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Introducciéon

Introduction: Several biological processes are involved in the oxidative stress present
in Diabetes Mellitus; among them we can find glucose autooxidation, proteins glycation
and decreased antioxidant defenses. Free radicals yielded at mitochondrial level could
be a trigger to unchain the vicious circle of the oxidative stress in Diabetes Mellitus.
Aims: To determine antioxidant system s alterations and indicators of oxidative damage
on lipids and proteins in patients with type II Diabetes and a control group. Materials
and Methods: It was analyzed 120 serum samples; 60 from patients that suffer type Il
diabetic from endocrinology surgery belonging “Casa de Atencion al Paciente Diabéti-
co” in Santa Clara, Villa Clara and 60 samples from healthy individuals used as control
group. Spectrofotometric techniques were used to assess levels of Superoxide dismutase
and Catalase activity as well as concentrations of reduced Glutathione, Malonildialde-
hide and Advanced Products of Proteins Oxidation. Results were compared using the
statistical software SPSS. Results: Diabetes type 2 patients showed decreased of Supero-
xide Dismutase and Catalase enzymatic activity (p = 0,003) and (p = 0,013) respectively
as well as and reduced Glutathione levels (p = 0,038). Malondialdehide and Advanced
Products of Proteins Oxidation were increased (p = 0,000) in diabetics patients compa-
red with control group. Conclusions: It was found redox alterations in patients that su-
ffer type 2 Diabetes. These alterations are evidenced by a reduced antioxidant enzymatic
system and damage on macromolecules such as lipids and proteins.

Key words: Antioxidant system, oxidative stress, mellitus diabetes, free radicals.

del EO en la Diabetes mellitus (DM), entre los que se en-
cuentran: la autooxidaciéon de la glucosa, la glucacion de
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por un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ERO) y la capacidad antioxi-
dante de las células.

En multiples patologias se producen cambios en indica-
dores bioquimicos que evidencian desequilibrio oxidativo
por varias razones; disminucion en las concentraciones plas-
maticas de vitaminas antioxidantes como la A y E, incre-
mento de la peroxidacion lipidica, incremento de la suscepti-
bilidad de las lipoproteinas de baja densidad a la oxidacion,
menor capacidad antioxidante total del plasma y por consi-
guiente dafio al material genético'.

Existen varios mecanismos implicados en el incremento

l E 1 estrés oxidativo (EO) es un estado que se caracteriza

proteinas, la activacion de la via de los polioles y la dismi-
nucion de las defensas antioxidantes. La glucosa, al igual
que otros alfahidroxialdehidos, es capaz de autooxidarse a
enodioles (enolizarse) en solucidon acuosa y en presencia de
metales de transicion, como el Fe®, reaccion en la cual se
producen cetoaldehidos intermediarios oxidados y radica-
les libres (RL) con un alto poder oxidante como el radical
superéxido (O,7). Se ha demostrado que la hiperglucemia
inducida por la generacion de este radical a nivel mitocon-
drial es el desencadenante inicial del circulo vicioso del
EO en la DM"2, En condiciones normales, este elemento es
inmediatamente eliminado por los mecanismos de defensa
naturales?.
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Independientemente del tipo de diabetes, diferentes in-
vestigadores han comunicado que el EO se asocia a la pre-
sencia de complicaciones microangiopaticas, macroangiopa-
ticas y neuropaticas de la DM*¢. De forma tal que conocer
con certeza la existencia de alteracion redox en esta patolo-
gia seria de gran utilidad para el desarrollo de intervenciones
terapéuticas con agentes antioxidantes, con el propodsito de
evitar o al menos postergar la aparicion y/o progresion de las
complicaciones de la diabetes.

En Cuba la DM es la octava causa de muerte, habiendo
incrementado sus tasas de prevalencia y mortalidad en las
ultimas décadas. Tal auge podria estar motivado por factores
que van desde los habitos alimentarios y de vida, hasta facto-
res genéticos presentes en nuestra poblacion.

Debido a esta situacion y dado que en la provincia de
Villa Clara los estudios de EO en la DM han sido escasos,
nos trazamos como proposito determinar la existencia de al-
teracion del sistema de defensa antioxidante a través de los
niveles séricos de actividad enzimatica Superéxido dismuta-
sa (SOD) y Catalasa (CAT), asi como los niveles de Gluta-
tion reducido (GSH). De igual forma determinar las concen-
traciones de Malondialdehido (MDA) y Proteinas Oxidadas
(PAOP) con el fin de verificar dafio oxidativo en macromolé-
culas como lipidos y proteinas respectivamente.

Materiales y Métodos

Se realiz6 una investigacion analitica de casos y contro-
les en el Laboratorio de Quimica Sanguinea perteneciente
a la Unidad de Investigaciones Biomédicas ubicada en la
Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, con el fin
de determinar la existencia de alteracion redox en adultos
diabéticos tipo 2 que acudieron al servicio de Endocrinologia
del Centro de Atencion y Educacion al Paciente Diabético de
la provincia de Villa Clara, Cuba en el afio 2013.

Seleccion de las muestras
Se realizd un muestreo intencional partiendo de los si-
guientes criterios:

Criterios de inclusion

* Grupo de estudio: Pacientes con criterio diagnostico de
Diabetes mellitus tipo 2, mayores de 19 afios y menores
de 70, de ambos sexos y que otorgaron el consentimiento
informado para la investigacion.

*  Grupo control: Individuos aparentemente sanos, de am-
bos sexos, con edades comprendidas entre 19 y 70 afios y
que emitieron su consentimiento.

Criterios de exclusion

* Pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 que padecian de
otra patologia cronica que pudiera interferir en el analisis
y que no dieron su consentimiento.

* Muestras de suero con interferentes analiticos como lipe-
mia, ictericia o hemolisis.
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Las determinaciones de los parametros estudiados se rea-
lizaron en 120 muestras de suero: 60 de pacientes diabéticos
tipo 2 y 60 de individuos aparentemente sanos provenientes
de un estudio de pesquisaje tomados como control.

Fueron empleados métodos espectofotométricos (Ge-
nesys 10 UV ®), con reactivos suministrados por la firma
Merck KGaA 64271 Damstadt. Germany (www.merck.de).

Determinaciones

La actividad enzimatica SOD extracelular se determind
mediante la aplicacion del método de Marklund (1990)’, el
cual se basa en el principio de la auto-oxidacion del Piroga-
llol o 4cido pirogalico que es un agente reductor muy activo
en soluciones alcalinas. La actividad es expresada en unida-
des de actividad enzimatica (UAE=U/ml/min).

El nivel de actividad enzimatica CAT en suero se deter-
min6 mediante el método descrito por Aebi (1974)%, basado
en las caracteristicas oxidoreductasas de esta enzima que es
capaz de catalizar la descomposicion del peroxido de hidro-
geno (H,0,) a agua y oxigeno. La actividad de la enzima es
expresada en UAE.

El GSH se determiné por el método de Beutler (1968)°,
donde el péptido reacciona con el colorante DTNB [5, 5'-
Dithiobis (acido 2-nitrobenzoico)] y rinde un compuesto
coloreado, el TNB (acido 5-tio-2-nitrobenzoico) que se lee
a una longitud de onda de 412 nm. La concentracién es ex-
presada en pmol/L (uM).

La técnica para la determinacion MDA (Esterbauer H.
1990)!° se baso en la reaccion de dos moléculas del reacti-
vo cromogénico N-metil-2-fenil indol con una molécula de
MDA a 45 °C, conduciendo a la formacion de un croméforo
estable con un maximo de absorbancia a 586 nm. La concen-
tracion de MDA se expresa en pM.

Los PAOP se determinaron por el método de Witko-
Sarsat (1998)'!, donde las proteinas susceptibles al dafio por
radicales libres dan lugar mediante reacciones de agregacion,
entrecruzamiento y fragmentacion a los PAOP. La concen-
tracion de estos es expresada como equivalentes de Clorami-
na T (patrén) en condiciones acidicas a 340 nm en presencia
de yoduro de potasio, siguiéndose la transformacion de iones
yodo a yodo diatomico que provocan estos PAOP. La con-
centracion es expresada en pM.

Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron sometidos al programa esta-
distico SPSS version 18 para Windows. Se realizaron analisis
descriptivos para todas las variables en estudio. Al aplicar
pruebas de normalidad se comprobd que no existia una distri-
bucion gaussiana (p < 0,05) en los resultados de SOD, CAT,
GSH y MDA, por lo que se aplicaron pruebas no paramé-
tricas para la comparacion entre grupos, especificamente el
test de Mann-Whitney. Los datos de PAOP mostraron distri-
bucién normal por lo que se aplico para la comparacion de
medias pruebas paramétricas, especificamente ¢ de student.
En todos los casos se tuvo en cuenta un nivel de confiabilidad
del 95% y en algunos casos el 99%.
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos y significacion de las actividades enzimaticas SOD y CAT en individuos sanos y pacientes diabéticos tipo
2 de la provincia de Villa Clara en el afo 2013

Enzimas antioxidantes Grupos de estudio Desviacion tipica Percentiles
2,5 97,5

Sanos 60 4,414 1,81 1,455 9,243 0,003**
SOD (UAE)

Diabéticos 60 3,500 1,89 0,872 7,824

Sanos 60 26,399 15,61 3,474 59,829 0,013*
CAT (UAE)

Diabéticos 60 19,491 10,83 5,970 58,520

**nivel de significacién al 99% (p < 0,01). *nivel de significacion al 95% (p < 0,05).

Tabla 2. Estadisticos descriptivos y significacion de las concentraciones séricas de GSH, MDA y PAOP en individuos sanos y pacientes dia-
béticos tipo 2 de la provincia de Villa Clara en el aiio 2013

Biomoléculas Grupos de estudio Desviacion tipica Percentiles
2,5 97,5

Sanos 60 29,594 19,83 6,550 89,187 0,038*
GSH (M)

Diabéticos 60 21,116 8,41 4,525 35,000

Sanos 60 1,168 0,44 0,488 2,559 0,000**
MDA (uM)

Diabéticos 60 4,376 2,35 0,714 10,592

Sanos 60 60,628 19,384 20,033 96,430 0,000**
PAOP (uM)

Diabéticos 60 178,196 95,382 17,825 429,375

**nivel de significacion al 99% (p < 0,01). *nivel de significacion al 95% (p < 0,05).
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Aspectos éticos

La investigacion fue disefiada teniendo en cuenta los as-
pectos éticos para el trabajo en humanos, teniéndose en cuen-
ta la Declaracion de Helsinki'2. Fue valorada por el Comité
Cientifico y aprobada por el Comité de Etica del centro. El
equipo multidisciplinario de investigadores dio las explica-
ciones reales y objetivas del estudio a los individuos inclui-
dos en el mismo, los cuales emitieron su autorizacion por
escrito'?, respetandose el principio de autonomia.

Resultados

La edad de los participantes involucrados en el estudio
estuvo comprendida entre los 30 y 70 afios. Los pacientes
diabéticos tipo 2 mostraron un promedio de 47,9 afios y el
grupo de individuos tomados como control presentd una
edad promedio de 43,8 afios.

Se analizaron muestras de ambos sexos; en el grupo de
diabéticos: 32 mujeres y 28 hombres y en el grupo control:
35 mujeres y 25 hombres. En ninguno de los casos se eviden-
ci6 diferencias entre los sexos por lo que la muestra se tomo
como Unica permitiendo la comparacion entre los grupos.

Las Tablas 1 y 2 muestran los estadisticos descriptivos de
las variables estudiadas en el grupo de pacientes diabéticos y
grupo control, asi como la significacion obtenida al comparar
los grupos.

Las wvariables que no mostraron distribucién normal
(SOD, CAT, GSH y MDA) se contrastaron mediante el Test
de Mann-Whitney. En todos los casos existieron diferencias
significativas (p < 0,05). Las actividades de SOD y CAT,
asi como las concentraciones de GSH disminuyeron signi-
ficativamente en el grupo de diabéticos. Por otra parte, el
MDA aument6 de manera muy significativa en los pacientes
diabéticos.

Las concentraciones de PAOP resultaron tener una distri-
bucidén normal por lo que se compararon ambos grupos me-
diante la prueba ¢ de student, el cual evidencié un aumento
altamente significativo (p < 0,01) de este indicador en los
pacientes diabéticos.

Discusion

La disminucién marcada que tuvo la actividad de la enzi-
ma SOD en los pacientes diabéticos involucrados en el estu-
dio, podria deberse a un aumento en la formacion de O,". El
aumento en la generacion de esta ERO debido al estado de
estrés provocado por la hiperglucemia en un principio esti-
mula la actividad de la enzima SOD, sin embargo, una inten-
sa produccion de estos radicales por un tiempo prolongado
agota la estimulacion de la actividad de esta enzima, puesto
que el producto de la reaccion, el H,0,, puede inhibirla. Este
elemento ha sido descrito como un inhibidor de la enzima a



través de un mecanismo de retroalimentacion negativa'*'>.

La glucosa sanguinea puede enolizarse y, por tanto, redu-
cir el oxigeno molecular bajo condiciones fisiologicas, cata-
lizado por metales de transicion, produciendo cetoaldehidos
¢ intermediarios oxidados. Las evidencias sugieren que los
radicales libres y el H,O, producidos lentamente por la “au-
toxidacion” de la glucosa, son una causa sustancial de dafio
estructural de proteinas expuestas in vitro a la glucosa. En la
actualidad se acepta que los productos avanzados de la glico-
silacion desempefian un papel importante en la patogenia de
las complicaciones de la DM!®. La glicacion de proteinas no
solo ocurre con la hemoglobina, sino también con proteinas
que participan en el sistema antioxidante, como SOD y GPx
que actuan frente a los pro oxidantes, asi mismo la albimi-
na, las lipoproteinas, el colageno; procesos que tienen mucha
implicancia en la evolucion de la diabetes!'7*.

Por otro lado, los altos niveles de O, hacen inevitable
su interaccidon con 6xido nitrico (ON) provocando la apari-
cion del peroxinitrito (OONO"). Este elemento es capaz de
reaccionar con proteinas que contienen iones metalicos como
hierro, cobre y manganeso, provocando asi modificaciones
que pueden inducir cambios conformacionales en la estruc-
tura tridimensional de proteinas trayendo consigo la pérdida
de la funcion bioldgica. Mediante la exposicion de proteinas
purificadas a OONO-, se ha determinado que esta especie es
capaz de inactivar una gran variedad de enzimas entre las que
se encuentra la SOD"!4,

La actividad de la enzima CAT también mostr6 disminu-
cion, lo cual podria estar dada por el hecho de que la enzima
SOD tiende a disminuir su actividad y, por tanto, la reaccion
de formacion de H,O, se ve desplazada por la formacion de
OONO:'. El H,0, es utilizado como sustrato por las enzimas
catalasa y GSH peroxidasa. La catalasa tiene una Km alta
para el H,O,, por tanto, su efecto es limitado y sélo pue-
de ejercer su funcidon bajo condiciones donde los niveles de
H,O, estan particularmente elevados. La baja actividad de
la catalasa, unida a la disminucion de la concentracion del
GSH, sugiere la existencia de bajos niveles de esta especie
reactiva. A este hecho se suma el efecto del OONO- como
agente inhibidor de metaloproteinas como es el caso de esta
enzima?'-3.

La disminucién del GSH en los pacientes diabéticos in-
volucrados en el estudio puede ser evidencia del aumento
de su utilizacion en reacciones de reduccion en comparacion
con su sintesis. Este antioxidante no enzimatico es conside-
rado como un barredor de O, que protege a los lipidos de
las membranas asi como los grupos tioles proteicos de la pe-
roxidacion. Su papel principal es en la restitucion de otros
antioxidantes como la vitamina E y el acido ascorbico a su
estado reducido?. Existen numerosos reportes que indican
que el dafio a tejidos inducido por diversos estimulos esta
acompafiado de un agotamiento del GSH. Esta disminuciéon
apoya la teoria del EO en estos pacientes con actividad anti-
oxidante disminuida y el consecuente aumento de la genera-
ciéon de ERO*.

Niveles decrecientes de GSH en la diabetes pueden ser
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causado por diferentes vias las que incluyen: 1) incremento
de la sintesis del sorbitol causando deplecion del NADPH
y deficiencia en la reduccion del GSSG a GSH catalizado
por la GRd; 2) disminucioén en la actividad de hexosas mo-
nofosfato (HMP) como una lanzadera enzimatica las cuales
generan NADPH vy, 3) el transporte de GSSG llevado a cabo
en las membranas eritrocitarias debido al estrés oxidativo
induciendo dafio a membrana®*?*. De manera que una diabe-
tes mal controlada con un sistema del glutation dafiado por
inactivacion de la GPx y GRd, (constituyentes criticos en el
ciclo redox del glutation) puede contribuir en la iniciacion
y/o progresion de complicaciones.

Algunas complicaciones de la diabetes estan asociadas
con el incremento de la peroxidacion lipidica, proceso rela-
cionado con los RL, los cuales son potencialmente nocivos
causando descontrol y disrupciéon de membranas.

Las células betas del pancreas y el endotelio vascular son
altamente susceptibles al EO, debido al hecho de que muchas
vias bioquimicas estrictamente asociadas con hiperglicemia
pueden incrementar la produccion de RL. Teniendo en cuen-
ta que las células endoteliales expuestas a altos niveles de
glucosa también conllevan a incremento en la produccion de
0,.

Los niveles elevados de MDA en los pacientes diabéti-
cos estudiados evidencian un importante dafio a lipidos, lo
cual se traduce como aumento de la peroxidacion lipidica.
Esto concuerda con diferentes investigaciones?-*® donde se
ha mostrado incremento de EO por deplecion de enzimas an-
tioxidantes, vitaminas y aumento de la peroxidacion lipidica,
hecho que se ha descrito en ambos tipos de diabetes.

La peroxidacion lipidica altera los fosfolipidos, produ-
ciendo modificaciones a nivel de la homeostasis y la estruc-
tura celular con la consecuente rotura de la bicapa consti-
tutiva de todas las membranas celulares, lo que lleva a la
destruccion de las mismas. De igual forma es un proceso que
tiene una naturaleza caracteristica de reaccion en cadena, de
manera que cuando un lipido esta alterado, éste puede pro-
mover la peroxidacion de los lipidos adyacentes. Todos estos
procesos estan intimamente relacionados con la etiopatoge-
nia de la ateroesclerosis®**.

Otro resultado importante del estudio es el aumento de
los niveles de proteinas oxidadas?’ en los pacientes diabéti-
cos. Generalmente las proteinas se modifican oxidativamente
al ser uno de los blancos principales de las ERO, lo que con-
lleva a modificaciones estructurales que, en general, suponen
la pérdida total o parcial de su funcion.

Muchos residuos de aminoacidos son susceptibles a la
oxidacion por varias ERO, las cuales pueden causar modifi-
caciones en las proteinas. Habitualmente este tipo de modifi-
caciones tienen la funcion de proteger ante el dafio oxidativo
irreversible o de modular la funcién de las proteinas (regula-
cion redox), que por lo general no pueden ser reparadas, de
forma que las proteinas inactivas se acumulan o son degra-
dadas?®'.

De manera general, el incremento de RL causa dafio a
proteinas celulares, lipidos de membrana, acidos nucleicos y
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eventualmente muerte celular. Los factores que afectan gran-
demente el riesgo de complicaciones en la diabetes estan re-
lacionados con el grado y duracién de la enfermedad®®!. De
tal forma, la hiperglicemia e hiperlipidemia en la DM tipo 2
estan asociadas con disfuncion endotelial y EO.
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