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RESUMEN

Los diabéticos exhiben alta actividad de radicales libres, originando intermediarios quimicos altamente
reactivos y toxicos. La proteccion contra el dafio producido por éstos, es dada por la accion del sistema
antioxidante mediante las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx) las cuales
detoxifican e impiden oxidaciones bioldgicas.

La muestra incluyé 60 individuos (40-80 afos) controles (n=20), diabéticos controlados (n=20) y no
controlados (n=20). Los criterios indicativos del buen control de la diabetes: porcentaje de hemoglobina
glicosilada (< 7%), TA <130/85 mmHg y glicemia basal (<140 mg/dL). Mediante la prueba t de diferencia
de medias suponiendo varianzas desiguales se compararon los grupos.

El porcentaje de HbAlc fue significativamente elevado (p<0,05) en los diabéticos no controladados
(X=10,8%) comparado con los controlados (X= 6,2%). Al confrontar los resultados de la actividad de las
enzimas SOD y GPx de los sanos (SOD: X=198 + 24; GPx: X=6595 +1225) con los diabéticos controlados
(SOD: X=140 + 7; GPx X=3184 + 222) y los no controlados (SOD: X=127 + 17; GPx X=2580 + 682) se
observaron diferencias significativas (p<0,05), los no controlados mostraron las actividades mas bajas. De
la misma manera, la comparacion de las actividades enzimaticas entre diabéticos controlados y no contro-
lados mostré actividades significativamente (p<0,05) mds bajas en los no controlados.

La baja actividad de las enzimas SOD y GPx en los no controlados puede ser reflejo de incrementos de RLO
y predisposicién a desarrollar fenémenos que conducen a complicaciones macrovasculares.

Palabras clave: antioxidantes, diabetes, glutatién peroxidasa, hemoglobina glicosilada, radicales libres de
oxigeno, superéxido dismutasa.
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ABSTRACT

Diabetics exhibit a high level of free radical activity, producing highly reactive and toxic chemicals as
intermediate metabolites. Protection against damage by these chemicals is provided by the anti-oxidant
system, especially the enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx), which
detoxify and prevent biological oxidations.

The sample included 60 individuals (40-80 years old) in three groups: (1) control group (n=20), (2)
controlled diabetics (n=20) and (3) uncontrolled (n=20). The indicative criteria that the diabetes was well
under control were: percentage of glycosylated hemoglobin (< 7%), TA < 130/85 mmHg and basal
glycemia (< 140 mg/dL). The groups were compared by means of the t test for the difference in means
supposing unequal variances.

The percentage of HbAlc was significantly elevated (p < 0,05) in the subjects with uncontrolled diabetes
(X=10,8%) in contrast with those whose diabetes was under control (X = 6,2%). When comparing the
results of the activity of the enzymes in the healthy subjects (SOD: X=198 + 24; GPx: X=6595 +1225)
with those from the controlled diabetics (SOD: X=140 + 7; GPx X=3184 + 222) and the uncontrolled
diabetics (SOD: X=127 + 17; GPx X=2580 = 682), significant differences (p < 0,05) were observed.
Healthy subjects showed higher activities. Comparison of the enzyme activities between the controlled
and uncontrolled groups also showed significant differences (p < 0,05). The uncontrolled group showed
significantly lower (p < 0,05) activities.

The drop in the activity of the enzymes SOD and GPx in the uncontrolled diabetics could reflect increases
in RLO levels and a predisposition to develop the conditions that would lead to macrovascular complications.

Key words: antioxidant status, diabetes, free oxygen radicals, glutathione peroxidase, glycosylated
hemoglobin, superoxide dismutase.

INTRODUCCION células b de los islotes de Langerhans que

originan la insulina, oxidacién de las

La diabetes mellitus es una condicién
metabdlica de incidencia creciente, caracte-
rizada por disfuncién en la homeostasis de
la glucosa, con hiperglicemia crénica por
inmunodeficiencia absoluta o relativa. La
enfermedad es progresiva y asociada con
alto riesgo de desarrollar compromiso
vascular (Taylor, 1995).

Recientemente, se ha postulado que la
hiperglicemia sostenida favorece la autooxi-
dacién de la glucosa por disminucién del
oxido nitrico (uno de los principales agen-
tes vasodilatadores y antiagregantes en el
organismo), lo cual causaria disbalance en
los mecanismos de oxidacién y antioxi-
dacién que conllevaria a hiperproduccién
de radicales libres de oxigeno (RLO), oca-
sionando disturbios en la mecdnica
metabdlica de muchos tejidos, células
endoteliales membranales, apoptosis de las

lipoproteinas de baja densidad e inactivi-
dad de vitaminas antioxidantes, lo que fa-
vorece la generacion de radicales libres, y
conlleva a fendmenos aterogénicos,
hipertensién y microangiopatia diabética
(Bierman, 1992; Cameron et al., 1995). La
glucotoxicidad es responsable de manifes-
taciones tardias en la diabetes debido a la
glicosilacion no enzimdtica de proteinas y/
o enzimas importantes en los procesos de
eliminacion de radicales libres tales como la
catalasa, la superdxido dismutasa (SOD), la
glutatién peroxidasa (GPx) y la glutation
reductasa, a la generacion exagerada de
polioles y a la alteracién del indice oxida-
cién/antioxidacién (produccién excesiva de
radicales libres) (Brownlee, 1995).

Los sujetos con diabetes tienen una alta
actividad de RLO (Wolff 1993). Estas molé-
culas que contienen uno o mds electrones
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desapareados se originan cuando el oxige-
no (O,) se reduce de manera incompleta for-
mando intermediarios quimicos altamente
reactivos y toxicos como el anién superdxido
(0,") y radicales hidroxilo (OH) (Fridovich,
1994). Los radicales libres se producen con-
tinuamente en la mitocondria mediante la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS) y en otro
tipo de reacciones. Cuando el oxigeno se
reduce de manera incompleta, se forman
especies toxicas como el anién superdxido
(O,") y perdxido de hidrégeno (H,O,). Este
ultimo, en presencia de hierro (Fe**) u otros
metales reducidos de transicion, genera ra-
dicales hidroxilo (OH") altamente reactivos.
Las especies reactivas de oxigeno oxidan
lipidos (peroxidacién de lipidos), proteinas
que causan lesiones en las membranas,
inactivacién enzimdtica y cortes en la
doble cadena del DNA (Haffner, 2000;
Richter ef al., 1988).

La proteccion contra el dafio causado por
RLO es dada por la accién del sistema
antioxidante que consta de enzimas como
la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa,
la glutatiéon peroxidasa (GPx) y la glutatién
reductasa. Estas enzimas detoxifican al
superdxido y al peréxido de hidrégeno para
impedir oxidaciones bioldgicas indeseables
(Harris, 1992; Matés et al., 1999).

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2
(diabetes mellitus no insulinodependiente,
DMNID), que exhiben control deficiente
de la glicemia tienen una actividad
antioxidante total disminuida, esto indu-
ce a defectos en la proteccion contra los
RLO y a susceptibilidad al daio oxidativo
(Maxwell et al., 1997). Por tanto, se consi-
dera de importancia la medicién del estado
antioxidante total en sujetos con diabetes
mellitus tipo 2, ya que es un reflejo de los
niveles de radicales libres, con el objeto de
permitir instaurar medidas terapéuticas que
conlleven a mejor calidad de vida de los in-
dividuos con esta entidad.

METODOLOGIA

El estudio se realiz6 en pacientes adultos
con diabetes mellitus tipo 2 seleccionados
en la Asociaciéon Colombiana de Diabetes
en Bogotd D.C. (previa aprobacién del Co-
mité de Bioética), para lo cual se aplicé una
encuesta a cada individuo en donde se in-
dagé acerca de los antecedentes médicos,
personales y familiares y, hdbitos tales como
el tabaquismo, sedentarismo, etc.; se les
comunic acerca de las caracteristicas e im-
portancia del estudio y se obtuvo su con-
sentimiento por escrito, el cual, sigue las
directrices establecidas por la legislacién
colombiana (Londofio et al., 1993). La se-
leccion buscéd una distribuciéon homogénea
de pacientes con condiciones socioe-
condmicas similares y se excluyeron aque-
llos individuos con patologias diferentes de
diabetes e hipertension.

Los sujetos se agruparon en tres catego-
rias: 1. diabéticos que mostraron buen con-
trol metabdlico, (hemoglobina glicosilada
menor de 7%); 2. diabéticos no controlados
(hemoglobina glicosilada mayor de 7%); 3.
individuos saludables.

Las condiciones preanaliticas fueron las re-
comendadas mundialmente para este tipo
de determinaciones. La muestra se obtuvo
mediante venopuncion directa con agujas
multiples utilizando tubos con anticoa-
gulantes EDTA y heparina a una concentra-
cién final de Img/mL (Vacutainer). La sangre
se centrifugé a 3.000 rpm por 15 minutos
para obtener glébulos rojos y plasma.

La concentracién porcentual de hemoglo-
bina glicosilada, se obtuvo mediante el mé-
todo de inhibicién de la inmunoaglutinacién
de particulas de latex recubiertas con un
anticuerpo monoclonal especifico (Bayer
S.A.), y la hemoglobina por el método de
cianometahemoglobina, en donde la Hb es
oxidada a metahemoglobina por el ferrocia-
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nuro potdsico el cual es convertido a
cianometahemoglobina por el cianuro
potasico.

A partir de los eritrocitos se determiné la
actividad de la glutatiéon peroxidasa y la
superéxido dismutasa con los kits Ransel y
Ransod (RS504 y SD125, Randox Labora-
tories Ltd. U.K.) y el estado antioxidante
total en plasma heparinizado (NX2332,
Randox Laboratories Ltd. U.K.). Estos
analitos se valoraron por los métodos idea-
dos por Miller et al., (1993).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los pacientes pobremente controlados (he-
moglobina Alc mayor de 7%) exhiben au-
mento en la actividad de los radicales libres
y disminucién del estado antioxidante total
en comparacién con los diabéticos metab6-
licamente controlados y con los controles
no diabéticos (pacientes saludables).

Debido a que la vida media de los radicales
libres es de fraccién de segundos, su
cuantificacién es sumamente dificil y requie-
re de tecnologia muy compleja, por lo que
se valor6 la capacidad antioxidante total que
involucra la suma de los antioxidantes pre-
sentes en el organismo, capaces de inactivar
y depurar los radicales libres de oxigeno de
diferentes origenes. La estimacién de AT
refleja el equilibrio dindmico entre el siste-
ma antioxidante y la produccién de espe-
cies reactivas de oxigeno (Haffner, 2000).

Latabla 1 y la grafica 1 muestran el compor-
tamiento de la hemoglobina glicosilada y el
estado antioxidante total de los sujetos en
estudio, en donde puede apreciarse como
los individuos con HbAlc dentro de los
valores de referencia, exhiben normalidad
en AT, en contraste con los diabéticos no
controlados, lo que llevaria a pensar cémo
el buen control metabdlico puede predecir
la proteccidn existente contra radicales libres.

Tabla 1
Promedio y desviacion estdndar del % de
hemoglobina glicosilada (HbAlc) y de
antioxidantes totales (AT), de pacientes
sanos, diabéticos tipo 2 controlados y no
controlados en Bogota D.C.

HbAlc(%) Antioxidantes totales

X S X S
Pacientes sanos 5,0 +0,6 1,6 +0,1
Controlados 6,5 +04 1,5 +0,3
No controlados 10,0 +19 1,1 +0,1

Valor de referencia <7 1,3 -1,77
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Grifica 1.

Promedio del % de hemoglobina glicosilada
(HbAlc) y de antioxidantes totales (AT) de
pacientes sanos, diabéticos tipo 2 controla-
dos y no controlados en Bogotd D.C.

Para tener una mejor vision del comporta-
miento tanto de la hemoglobina glicosilada
como de los antioxidantes totales se cons-
truyeron los intervalos de confianza para
estos pardmetros encontrando que con el
95% de confianza se puede afirmar que la
hemoglobina glicosilada en pacientes sanos
fluctda entre 4,67 y 5,32; para diabéticos
controlados oscila entre 6,28 y 6,71 y para
los no controlados entre 8,96 y 11,03.

Se puede notar que no existe una rela-
cion de inclusién en estos intervalos, en
este caso, todos los intervalos son
excluyentes. Esto permite evidenciar las
diferencias significativas entre los tres
grupos. La ausencia de la relacién de in-
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clusién puede advertirse al ubicar los in-
tervalos de confianza en la recta real.

467 532 628 6,71 896 11,03

Es importante recordar que la compara-
cion de estos intervalos es una forma equi-
valente de determinar las diferencias
significativas entre los tres grupos. Para
corroborar estos resultados también se
realizé el andlisis de varianza para los gru-
pos en estudio y se confirmaron las dife-
rencias significativas en por lo menos dos
de ellos (p<0,05).

Con respecto a los radicales libres, los
intervalos de confianza del 95% son
los siguientes:

[1,54,1,65] para pacientes sanos
[1,33,1,60] para pacientes controlados
[1,04,1,15] para pacientes no controlados

Al observar los intervalos de confianza
se encuentra un traslape entre los inter-
valos para los pacientes sanos y contro-
lados. Estos intervalos se hallan
incluidos dentro del rango de referencia.
Con respecto a los pacientes no contro-
lados, el intervalo de confianza esta to-
talmente por fuera y a la izquierda del
rango considerado normal. Por lo tanto,
el grupo que estd marcando la diferencia,
en el caso de los radicales libres, es el
grupo de pacientes no controlados.

1,04 1,15 133 154 1,65 1,66

Con el fin de evitar los efectos deletéreos
de los RLO (oxidacién de biomoléculas,
dafio tisular y muerte celular), las células
deben desarrollar mecanismos antioxi-
dantes importantes como defensa para

evitar la produccién de estos radicales, o
para limitar su capacidad de lesién. Tales
mecanismos incluyen enzimas que des-
componen los perdxidos (superdxido
dismutasa y glutation peroxidasa), las
proteinas que se combinan con los meta-
les de transicién, y una cantidad impor-
tante de compuestos, los cuales depuran
la actividad de los radicales libres. (Cés-
pedes y Sanchez, 2000).

La tabla 2 muestra el promedio y la des-
viacién estandar de las enzimas SOD y
GPx de los individuos en estudio. En ella
se observa, como los controlados mues-
tran actividad dentro de las cifras de re-
ferencia en comparacién con los no
controlados, lo que estd en concordan-
cia con el estado antioxidante, por la po-
sible glicosilacién no enzimdtica de
proteinas, lo cual puede afectar los radi-
cales libres de oxigeno (RLO) favorecien-
do la autoxidacion de la glucosa, con
formacién de enedioles y radical libre
hidroxilo (el mds potente agente oxidante
conocido). Como respuesta a la hipergli-
cemia existe incremento de RLO por au-
mento de NADH/NAD que se traduce en
estado seudohipdxico celular, por lo cual,
la actividad de las enzimas en estudio
guarda relacién directa con el buen con-
trol metabdlico de los pacientes.

Teniendo en cuenta que las enzimas
en estudio se hallan en el citosol, se
realizé un hemolizado de las muestras
para poder valorar su actividad (U/L),
asi como su comparacién con la con-
centracién de la hemoglobina (U/gHb)
de los pacientes, encontrdndose una
correlacion directa.

Con la misma técnica usada en el caso de
los antioxidantes totales, se generaron los
intervalos de confianza del 95% para cada
pardmetro considerado. Estos intervalos
son:
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Tabla 2
Promedio y desviacion estdndar de superdxido dismutasa (SOD) U/gHb,
de glutatién peroxidasa (GPx) y de U/gHb de pacientes sanos, diabéticos tipo 2
controlados y no controlados en Bogota D.C.

SOD (U/L) UlgHb GPx (U/L) UlgHb
X S X S X S X S
Pacientes sanos 219,5 +27.8 14539 2383 58716  +1572,6 392 =88
Controlados 204,7 31,8 1393,5 2433 5649,9  x1474,1 38,6 =106
No controlados 118,3 =415 8144 +332,0 3420,6  +1321.4 23,2 =89
Valor de referencia 164 - 240 1092 - 1817 4171 - 10881 27,5 - 73,6

Para superéxido dismutasa:

[204,37, 204,62]en pacientes sanos
[187,39, 222,00]en pacientes controlados
[95,72, 140,87] en pacientes no controlados

En este caso, la diferencia estd marcada por
los pacientes no controlados, cuyos valo-
res de superéxido dismutasa estdn en un
intervalo que se ubica a la izquierda del ran-
go de valores normales.

Para GPx:

[5135,58, 6607,61] en pacientes sanos

[4959,98, 6339,81] en pacientes controlados

[2802,16, 4039,03] en pacientes no
controlados

Al observar estos intervalos de confianza
se puede notar que el correspondiente a
los pacientes no controlados estd por fue-
ray a la izquierda del correspondiente a los
valores de referencia.

CONCLUSIONES

Los diabéticos tipo 2 exhiben alta actividad
de radicales libres de oxigeno.

Los pacientes con diabetes mellitas tipo 2
no controlados exhiben actividad de SOD
y de GPx y de antioxidantes totales meno-
res que los pacientes controlados.

La baja actividad de las enzimas SOD y Gpx
y de antioxidantes totales, encontrada en
los pacientes no controlados puede ser re-
flejo de incrementos de RLO y predisposi-
cion a desarrollar fendmenos que conducen
a complicaciones macrovasculares.

La de SOD y de GPx y de antioxidantes tota-
les guardan relacién directa con respecto al
buen control metabdlico de la diabetes.

El comportamiento de los antioxidantes to-
tales, de la SOD y de la GPx, en los dia-
béticos estudiados, es similar a los
publicados en otras latitudes y por diver-
sos investigadores.
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