FF. Dyslipidemia in type
2 diabetes mellitus. Curr Diab Rep. 2007.
7(3):228-34.

Rader DJ. Effect of insulin resistance,
dyslipidemia, and intra-abdominal
adiposity on the development of
cardiovascular disease and diabetes
mellitus. Am J Med. 2007. 120(3 Suppl!
1):S12-8.



Salus online

16:2 Agosto 2012

DM2: Lipidos séricos, acidos grasos
peroxidacion lipidica y 6xido nitrico p. 32

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Yuan G, Al-Shali K, Hegele R.
Hypertriglyceridemia: its etiology, effects
and treatment. CMAJ. 2007; 176 (8).
1113-20.

Grasas y aceites en la nutricion humana.
Consulta FAO/OMS de expertos, Capitulo
9 - Enfermedades coronarias del vy
lipoproteinas.
http://www.fao.org/docrep/v4700s/v4700s0
d.htm

Lovejoy JC, Champagne CM, Smith SR,
DelLany JP, Bray GA, Lefevre M, Denkins
YM, Rood JC. Relationship of dietary fat
and serum cholesterol ester and
phospholipid fatty acids to markers of
insulin resistance in men and women with
a range of glucose tolerance. Metabolism.
2001. 50(1):86-92.

Bray G, Lovejoy J, Smith S, DelLany J,
Lefevre M, Hwang D, .Ryan DH. York D.
The Influence of Different Fats and Fatty
Acids on Obesity, Insulin Resistance and
Inflammation. Downloaded from
jn.nutrition.org. 2007.
http://in.nutrition.org/cqi/reprint/132/9/2488

-pdf

Delarue J, Magnan C. Free fatty acids and
insulin resistance. Curr Opin Clin Nutr
Metab Care. 2007. 10(2):142-8.

Wang L, Folsom A, Zheng Z, Pankow J,
Eckfeldt J.H. Plasma fatty acid
composition and incidence of diabetes in
middle-aged adults: the Atherosclerosis
Risk in Communities (ARIC) Study"®® .
American Journal of Clinical Nutrition.
2003. 78 (1), 91-98.

Boden G. Fatty acid-induced inflammation
and insulin resistance in skeletal muscle
and liver. Curr Diab Rep. 2006
Jun;6(3):177-81

Jouven X, Charles MA, Desnos M,
Ducimetiere P. Circulating nonesterified
fatty acid level as a predictive risk factor
for sudden death in the population.
Circulation. 2001.14; 104(7):756-61.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Bergman RN, Kim SP, Hsu IR, Catalano
KJ, Chiu JD, Kabir M, Richey JM, Ader M.
Abdominal  obesity: role in the
pathophysiology of metabolic disease and
cardiovascular risk. Am J Med. 2007.;
120(2 Suppl 1):S3-8; discussion S29-32.

MP. Diabetes and the

Acta Clin Belg. 2007

Hermans
endothelium.
62(2):97-101.

Paolisso G, Rizzo MR, Barbieri M,
Manzella D, Ragno E, Maugeri D.
Cardiovascular risk in type 2 diabetics and
pharmacological regulation of mealtime
glucose excursions. Diabetes Metab. 2003
29(4 Pt 1):335-40.

Hartweg J, Farmer AJ, Perera R, Holman
RR, Neil HA. Meta-analysis of the effects
of n-3 polyunsaturated fatty acids on
lipoproteins and other emerging lipid
cardiovascular risk markers in patients
with type 2 diabetes. Diabetologia. 2007.
50(8):1593-602.

Odegaard AO, Pereira MA. Trans fatty
acids, insulin resistance, and type 2
diabetes. Nutr Rev. 2006. 64(8):364-72.

Rozenn L, King |, Mozaffarian D,
Sotoodehnia N, Rea T, Kuller L, Tracy P,
Siscovick D. Plasma Phospholipid Trans
Fatty Acids, Fatal IschemicHeart Disease,
and Sudden Cardiac Death in Older
AdultsThe Cardiovascular Health Study.
Circulation. 2006. 114.209-15.

Kemeny Z, Recseg K, Henon G, Kovari K,
Zwobada F. Deodorization of vegetable
oils: prediction of trans polyunsaturated
fatty acid content. J Am QOil Chem Soc.
2001. 78:973-79.

Baylin a, Kabagambe EK, Ascherio a,
Spiegelman D, Campos H. High 18:2
trans-fatty acids in adipose tissue are
associated with increased risk of nonfatal
acute myocardial infarction in Costa Rican
adults. J Nutr. 2003. 133:1186 —91.

. Kang JX, Leaf A. Prevention of fatal

cardiac arrhythmias by polyunsaturated
fatty acids. Am J Clin Nutr. 2000.
71:202S-7S.



Salus online

16:2 Agosto 2012

DM2: Lipidos séricos, acidos grasos
peroxidacion lipidica y 6xido nitrico p. 33

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Obregon O, Lares M del C, Castro J,
Garzazo G. Potencial de oxidacion de las
Lipoproteinas de baja densidad en una
poblacién normal y en una poblacion con
diabetes mellitus tipo 2. Archivos
Venezolanos  de Farmacologia vy
Terapéutica. 2004. 23 (1) .25-29.

Nurfiez Cayama R, Socarras Busot E,
Gonzélez A Z, Chavez J, Cano C, Amell
GA, Suarez LG. Determinacién de agentes
antioxidantes séricos en diabéticos tipo 2.
Trabajo de investigacion 2001. 17 (4): 1-
10.

Blanco R, Ruiz M, Sanchez M, Mendoza
V. Lipoperoxidos, actividad antioxidante y
factores pro-oxidantes en adultos mayores
con diabetes mellitus tipo 2. Bioquimia
.2004; 29 (4): 118-25.

Bubner D, Pérez M del R, Barboza M,
Sorrentino M, Robinson A, Gisone P.
Indicadores evolutivos y de recuperacion
medular en trasplante de médula Osea
después de irradiacion corporal total.
Medicina. 2002. 62: 555-561.

Seghrouchni I, Drai J, Bannier E, Riviére J,
Calmard P, Garcia |, Orgiazzi J, Revol A.
Oxidative stress parameters in type |, type
Il and insulin-treated type 2 diabetes
mellitus; insulin treatment efficiency. Clin
Chim Acta. 2002; 321(1-2):89-96.

Clapés S, Torres O, Companioni M,
Villarino U, Broche F, Céspedes M.
Peroxidacién lipidica y otros indicadores
de estrés oxidativo en pacientes
diabéticos. Rev Cubana Invest Biomed
2001; 20 (2):93-98.

Rosenkranz A, Lob H, Breitenbach T,
Berkels R, Roesen R. Endothelial
antioxidant actions of dihydropyridines and
angiotensin converting enzyme inhibitors.
Eur J Pharmacol. 2006. 4;529(1-3): 55-62

Medvedev IN, Gromnatskii NI. Effect of
amlodipine on intravascular thrombocyte
activity in  patients  with  arterial
hypertension and metabolic syndrome.
Klin Med (Mosk). 2005; 83(2):37-40.

Mason RP, Trumbore MW, Mason PE.
Membrane biophysical interaction of
amlodipine and antioxidant properties.
Drugs. 2000; 59 Spec No 2:9-16.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Ozorio F, Frode T, Santos M, Y.
Evaluation of Tumour Necrosis Factor
Alpha, Interleukin-2 Soluble Receptor,
Nitric Oxide Metabolites, and Lipids as
Inflammatory Markers in Type 2 diabetes
mellitus. Mediators of Inflammation. 2006,
Article ID 39062, 1-7.

Ferlito S, Gallina M. Nitrite plasma levels
in type 1 and 2 diabetics with and without
complications. Minerva Endocrinol. 1999
Sep-Dec; 24(3-4):117-21.

Matata BM, Galinanes M. Effect of
diabetes on nitric oxide metabolism during
cardiac surgery. Diabetes. 2001; 50(11):
2603-10.

Santilli F. Cipollone A. Mezzetti F. Chiarelli
F. The role of nitric oxide in the
development of diabetic angiopathy. Horm
Metab Res 2004. 36: 319-35.

Chiarelli F, Cipollone F, Romano S, Tumini
F, Costantini L, Ricco, Pomilio M,
Pierdomenico SD, Marini M, Cuccurullo F,
Mezzetti A. Increased circulating nitric
oxide in young patients with type 1
diabetes and persistent microalbuminuria:
relation to glomerular hyperfiltration.
Diabetes. 2000. Vol 49, Issue 7 1258-63.

Aydin A, Orhan H, Sayal A, Ozata M,
Sahin G, Isimer A. Oxidative stress and
nitric oxide related parameters in type Il
diabetes mellitus: Effects of glycemic
control. Clin Biochem. 2001;34(1):65-70.

Piatti PM, Monti LD, Zavaroni I, Valsecchi
G, Van Phan C, Costa S, Conti M, Sandoli
EP, Solerte B, Pozza G, Pontiroli AE,
Reaven G. Alterations in nitric oxide/cyclic-
GMP pathway in nondiabetic siblings of
patients with type 2 diabetes. The Journal
of Clinical Endocrinology and Metabolism.
2000; 85 (7):2416-20.

Lundberg J and Weitzberg E. NO
Generation From Nitrite and Its Role in
Vascular Control. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology. 2005.
25:915



16:2 Agosto 2012 DM2: Lipidos séricos, acidos grasos

Salus online peroxidacion lipidica y 6xido nitrico p. 34

53. Lundberg J, Weitzberg E, Cole J, Benjamin
N. Nature Reviews Microbiology. 2004
Nitrate, bacteria and human health. 2; 593-
602

54. Sobko T, R C, Reinders C, Norin E,
Midtvedt T, Gustafsson L. Lundberg J.
Gastrointestinal nitric oxide generation in
germ-free and conventional rats. Am J
Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2004.
287 (5):G993-7

55. Berkels R, Taubert D, Bartels H,
Breitenbach T, Klaus W, Roesen R.
Amlodipine Increases Endothelial Nitric
Oxide by Dual Mechanisms.
Pharmacology. 2004. 70:39-45.



