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Resumen

La patogenia de las infecciones del pie diabético involucra la polineuropatía, la enfermedad
macro y microvascular y el déficit funcional de los neutrófilos. La vasodilatación dependiente del
endotelio, relacionada con el Óxido Nítrico (NO), está comprometida en diabéticos predispuestos
a ulceración del pie. El NO, es producido también por neutrófilos y macrófagos estimulados por ci-
toquinas o lipopolisacáridos bacterianos mediante la sintetasa de NO inducible (iNOS), ejerciendo
actividad microbicida. La peroxidación lipídica reflejada por la producción de Malondialdehido
(MDA), está implicada en el desarrollo de microangiopatía diabética. Para comparar los niveles sé-
ricos de NO y MDA en pacientes con pie diabético con y sin infección, se estudiaron 27 individuos
diabéticos tipo 2 con edades entre 38 y 65 años divididos en 3 grupos: 8 controles sin afección de
los pies (A), 10 con pie diabético sin infección (B) y 9 con pie diabético infectado (C). El NO fué de-
terminado mediante ensayo de diazotización y el MDA mediante la reacción de Ácido Thiobarbitú-
rico. B y C mostraron niveles de NO menores (p = 7.636 x 10-5 y p = 0,006) que A. El NO fue mayor
en el grupo infectado que en el grupo sin infección (p = 0,05), sin embargo los valores obtenidos no
coinciden con lo esperado teniendo en cuenta las grandes cantidades de NO producido mediante la
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iNOS, sugiriendo un defecto más del leucocito del diabético. No hubo diferencia significativa en el
MDA entre los grupos, indicando ausencia de stress oxidativo relevante.

Palabras clave: Óxido nítrico, malondialdehído, pie diabético, infección.

Abstract ______________________________________________

Pathogenesis of diabetic foot infections include polineuropathy, macro and microvascular
disease and neutrophil functional deficit. Endothelium dependent vasodilatation related to Nitric
Oxide (NO) production is compromised in diabetics predisposed to foot ulceration. NO is also pro-
duced when neutrophils and macrophages are stimulated by cytokines or bacterial lipopolysac-
carides through the inducible nitric oxide synthase (iNOS), exerting microbicide activity. Lipid
peroxidation reflected by Malondialdehyde (MDA) production, is associated with diabetic micro-
angiopathy development. To compare serum NO and MDA levels in patients with infected and non
infected diabetic foot, 27 type 2 diabetics, 38 to 65 years old were studied, and divided into three
groups: 8 control subjects without foot affection (A), 10 with non infected diabetic foot (B) and
9 with infected diabetic foot (C). NO was determined by diazotization assay and MDA by thiobarbi-
turic acid assay. B and C showed lower NO levels (p = 7.636 x 10-5 and p = 0,006) compared with A
group. NO was higher in the infected group than in the non infected (p = 0,05), nevertheless, the
obtained values do not coincide with the expected values considering the big amount of NO pro-
duced through iNOS, it suggests another defect of diabetic’s leukocyte. There were no significant
differences in MDA between the groups, indicating absence of relevant oxidative stress.

Key words: Nitric oxide, malondialdehyde, diabetic foot, infection.

Introducción

La incidencia y severidad de las infec-
ciones en los pies es mayor en personas con
diabetes que en la población no diabética
(12), constituyendo causa frecuente de hospi-
talización. El 50% de las amputaciones de la
parte inferior de la pierna no relacionadas
con traumatismo ocurre en diabéticos (4) y
más del 50% de los diabéticos amputados ne-
cesita una amputación subsiguiente de la
pierna contralateral dentro de los 4 años que
siguen a la pérdida de la primera pierna (28).
La polineuropatía, complicación común de la
Diabetes Mellitus, que afecta un estimado de
50-60% de los pacientes con esta enferme-
dad (2) en conjunción con la enfermedad ma-
cro y microvascular (4), aunado al déficit fun-
cional de los neutrófilos caracterizado por al-

teraciones en la quimiotaxis, en la generación
de radical superóxido (O2) (4) y en la destruc-
ción intracelular de los microorganismos fa-
gocitados (4), actúan como elementos fisio-
patológicos de las lesiones de los pies en el
paciente diabético.

Es probable que la célula endotelial jue-
gue un rol pivotal en el desarrollo de enfer-
medad macro y microvascular en diabetes
(16, 18). La vasodilatación dependiente del
endotelio y la vasodilatación independiente
del endotelio están comprometidas en pa-
cientes diabéticos predispuestos a ulceración
del pie (5, 24, 27). La vasodilatación depen-
diente del endotelio se relaciona con el óxido
nítrico (NO) que es un intermediario reactivo
endógeno, un radical libre, generado por la
acción de la enzima NO sintetasa (NOS) la
cual cataliza la conversión de L-arginina en
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L-citrulina y NO (20). Inicialmente identifi-
cado en el endotelio vascular, es ahora evi-
dente que otras células incluidas macrófa-
gos, neutrófilos y neuronas sintetizan NO

(29). Se han descrito tres clases de NOS: dos
están presentes continuamente en células
específicas, y son llamadas NOS constituti-
vas (cNOS). De éstas, una isoforma se en-
cuentra en forma de proteína ligada a las
membranas de las células endoteliales. Las
cNOS producen pequeñas cantidades de
NO, después que ocurre una estimulación
por agonistas específicos. Una tercera iso-
forma de NOS, no está presente en células
no estimuladas y produce grandes cantida-
des de NO siguiendo a la estimulación de cé-
lulas apropiadas por citoquinas o lipopolisa-
cáridos (LPS). Esta isoforma es llamada
NOS inducible (iNOS) (19).

El NO es un mediador tanto de procesos
fisiológicos como patológicos y produce una
gran variedad de efectos biológicos que van
desde citoprotección a citotoxicidad (26). Se
ha demostrado que el NO ejerce, in vitro, ac-
tividad microbicida o microbiostática, contra
un número rápidamente creciente de hel-
mintos, protozoarios, bacterias y virus. En un
pequeño número de casos ha sido demostra-
do un rol in vivo en las respuestas del hués-
ped a la infección, en modelos experimenta-
les. Las bacterias para las cuales existe al me-
nos alguna evidencia experimental de la acti-
vidad antimocrobiana del NO incluyen Clas-

tridium, Escherichia y Staphilococcus (7),
las cuales con frecuencia producen infeccio-
nes en el pie diabético. Los mecanismos espe-
cíficos responsables de la citostasis o muerte
celular causada por NO son actualmente des-
conocidos. Esta cuestión se complica por las
complejas reacciones del NO con el O2

-, me-
tales y tioles. La reacción del NO con el O2

-, da
origen al peroxinitrito (OONO-) (13) una mo-

lécula altamente tóxica y reactiva con el po-
tencial de oxidar una variedad de poblacio-
nes celulares. Esto provee bases bioquímicas
para un sinergismo entre el NO y el otro siste-
ma antimicrobiano de células fagocíticas, el
estallido respiratorio (7), el cual implica la
generación de varios radicales libres deriva-
dos del oxígeno entre ellos el O2

- una vez ocu-
rrida la fagocitosis. Hibbs y colaboradores
descubrieron que los macrófagos activados
pueden convertir L-arginina en NO (14) el
cual puede mediar la acción bactericida de
estas células (15). Los macrófagos parecen
ser la principal fuente de nitratos y nitritos
inducidos por LPS (20).

Teniendo en cuenta la reacción señalada
entre el O2

- y el NO, debe señalarse que existe
un cuerpo creciente de evidencia de experi-
mentos animales e investigaciones clínicas
que indican que una variedad de enfermeda-
des están asociadas con una producción in-
crementada de O2

- comprometiendo las im-
portantes funciones de la producción endote-
lial de NO, entre ellas la diabetes. En los dia-
béticos la anormalidad de la vasodilatación
dependiente del endotelio se corresponde
con una disminución de la producción endo-
telial y/o biodisponibilidad de NO debido a la
inactivación oxidativa por producción excesi-
va de O2

- en la pared vascular (16).
Por otro lado, el stress oxidativo mani-

festado como peroxidación lipídica está im-
plicado en el desarrollo de microangiopatía
diabética (18). El Malondialdehido (MDA) es
un producto generado en la oxigenación enzi-
mática del ácido araquidónico y de la degra-
dación oxidativa de lípidos, incluyendo
membranas y lipoproteínas (11). Estudios
previos han mostrado niveles elevados de
MDA en diabéticos con enfermedad vascular
y niveles normales en diabéticos sin esta
complicación (9).
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No está dilucidada, hasta el presente, la
efectividad de la respuesta de las células in-
munes del diabético en cuanto a producción
de NO en condiciones de infección; proba-
blemente está comprometida. Tampoco está
claro si la infección incrementa el stress oxi-
dativo asociado a las complicaciones vascu-
lares de la diabetes y por ende la producción
de MDA.

Siendo como señalamos al comienzo, el
pie diabético, causa importante de hospitali-
zaciones prolongadas y amputaciones, con
repercusión en la esfera emocional del indivi-
duo y la familia, e implicaciones laborales y
económicas no sólo para el paciente que ve li-
mitado su desempeño y capacidad para el
trabajo y debe afrontar junto con su grupo fa-
miliar los costos elevados del tratamiento y
rehabilitación sino también para las institu-
ciones de salud sobre todo las de carácter pú-
blico que asumen buena parte de dichos cos-
tos, cualquier aporte sobre la fisiopatología
de esta condición podría generar en el futuro
nuevas estrategias terapéuticas que mejoren
la evolución y minimicen el impacto econó-
mico de la misma.

El objetivo de esta investigación fue
comparar los niveles séricos de NO y MDA en
pacientes con pie diabético no infectado y pa-
cientes en los cuales la infección se superpo-
ne a las alteraciones neurológicas y/o vascu-
lares del pie diabético.

Materiales y Métodos

Se realizó estudio experimental, pros-
pectivo, aleatorio, transversal, controlado en
el cual se estudiaron 27 individuos de ambos
sexos con edades de 38 a 65 años y diagnósti-
co establecido de Diabetes Mellitus tipo 2
hospitalizados en los Servicios de Medicina
Interna del Hospital Universitario de Mara-

caibo, Venezuela o que acuden a consulta ex-
terna en el mismo centro. Los pacientes fue-
ron divididos en 3 grupos: el grupo A estuvo
conformado por 8 pacientes sin evidencia
clínica de neuropatía o enfermedad vascular
y sin alteraciones anatómicas compatibles
con pie diabético. El grupo B, por 10 pacien-
tes con alteraciones anatómicas compatibles
con pie diabético (incluidas úlceras crónicas
o amputaciones de segmentos metatarsales
o falángicos) pero sin evidencia clínica de in-
fección; en el grupo C se incluyeron 9 pa-
ciente con pie diabético infectado (tanto úl-
ceras crónicas sobre infectadas o infecciones
secundarias a lesiones traumáticas por pun-
ción, roce o contusión). Se consideraron da-
tos clínicos de infección la presencia de in-
flamación, celulitis o secreción de la lesión,
así como también la presencia de fiebre o
leucocitosis.

Fueron excluidos del estudio aquellos
pacientes con hipertensión severa no contro-
lada, cardiopatía isquémica aguda (IM re-
ciente o angina inestable) o nefropatía (crea-
tinina > 1.5).

A todos los pacientes se les determinó
presión arterial (PA, mm Hg) y creatinina
sérica, así mismo se practicó cuenta blanca
y fórmula a los pacientes de los grupo B y C.
A los incluidos en el grupo C se les realizó
cultivo de secreción para identificar el
agente etiológico de la infección y doppler
de miembros inferiores para evaluar la vas-
culatura.

Para determinar los parámetros objeto
del estudio se tomó a cada individuo 6 cc de
sangre en un tubo sin anticoagulante la cual
fue centrifugada a 3000 rpm y el suero obte-
nido fue congelado a –20°C hasta su uso. NO
fue determinado por medio de su producto
de degradación final, nitrito, mediante ensa-
yo de diazotización descrito por Ancher y ba-
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sado en la reacción de Greiss la cual es especí-
fica para los óxidos nitrogenados que gene-
ran NO bajo soluciones ácidas. Los sueros
obtenidos se homogeneizaron con ácido
clorhídrico 4N luego se centrifugaron (Clini-
cal Centrifuge. International Equipment.
Company Neddham Heights. MA. USA), y se
tomó el sobrenadante. Una alicuota de éste se
incubó (Dunoff Metabolic Shaking Incubator
GCA. Precision Scientific. USA) con una solu-
ción de HCl 2N y ácido sulfanílico (2 mg/ml)
por 10 min, luego se añadió N-1-naftil-etilen-
diamina (1 mg/ml) y se incubó durante 30
minutos más. A la muestra completa se le mi-
dió la absorbancia a 548 nm en un espectró-
metro (Beckman model 25 espectrofotome-
ter. USA).

La concentración de nitritos fue calcula-
da comparando el cambio observado en la
absorbancia con una curva de calibración
standar usando nitrito de sodio (NANO2).
Los resultados se expresan en µM. El MDA
fue determinado mediante la reacción de áci-
do thiobarbitúrico (21) y la concentración ex-
presada en µM.

Los datos obtenidos se expresan como
valores absolutos, en porcentajes o como
Media ± Error Estándar (M±EE) cuando
sea aplicable. Para hacer comparación en-
tre las medias de los grupos de estudio se
utilizó la t de Student y se consideró un va-
lor de p < 0.05 como estadísticamente sig-
nificativo.

Resultados

Las concentraciones séricas de NO y
MDA de los sujetos estudiados se presentan
en la Tabla 1.

Los pacientes incluidos en los grupos B
y C (conformados ambos por pacientes con
pie diabético) mostraron niveles séricos de
NO menores (p = 7.636x10-5 y p = 0,006 res-
pectivamente) comparados con los pacientes
del grupo A. En el grupo C, que incluyó pa-
cientes con pie diabético infectado, sin em-
bargo, la concentración sérica de NO fue ma-
yor (p = 0,050) que en el grupo de pie diabéti-
co sin infección (B).

La concentración sérica de MDA fue
mayor en el grupo C que en los grupos B y A
pero sin significancia estadística (p = 0,883 y
p = 0,177 respectivamente). Tampoco se evi-
denció diferencia estadísticamente significa-
tiva entre la concentración de MDA en el sue-
ro de los pacientes del grupo B y la concentra-
ción sérica de dicho radical en el grupo A (p =
0,376).

La Tabla 2 muestra los microorganis-
mos aislados en los cultivos practicados a los
pacientes con signos de infección (grupo C). 7
de los pacientes en este grupo (77.7%) pre-
sentaron infección mixta. Se obtuvo una me-
dia de 2.44 microorganismos por paciente,
siendo los gérmenes gramnegativos (Entero-
bacterias y Bacilos Gramnegativos No Fer-
mentadores), los microorganismos más fre-
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Tabla 1. Concentraciones séricas de NO y MDA (µM) en pacientes diabéticos sin afección de los
pies (A), con pie diabético sin infección (B) y con pie diabético infectado (C). Los valores
son Media ± EE. * p < 0.05 vs B y A, † p < 0.05 vs A.

Grupo N Edad NO MDA

A 8 48.5 ± 8.4 56.13 ± 2.86 1.36 ± 0.17

B 10 50.1 ± 9.48 25.27 ± 4.45† 2.72 ± 1.44

C 9 50.67 ± 13.3 38.60 ± 3.87* 2.48 ± 0.63



cuentemente aislados (54.54%) vs. 36.36%
correspondiente a grampositivos (Tabla 3).

Discusión

Este estudio mostró niveles de NO ma-
yores en los pacientes con pie diabético infec-
tado que en los pacientes con pie diabético
sin infección, y se evidenció una menor con-
centración de MDA en el grupo con infección
en el pie que en el no infectado, aunque esta
diferencia no fue estadísticamente significa-
tiva.

Los pacientes con pie diabético, inde-
pendientemente de la presencia de infección
mostraron niveles menores de NO que los
controles diabéticos sin afectación de los pies
(grupo A), lo cual podría relacionarse con el
mejor control metabólico de los últimos cuya
media de Hb A1 fue 7.31, lo cual contrasta con
el pobre control metabólico de los pacientes
de los 2 grupos restantes representado por
glicemias en ayunas y post-prandiales muy
elevadas. Sin embargo, esto se contrapone a
los hallazgos de otros autores quienes han re-
portado mayores concentraciones plasmáti-
cas de nitritos en pacientes con úlceras diabé-
ticas comparados con pacientes diabéticos
sin ulceración del pie, sin correlación entre la
concentración de nitritos y los niveles de Hb
A1C (15).

Por su parte, la mayor concentración de
NO en el suero de los pacientes infectados en
comparación con los no infectado, aquí re-
portada, es indicativo de la producción en los
primeros de NO por acción de la enzima
iNOS, cuya expresión está aumentada en leu-
cocitos polimorfonucleares y macrófagos ac-
tivados (entre otras células) después de la es-
timulación de los mismos por citoquinas o li-
popolisacáridos; de hecho los más potentes
inductores de la expresión de la iNOS en ma-
crófagos son los lipopolisacáridos y el interfe-

Kasmera 30(1): 74-83, 2002

Niveles de óxido nítrico y malondialdehído en pacientes con pie diabético 79

Tabla 2. Microorganismos aislados en los
pacientes con infección del pie.

Microorganismos Aislamientos %

A. baumanii

S. aureus

E. coli

E. faecalis

P. mirabilis

P. aeruginosa

K. pneumoniae

S. grupo D

S. hemolítico

grupo B

M. morganii

C. albicans

Candida sp

Total

5

4

3

2

1

1

1

1

1

1

1

1

22

22.73

18.18

13.64

9.09

4.55

4.55

4.55

4.55

4.55

4.55

4.55

4.55

100.00

Tabla 3. Etiología de las infecciones de los
pies de pacientes diabéticos.

Microorganismos %

Gramnegativos

Enterobacteriaceae

BGNNF

Grampositivos

Micrococacceae

Streptococacceae

Hongos

Total

27.27

27.27

18.18

18.18

9.09

100

BGNNF: Bacilos Gramnegativos No Fermenta-

dores



ron (17). La inyección de LPS (endotoxina de
E. coli) en ratas suscita la expresión transito-
ria de la isoforma iNOS (determinada por in-
munoblotting e inmunostaining) y coincide
con un incremento significativo en la forma-
ción de peroxinitrito (10).

La principal característica de la iNOS es
que libera continuamente grandes cantida-
des de NO: la cantidad secretada por unidad
de tiempo desde los macrófagos totalmente
inducidos es 1.000 veces superior que la libe-
rada por la cNOS en las células endoteliales.
El papel del NO en las células inmunes acti-
vadas es el de actuar como una molécula ase-
sina. Secretando cantidades masivas de NO
se infringe una lesión oxidativa letal sobre las
células víctimas, pudiendo actuar como un
sistema de defensa del organismo contra los
microorganismos agresores; las células in-
munes tienen también la capacidad de au-
mentar unas 100 veces su superficie para en-
volver bacterias antes de matarlas con una
descarga de NO. Las dianas moleculares en la
célula víctima son las Cu - Fe - proteínas que
liberan Cu++ y Fe++ libre, y generan O2 y radi-
cales hidroxilo altamente tóxicos. El efecto
neto es el de una lesión oxidativa masiva (1).

En este estudio, al igual que en otros, las
bacterias gramnegativas constituyeron los
agentes infecciosos más frecuentemente ais-
lados a partir de la secreción de las lesiones
de los pies de los pacientes diabéticos, repre-
sentando en el nuestro el 54.54% de los aisla-
mientos microbianos efectuados. Las bacte-
rias gramnegativas contienen lipopolisacári-
dos como componentes importantes de su
pared celular y éste puede inducir la síntesis
de grandes cantidades de NO, mediante la
iNOS, lo cual no se corresponde con las con-
centraciones del mismo aquí determinadas, a
pesar de haber resultado la media, significa-
tivamente mayor al compararla con el grupo
sin infección. Cabría esperar en condiciones

de infección niveles sustancialmente mayo-
res a los encontrados, evidenciando quizás,
un defecto más del leucocito o de los macró-
fagos en este grupo de pacientes. También se
ha reportado que dichos pacientes con úlce-
ras en el pie tienen mayor actividad de NOS
en el sitio de la ulceración comparado con la
piel normal y la piel del diabético atribuyén-
dose esto, casi exclusivamente a la isoforma
inducible de la enzima. Por inmunohistoquí-
mica se demostró que los macrófagos y otras
células inflamatorias en la región central de
la úlcera constituyen el origen de esta activi-
dad enzimática incrementada (15). A pesar
que en dicho estudio fueron excluidos aque-
llos pacientes con evidencia clínica de infec-
ción, los resultados parecieran indicar una
producción normal de NO por parte de los
macrófagos en el estado diabético, planteán-
donos entonces, que la respuesta moderada,
aunque estadísticamente significativa, de
síntesis de NO en presencia de infección de
los pacientes con pie diabético obedece más
bien a una alteración en la producción leuco-
citaria de este radical. Los pacientes diabéti-
cos comúnmente fracasan en desarrollar una
respuesta neutrófila apropiada ante infeccio-
nes serias (12). Deficiencias en la quimiota-
xis, fagocitosis, producción de anión superó-
xido, estallido respiratorio y destrucción in-
tracelular de microorganismos fagocitados
han sido descritas en asociación con diabetes
(4). A la luz de estos resultados, la producción
insuficiente de NO por parte del leucocito de
los pacientes diabéticos podría constituir un
nuevo elemento fisiopatológico a considerar
para explicar la mayor susceptibilidad de esta
población a las infecciones en general y a las
infecciones asociadas al pie diabético.

En relación al MDA, el nivel mayor de
este compuesto producto final de la degrada-
ción oxidativa de lípidos, encontrado en el
grupo C no fue estadísticamente significativo
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al compararlo con los grupos B y A. Estudios
previos han reportado niveles normales en
pacientes diabéticos no complicados e incre-
mento del mismo en pacientes con enferme-
dad vascular (diabéticos 4.5 mumol/l, no dia-
béticos 4.4 mumol/l) en relación con los con-
troles sanos (3.6 mumol/l) (9).

La peroxidación lipídica, representada
por el MDA, se ha implicado en el desarrollo
de complicaciones crónicas de la diabetes
(18) y existen evidencias que la oxidación de
lipoproteínas es un evento primario impor-
tante en la aterogénesis.

Otros estudios han comprobado au-
mento del MDA en situaciones productoras
de un gran estrés oxidativo como durante la
fase aguda del infarto del miocardio y en el
accidente cerebro vascular trombótico. 3 En
consecuencia es necesario una producción
elevada de radicales libres de oxígeno que so-
brepasen los sistemas antioxidativos defensi-
vos para que la concentración de MDA supe-
re los niveles considerados como normales,
la única situación en la cual se ha observado
este fenómeno hasta ahora es la isquemia/re-
perfusión presente en los fenómenos patoló-
gicos trombóticos vasculares. Varios de los
pacientes incluidos en nuestro estudio pre-
sentaron necrosis tisular en el pie y alteracio-
nes macro y microvasculares en la evaluación
mediante doppler pero ninguno tuvo fenó-
menos isquémicos cardíacos o cerebrales
agudos. Los valores de MDA determinados
en esta serie parecen indicar que las altera-
ciones tisulares asociadas al pie diabético y a
la infección sobreagregada no constituyen un
stress oxidativo suficiente para incrementar
sustancialmente los niveles séricos del mis-
mo.

Investigaciones concluidas aún sin pu-
blicar, han mostrado que la generación de
MDA en pacientes diabéticos mal controla-
dos es idéntica a la de los pacientes diabéticos

bien controlados, lo cual aunado a la ausen-
cia de enfermedad isquémica cardiaca o cere-
bral en esta serie explicaría la falta de signifi-
cancia estadística en las diferencias encon-
tradas entre los 3 grupos estudiados en lo que
se refiere a los niveles basales de este meta-
bolito.

Conclusiones

Los pacientes con pie diabético infecta-
do presentaron un nivel de NO mayor que los
no infectados. Aunque estadísticamente sig-
nificativa esta diferencia fue menor que lo es-
perado si se asume que depende de la iNOS.

La producción insuficiente de NO por
parte del leucocito del diabético, puede cons-
tituir otro elemento fisiopatológico hasta
ahora no contemplado, para explicar la ma-
yor susceptibilidad de esta población a las in-
fecciones en general y a la infección de los
pies, al limitar la acción microbicida y micro-
biostática atribuida a este radical.

Las alteraciones tisulares asociadas al
pie diabético y la infección sobreagregada del
mismo, parecen no constituir un stress oxi-
dativo suficiente para incrementar los niveles
séricos de MDA.
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