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Céspedes

RESUMEN

Se demostrd una importante relacién entre los niveles de peroxidacion lipidica y el desarrollo
de complicaciones, en la enfermedad de origen endocrino diabetes mellitus. En este tra-
bajo se encontraron variaciones en la concentracién de productos de peroxidacion lipidica
(malonildialdehido), con valores de 8,33 + 2,90 en pacientes diabéticos contra 4,51 + 1,40 en
las personas sanas. Los niveles de glutation reducido, un antioxidante endégeno medido en
suero de pacientes diabéticos demostré valores mas bajos, 4,75 + 2,31y 8,30 + 1,52 nmol/mL
en suero de donantes de sangre. Se encontrd una disminucion significativa de la enzima
catalasa, con valores de 16,21 + 18,25 contra 65,78 + 24,78 U/mL. No result6 significa-
tiva la disminucion en la actividad de la enzima super6xido dismutasa.
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La hiperglicemia constituye la princi-
pal manifestacion de la diabetes mellitus y
estd implicada en la aparicion de las com-
plicaciones que se presentan asociadas con
la enfermedad. Estas consisten en un hete-
rogéneo grupo de disfunciones clinicas que
afectan el sistema nervioso, el sistema
vascular, el rifidn, la retina, el nervio peri-
férico, el lente y la piel.!?

Los individuos diabéticos tienen 25 ve-
ces mayor probabilidad de contraer ceguera,
20 veces mas riesgo de amputaciones y de

6 a 10 veces mas riesgo de padecer de en-
fermedades coronarias.? Esta situacién de
desequilibrio comienza en una etapa tem-
prana de la enfermedad, como se ha de-
mostrado en varios estudios. La susceptibi-
lidad de los diferentes tejidos a la exposi-
ciéon de radicales libres en diabetes espon-
tdnea y experimental es muy variada y se
modifica ademas en el desarrollo de la en-
fermedad.*

En el estudio de las causas implica-
das en la apariciéon de esta patologia se



ha demostrado que altos valores de glicemia
conducen a un estrés oxidativo. Esto se debe
a que la glucosa se autoxida y da lugar a la
formacion de alfacetoaldehidos, perdxido de
hidrogeno (H,0,) y radical superdxido (O,),
entre otras especies reactivas del oxigeno
(ERO).>® También se plantea que el
descontrol de la glicemia conduce al incre-
mento de la velocidad de los procesos de
glicosilacién y oxidacién de lipidos y protei-
nas de membrana, lo que provoca cambios
conformacionales de estas macromoléculas
y por lo tanto el deterioro de sus funciones. '’
Los productos que se forman se conocen como
AGE (advanced glicosilation endproducts
[productos finales de la glicosilacion avan-
zada]). Un ndmero de estas sustancias que
se forman de modo irreversible son capa-
ces de hacer enlaces covalentes con otras
proteinas para potenciar asi el dafio.

En el caso de las complicaciones
vasculares se conoce que su fisiopatologia
estd caracterizada por una anormal unién
de proteinas de la circulacion y una progre-
siva constriccion del drea luminal en gran-
des y pequeios vasos.’

En la retina existen varios mecanismos
de defensa para minimizar el efecto del
estrés oxidativo. Entre ellos se encuentran
sustancias de bajo peso molecular como
alfatocoferoles, glutatién y acido ascorbico y
enzimas como la superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa
(GPx). Pero el sistema antioxidante no logra
eliminar la explosion de oxidantes que se
produce en los eventos de hiperglicemia
sostenidos, por lo que la produccién de EROS
excede las posibilidades de eliminacién.*

Las teorias que vinculan el estrés
oxidativo con la diabetes plantean que la
hiperglicemia per se es esencial en el de-
sarrollo de la neuropatia diabética. Entre
estas teorias se proponen: alteraciones en
la via del poliol, insuficiencia vascular, sin-
tesis alterada de d6xido nitrico, transporte
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axonal desajustado y glicosilacién de lipidos
y proteinas y las vinculadas con el estrés
oxidativo.’

El estrés oxidativo puede ser una via
comun que relacione mecanismos en apa-
riencia diversos, pero que convergen en el
papel que desempefian el incremento de las
ERO, los AGE y los productos de
peroxidacioén lipidica (PL) en la explicacién
de la fisiopatologia de estas enfermedades
que frecuentemente padece el paciente dia-
bético.’

METODOS

Las muestras de suero se obtuvieron
de extracciones realizadas a 30 pacientes
ingresados en la Clinica del Diabético del
Hospital "Julio Trigo" (grupo 1). Los sue-
ros utilizados como control se obtuvieron
de donantes voluntarios del banco de sangre
de Marianao (grupo 2).

Los pacientes estudiados tenian un tiem-
po de evolucién de la enfermedad mayor que
8 afos. Los datos utilizados correspondian
a la media de las determinaciones realiza-
das a las muestras de sangre pertenecien-
tes al grupo de los pacientes diabéticos.
Estas personas se encontraban ingresadas
en una clinica de atencién al diabético con
régimen ambulatorio para logar un adecua-
do control glicémico, y la extraccién se
realiz6 el cuarto dia del tratamiento.

Procesamiento de las muestras

Se procedid a separar de cada muestra
la cantidad necesaria para la determina-
ci6on de malonildialdehido (MDA) y
colesterol y el resto se sometid al proce-
so de deslipidacion con una mezcla de
metanol - cloroformo 2:1.



Andlisis realizados

A las muestras se les determind el con-
tenido de LDL (lipoproteina de baja densi-
dad), colesterol, actividad de las enzimas
SOD, CAT, concentracién de glutatién re-
ducido (GSH) y MDA este ultimo como
medida de la peroxidacioén lipidica.

TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS

Concentracion de GSH: La determina-
cion de este antioxidante no enzimatico se
realizé por el método de Beutler.® El GSH
reacciona con el colorante DTNB y rinde
un compuesto coloreado que se lee a una
longitud de onda de 412 nm. La concentra-
cién se calcula por una curva patrén de GSH.
Launidad en que se expresa es nmol/mL.

Actividad de SOD: Se utiliz6 el méto-
do de Marklund.! Las muestras deslipidadas
se ponen a reaccionar con pirogalol, este
se autoxida y da como producto final
pirogalina, un compuesto amarillo y radi-
cal superdxido que autocataliza la oxida-
cién del pirogalol. La cinética de aparicion
del producto de la autoxidacién del com-
puesto se registra durante 1 min. Se calcu-
la el porcentaje de inhibicién de la
autoxidacién y se considera que una unidad
de actividad enzimatica logra una inhibi-
cioén de 50 %. La unidad en que se expre-

sa la actividad es unidades internaciona-
les (UD)/mL.

Actividad de catalasa: Al suero se le
aplicé el procedimiento descrito por Aebi,
y se le adiciona una solucion de H,O, 0,010 mol
en PBS (tampdn fosfato salino) 0,050 mol a
pH 7. Se registra en un espectrofotdmetro el
cambio de absorbancia a 240 nm. La activi-
dad se expresa en KU/L.

Peroxidacion lipidica: Se determina por
medio de los niveles de MDA, con el uso
de la técnica de Kikugawa.* El suero fue
afiadido a una mezcla de TCA 20 %, acido
perclérico 10 % y TBA. Luego de
tratamieno con calor fue determinada la
densidad dptica a 530 nm y el contenido de
MDA expresado en nmol/mL.

RESULTADOS

A los valores de los andlisis realizados
a las muestras de pacientes diabéticos se
les calculd el valor promedio y se compar6
con la media obtenida para las muestras
de suero normal (n = 20). La prueba esta-
distica utilizada fue la ¢ de Student (tabla).

Un considerable incremento en el pro-
ceso de peroxidacion lipidica se avala por
los altos valores de MDA obtenidos en las
muestras de suero de los pacientes diabéti-
cos, que al ser comparada con los normales
resultd significativamente superior (fig. 1).

TABLA. Valores promedio de los andlisis realizados al grupo de pacientes diabéticos y de los controles, asi como las correspondientes desvia-

ciones estandar
Actividad de CAT Actividad de SOD GSH MDA
(UlmL) (U/mL) (nmol/mL) (mmol/mL)
Controles 65,78 + 14,78 10,46 + 6,51 8,30 + 1,42 4,51 + 0,86
Diabéticos 16,21 + 13,25 9,77 + 10,25 4,75 + 2,31 8,33 + 2,91
Valor maximo 92,30 29,30 9,48 15,71
Valor minimo 0,00 0,00 0,00 2,42

CAT: catalasa, SOD: superdxido dismutasa, GSH: glutation reducido, MDA: malonildialdehido.
Elvalor de p < 0,05, excepto para la actividad de SOD conp = 0,3025y¢ = -0,35.
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Fig. 1. Valores promediio de la concentracidn de malonildialdehido en
los 2 grupos estudiados

El valor medio de la actividad de la
enzima antioxidante catalasa resultd ser
significativamente inferior en los pacientes
diabéticos, comparado con los pacientes
normales (fig. 2). También se observé una
disminucién en los niveles de glutation re-
ducido, un antioxidante endégeno de gran
importancia por su participacion en los pro-
cesos de destoxificacion de los compuestos
dicarbonilos (fig. 3).
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Fig. 2. Actividad de la enzima catalasa en los 2 grupos estudiados.
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Fig. 3. Valores promediio de la concentracidn de glutation reducido en
los 2 grupos estudiados.

La concentracién de GSH en los pacien-
tes diabéticos disminuy6 significa-
tivamente, resulté 57 % del valor prome-
dio obtenido en el grupo control.

La actividad de SOD disminuy6 en
el grupo diabético en relacion con el con-
trol, pero la disminucién no fue signifi-
cativa (fig. 4).

No se encontrd correlacién entre los
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Fig. 4. Actividad de la enzima superdxido dismutasa en los 2 grupos
estudiados.



valores de las determinaciones realizadas y
el tiempo de evolucion de la enfermedad. Se
encontrd una débil correlacion entre los valo-
res de GSH y MDA con valor de r = -0,4286.

DISCUSION

La disminucién en la actividad de las
enzimas de defensa antioxidantes pudo ha-
ber sido causada por el incremento de las
especies reactivas del oxigeno, pues nume-
rosos reportes sobre el tema sefialan que
cuando estas especies se acumulan contri-
buyen a la reducciéon de la actividad
enzimatica antioxidante. La superdxido
dismutasa se inhibe cuando se expone a al-
tas concentraciones de H,O,; sin embargo,
la disminucion encontrada en la muestra no
resultd significativa. Se observd disminu-
cién de la concentracion de GSH en plas-
ma de pacientes diabéticos comparados con
los controles, resultado que concuerda con
el reportado por Muramaki'y otros. *?

Los valores de glicemia, determinados
en la misma muestra usada en este estudio
no guardaron relacion estadistica con el
desbalance encontrado en el estado
antioxidante en el grupo de los pacientes
hospitalizados. En estudios posteriores de-
ben determinarse los niveles de glicosilacién
de la hemoglobina con vistas a obtener un
indicador de control metabdlico a largo pla-
70, pues los niveles de glicemia se pueden
normalizar en 1 6 2 d, pero el cambio en
los niveles antioxidantes en el nivel
sistémico requiere de un tiempo mayor para
su vuelta a la normalidad.

En la bisqueda de las concentraciones
en suero de productos o sustancias reactivas
del acido tiobarbitirico se determind la

concentracion de MDA, cuyos valores mos-
traron niveles significativamente superio-
res en pacientes diabéticos al compararlos
con los sanos. Estos resultados mostraron
una vez mas que los pacientes diabéticos
estdn sometidos a estrés oxidativo. Una
explicacién puede estar dada por el hecho
de que la hipoinsulinemia incrementa la
actividad de la enzima acil CoA grasa
oxidasa, la cual inicia la beta oxidacion de
los acidos grasos con mayor produccién de
H,0,. La disminucion en la actividad de la
SOD provoca que se acumulen sustancias
como el radical O,, y queda disponible para
reaccionar con el Fe*3, y lo reduce al ion
ferroso. De esta manera se inicia la reac-
cion de Fenton, al combinarse el Fe*? con
el H,O, y asi contribuir a incrementar el
dafio al formar especies mas dafiinas como
el radical ion hidroxilo (OH), con el consi-
guiente dafio a proteinas, lipidos y ADN.?

Estos estudios realizados en el nivel
sistémico pueden explicar por qué casi
70 % de las personas que componen la
muestra han desarrollado hipertension
arterial, neuropatias y otras complicacio-
nes que habitualmente acompafian al
descontrol metabdlico. En estas disfunciones
se incluye la que sufre el sistema endotelial,
este es uno de los més dafiados cuando se
produce un incremento en las especies
reactivas del oxigeno en el organismo diabé-
tico, como el confirmado en la muestra. %413

El tratamiento con sustancias antio-
xidantes puede proveer al organismo enfer-
mo de las defensas que necesita y que ha
perdido para contrarrestar el incremento de
las ERO y asi restablecer el equilibrio en-
tre generacion y eliminacion de sustancias
oxidantes. 6



SUMMARY

An important relationship between the levels of lipid peroxidation and the development of complications was
observed in diabetes mellitus, a disease of endocrine origin. Variations were found in the concentration of
products of lipid peroxidation (malondialdehyde) with values of 8.33 + 2.90 in diabetic patients versus 4.51 + 1.40
in sound individuals. The levels of reduced gluthatione, an endogenous antioxidant measured in serum of diabetic
patients showed lower levels, 4.75 + 2.31 and 8.30 + 1.52 nmol/mL in serum of blood donors. It was found a
significant reduction of catalase with values of 16.21 + 18.25 versus 65.78 + 24.78 U/mL. The decrease in the
activity of superoxide dismutase was not remarkable.

Subject headings: LIPID PEROXIDATION; DIABETES MELLITUS/complications; DIABETES MELLITUS/
/enzymology; MALONDIALDEHYDE; OXIDATIVE STRESS; ANTIOXIDANTS/therapeutic use.
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