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Los cambios significativos en la estructura y metabolismo de los lipidos y proteinas en
la diabetes mellitus, por lo general son de naturaleza oxidativa, lo que conlleva al
desarrollo de complicaciones vasculares. Determinar pardmetros bioquimico clinicos e
indicadores de dafio oxidativo en lipidos y proteinas en pacientes diabéticos tipo 1.
Fueron utilizadas 100 muestras de suero; 40 de pacientes diagnosticados con Diabetes
mellitus tipo 1 provenientes de las consultas de endocrinologia del “Centro de Atencion
al Paciente Diabético” de la provincia de Villa Clara y 60 individuos supuestamente
sanos tomados como control. Los estudios quimicos clinicos incluyeron la glucemia,
colesterol total, triglicéridos y proteinas totales. El dafio a lipidos y proteinas se midi6

mediante la determinacion de malonildialdehido y de los productos avanzados de
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oxidacion de proteinas respectivamente; en todos los casos se emplearon métodos
espectrofotométricos. Las diferencias entre ambos grupos se analizaron mediante
pruebas no paramétricas para un nivel de significacién de un 95%. Se evidencié un
aumento altamente significativo (p=0,000) de la glucemia y un aumento significativo
del colesterol (p=0,047) y los triglicéridos (p=0,012) en los diabéticos, mientras que las
proteinas totales se comportaron de manera similar en ambos grupos. Las
concentraciones de malonildialdehido y proteinas oxidadas aumentaron de manera muy
significativa (p=0,000) en los enfermos. Se evidencio deficiencias en el control
metabolico y dafio oxidativo en los pacientes diabéticos tipo 1 incluidos en el estudio,
dado por un aumento en la oxidacion de lipidos y proteinas.

PALABRAS CLAVE: hiperglucemia, dafio oxidativo.

THE HYPERGLYCEMIA AND THE DAMAGE TO LIPIDS AND PROTEINS

ABSTRACT

Significant structure and metabolism changes in lipids and proteins during diabetes
mellitus have, in general, oxidative nature that’s way it involve the development of
vascular complications. To determine biochemical-clinic parameters and indicators of
oxidative damage to lipids and proteins in type 1 diabetic patients. It was studied 100
serum samples; 40 from type 1 mellitus diabetes diagnosed patients that come from
endocrinology surgery belong to “Centro de Atencion al Paciente Diabético” of Villa
Clara and 60 individuals used as control group. Biochemical-clinic studies involved
glycemia, total cholesterol, triglycerides and total proteins. Lipids and proteins damage
was measure assessing serum concentrations of malonildialdehide and advance products
of proteins oxidation respectively. In all case it was used spectrophotometric methods.

Differences between both groups were analyzed by non parametrical tests with

66

Acta-Bioclin 2017; 7(14):65-79



ACTA BIOCLINICA Volumen 7, N° 14, Julio/Diciembre

Articulo Original Deposito Legal: PP1201102ME3815

D. Heredia y col ISSN: 2244-8136

significance value of 95%. It was evidenced a high significant increase (p=0,000) of
glycemia and a significant increase of cholesterol (p=0,047) and triglyceride (p=0,012)
in diabetic patients whereas total proteins were similar in both groups.
Malonildialdehide concentrations and oxidized proteins increase in significant way
(p=0,000) in diabetic patients. It was evidenced deficiency in metabolic control and
oxidative damage in type 1 diabetic patients included in our study due to an increased of

lipid and proteins oxidation.

KEY WORD: Hyperglycemia, oxidative damage.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una
enfermedad metabdlica cronico-
degenerativa asociada a fallas en la
accion o produccion de la insulina que
conlleva a alteraciones del metabolismo
intermedio de carbohidratos, lipidos y
proteinas. Especificamente la diabetes
tipo 1 (DML1) se caracteriza en general,
por una reaccion de tipo autoinmune
que se manifiesta por una destruccién
selectiva de las células beta del pancreas
productoras de insulina, cuya ausencia
en el organismo conduce a la
hiperglucemia crénica (1). Mdltiples
son los estudios que se realizan para
desentrafiar los mecanismos

bioguimicos que permiten explicar la

Acta-Bioclin 2017; 7(14):65-79

alta prevalencia de DM, y a pesar que se
ha demostrado la alta predisposicion
hereditaria a padecerla con la
intervencion de diversos factores
ambientales, son varios los factores de
riesgo que pueden asociarse.

El estrés oxidativo (EO) podria
considerarse uno de estos factores, por
estar involucrado en el mecanismo
fisiopatologico de mas de 100
enfermedades  crdnico-degenerativas,
entre las que se encuentra la DM y sus
complicaciones micro y
macroangiopaticas (2). Se conoce que la
alteracion redox que conlleva al EO es
propiciada por un desequilibrio
bioquimico entre la produccién de

radicales libres (RL) o especies
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reactivas y los antioxidantes, donde la
balanza se inclina a favor de los
primeros (3). Este desbalance trae
consigo dafio a nivel celular, tisular y
sistémico que afecta la homeostasis del
organismo (4). En condiciones de
hiperglucemia las especies reactivas del
oxigeno (ERO) se generan
principalmente durante la autooxidacion
de la glucosa y en diferentes reacciones
oxidativas (5) que acompafian a la
glicacion de proteinas, lipidos y acidos
nucleicos. Las modificaciones de las
proteinas inducidas por carbohidratos
son producidas durante la hiperglucemia
cronica y son causadas por la
interaccion de la glucosa y de otros
carbohidratos —como la fructosa y la
glucosa—6-fosfato o sus derivados—
con las proteinas, acidos nucleicos, y
lipidos, para formar productos de
glicacion avanzada, conocidos como
AGE o AGEs (6,7) (por sus siglas en
inglés, advanced glycalion end
products). EI EO estd intimamente
vinculado a la glicacion, por lo cual la

accion combinada de estos dos procesos
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se conoce como glucooxidacion. Las
ERO conducen también a
modificaciones estructurales de las
proteinas, originando compuestos en
ocasiones similares a los productos de
glicacion. Ademas, los compuestos
resultantes de la lipoperoxidacion, como
el malondialdehido, se pueden unir a las
proteinas y amplificar el dafio inducido
por la glucooxidacion. Las
investigaciones realizadas en la DM han
estado encaminadas por lo general a
desentrafiar los  mecanismos que
provocan las serias complicaciones en
Organos y sistemas sensibles provocadas
por la hiperglucemia. No obstante, cada
resultado podria aportar elementos que
logren explicar algunas de las causas
y/o consecuencias de tales alteraciones.
De manera que el objetivo principal de
nuestro estudio fue determinar la
existencia de dafio oxidativo en
macromoléculas importantes como los
lipidos y proteinas, en una muestra de
pacientes diabéticos tipo 1 que

presentaron hiperglucemias.
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MATERIAL Y METODOS
En el laboratorio de Quimica Sanguinea
perteneciente a la Unidad de
Investigaciones Biomedicas se realiz6
una investigacion analitica transversal
de casos y controles con el fin de
determinar la existencia de dafio
oxidativo a lipidos y proteinas en
pacientes aquejados de Diabetes
mellitus  tipo 1. Los individuos
involucrados en el estudio fueron
atendidos en el Centro de Atencion y
Educacion al Paciente Diabético de la
provincia de Villa Clara, durante el afio
2014.
Se realizo un muestreo intencional
partiendo de los siguientes criterios:
Criterios de inclusion
* Grupo de estudio: Pacientes con
criterio  diagndstico de Diabetes
mellitus tipo 1, mayores de 18 afios y
menores de 50, de ambos sexos y que
otorgaron el consentimiento informado
para la investigacion.
. Grupo control: Individuos
aparentemente sanos, de ambos sexos,

con edades comprendidas entre 18 y
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50 aflos y que emitieron su
consentimiento.

Criterios de exclusion

* Pacientes con Diabetes mellitus tipo 1
que padecian de otra patologia cronica
que pudiera interferir en el anélisis y
que no dieron su consentimiento.

* Muestras de suero con interferentes
analiticos como lipemia, ictericia o
hemolisis.

Las determinaciones de los parametros
estudiados se realizaron en 100
muestras de suero: 40 de pacientes
diabéticos tipo 1 y 60 de individuos
aparentemente sanos provenientes de un
estudio de pesquisaje tomados como
control.

Fueron empleados métodos

espectofotométricos (Genesys 10 UV

®), con reactivos suministrados por la
firma Merck KGaA 64271 Damstadt.

Germany (www.merck.de) y de la
HELFA

(epbcjf@ip.minbas.cu).

Diagnosticos ®  Cuba

Determinaciones
Para determinar el dafio a lipidos o

lipoperoxidacion se realizé la técnica de
69
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Malonildialdehido (MDA) la cual se basa
en la reaccion de dos moléculas del
reactivo cromogénico N-metil-2-fenil
indol con una molécula de MDA a 45 °C,
lo que conduce a la formacion de un
croméforo estable con un méaximo de
absorbancia a 586 nm (8). La
concentracion de MDA fue cuantificada
mediante la utilizacion de una curva
patron de 1, 1, 3, 3 Tetramethoxypropan
y expresada en pM.

Para determinar el dafio a proteinas se
cuantificaron los Productos Avanzados
de Oxidacion de Proteinas (PAOP) por el
método de Witko-Sarsat (9), donde las
proteinas susceptibles al dafio por
radicales libres dan lugar mediante
reacciones de agregacion,
entrecruzamiento y fragmentacion a los
PAOP. La concentracion de estos es
expresada como  equivalentes de
Cloramina T (patron) en condiciones
acidicas a 340 nm en presencia de yoduro
de potasio, siguiéndose la transformacion
de iones yodo a yodo diatobmico que
provocan estos PAOP. La concentracion

es expresada en UM.
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Se cuantificaron ademas las proteinas
totales por el método de Lowry (10) y
por métodos hemoquimicos
convencionales se determiné la glucemia,
el colesterol total y los triglicéridos.

Anélisis de Datos
Los resultados fueron procesados
mediante hojas de calculos en Excel y
posteriormente  las  concentraciones

fueron  sometidas al  programa
estadistico SPSS version 18 para

Windows. A partir de una base de datos,

se realizaron analisis descriptivos para

las variables de estudio. Al aplicar

pruebas de normalidad se comprobd que

no existia una distribucion gaussiana

(p<0,05) por lo que se aplicaron pruebas

no paramétricas para la comparacion de

medianas, especificamente el test de

Mann-Whitney. En todos los casos se

tuvo en cuenta un nivel de confiabilidad

del 95 y 99 %.

Aspectos éticos

El protocolo de investigacion fue
valorado por el Comité Cientifico y
aprobado por el Comité de Etica del

centro. El estudio fue disefiado teniendo
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en cuenta la Declaracion de Helsinki
(11) sobre los aspectos éticos para el
trabajo en humanos. De esta forma todos
los individuos incluidos, emitieron su
autorizacion por escrito (12),

respetandose el principio de autonomia.

RESULTADOS
La edad de los

involucrados en el estudio estuvo

participantes

comprendida entre 18 y 50 afios. Los
pacientes diabéticos tipo 1 mostraron un
promedio de 41,6 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: 18
mujeres y 22 hombres y en el grupo
control: 30 mujeres y 30 hombres. En

ninguno de los casos se evidencid
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diferencias entre los sexos por lo que la
muestra se tomé como Unica
permitiendo la comparacion entre los
grupos.

Las Tablas 1 y 2 muestran las
comparaciones de las variables
estudiadas en el grupo de pacientes
diabeticos y grupo control, asi como la
significacion obtenida.

La tabla 1 refleja las concentraciones de
glucemia, colesterol, triglicéridos vy
proteinas totales en pacientes diabéticos
y controles, donde se evidencia un
aumento altamente significativo
(p<0,01) de la glucemia y un aumento
significativo del colesterol total vy
triglicéridos en los diabéticos. Las
proteinas totales se comportaron de

manera similar en ambos grupos.

Tabla 1. Concentraciones de parametros bioquimicos clinicos en diabéticos y controles

Gelde M XS P
Glucemia Sanos 60 4,42 + 1,12
(mmol/L) Diabéticos 40 7.56 + 1.96 0,000
Colesterol Sanos 60 571 + 0,54 0,047*

Acta-Bioclin 2017; 7(14):65-79
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(mmol/L) Diabéticos 40 6,85 + 1,32
Triglicéridos Sanos 60 1,08 +0,21 ”
(mmol/L) Diabéticos 40 383+135 001
Proteinas Totales  Sanos 60 438+25 0.086
(9/L) Diabéticos 40 42,6 +3,2 ’

La tabla 2 expone las comparaciones de
los parametros de dafio oxidativo
estudiados. EI MDA se usé como
medida de la peroxidacion lipidica y

los PAOP como medida del dafio a

proteinas. En ambos caso se produjo un

aumento altamente significativo
(p<0,01) en los pacientes diabéticos,

con respecto a los controles.

Tabla 2. Concentraciones de MDA y PAOP en sujetos diabéticos y controles

Grupos de
estudio n XxDS P

Sanos 60 1,17 £ 0,44

M?AA 0,000%*

(UM)  Diabéticos 40 3,58 + 2,89
Sanos 60 60,63 + 19,38

FEAI\OAT 0,000%*

H Diabéticos 40 153,12 + 95,38
DISCUSION metabdlicas no muy usuales en el

El EO presente en los sujetos diabéticos
se asocia con la hiperglucemia cronica
que caracteriza a esta enfermedad, ya
que ante un exceso de glucosa

circulante se activan varias vias

Acta-Bioclin 2017; 7(14):65-79

organismo, lo que conduce a la
generacion de otros metabolitos entre
los cuales se encuentran los radicales

libres del oxigeno (13).
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Los niveles elevados de marcadores de
oxidacion asociados con el control
glucémico y los AGEs confirman la
vinculacion entre la hiperglucemia
cronica y el EO (6). Aunque también los
bajos niveles de insulina se han
asociado a este estado, ya que se ha
demostrado que las células beta del
pancreas no son inmunes al dafio por los
RL (7). De manera que una vez
instaurada la enfermedad es posible que
empeore la situacion del sujeto
diabético, dado que disminuye Ila
secrecion de insulina en el pancreas por
interferencia de los RL sobre el proceso
normal de produccion y secrecion de
insulina. Los cambios significativos en
la estructura y metabolismo de los
lipidos y proteinas en la DM por lo
general, son de naturaleza oxidativa. La
oxidacion de los lipidos y lipoproteinas
del plasma en las membranas celulares
estan asociados con el desarrollo de
complicaciones  vasculares en la
diabetes.  Sin  embargo, estudios
epidemiologicos sugieren que los

niveles de peroxidacion de lipidos en el
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plasma humano estdn mas asociados
con hipertrigliceridemia y enfermedades
vasculares que con la diabetes
directamente (14).

En un estudio realizado en ratas
diabeticas, la peroxidacion lipidica
incrementada fue también asociada con
hipertrigliceridemia, pero la oxidacion y
la toxicidad resultante de las
lipoproteinas oxidadas fueron inhibidas
por la administracion de un antioxidante
lipofilico sin ningun efecto en la
hiperlipidemia (15).

El incremento de lipidos peroxidados en
el plasma podria resultar de la
activacion de procesos enzimaticos por
inflamacion vascular generalizada que
por consiguiente conduce al incremento
en los niveles de prostaglandinas y
productos lipooxigenados.
Alternativamente, los lipidos
peroxidados podrian ser formados por
reacciones no enzimaticas de lipidos
insaturados con radical superéxido,
peréxido de hidrégeno, e iones
metalicos fortuitos en la circulacion, el

espacio extravascular o en la superficie
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del endotelio y las células fagociticas
(16,17).

La distincibn entre la oxidacion
enzimatica y no enzimatica de los
lipidos in vivo no es absoluta. De este
modo, la sintesis enziméatica de
prostaglandinas puede ser estimulada
por lipidos peroxidados derivados desde
vias no enzimaticas, y los lipidos
peroxidados generados enzimaticamente
pueden también reaccionar con iones
metélicos para iniciar reacciones de
auto-oxidacion. El  peroxido  de
hidrogeno y el anion superoxido,
intermediarios de la via auto-oxidativa,
son también producidos por ambas vias
(enzimaticas y no enzimaticas) (18,19).
Por otro lado las complicaciones de la
diabetes inducida por la hiperglucemia
se originan en gran medida por cambios
quimicos y funcionales de las proteinas,
alteracion en la expresion de los genes y
dafio del endotelio. Al parecer la
disfuncion del endotelio es la causa
principal de las complicaciones
vasculares (20), porque en este tejido se

presenta un desequilibrio en la
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produccion de sustancias vasoactivas,
que consiste en la disminucion de la
produccion de vasodilatadores como el
6xido nitrico, y en el aumento de la
liberacion de vasoconstrictores como la
endotelina-1 (ET-1). Asimismo, hay
aumento en la liberacion de factores
procoagulantes. En conjunto estas
alteraciones pueden explicar, en parte,
la mayor incidencia de ateroesclerosis e
hipertension en este tipo de pacientes.
Pero ademas, en el endotelio y en otras
células se incrementa la expresion del
inhibidor del

plasmindgeno-1 (PAI-1), de proteinas

activador del

de la matriz extracelular, citocinas y
factores del crecimiento [entre los que
se encuentran: el factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF), el factor
de crecimiento transformante  (TGF B)
y el factor de necrosis tumoral a (TNF
a)] (21). Lo

alteraciones celulares y organicas,

anterior  provoca
dependiendo del lugar donde se
producen.

La glicosilacion no enzimatica también

puede afectar la funcionalidad de las
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celulas, ya que afecta la actividad
bioldgica de las proteinas por medio de
tres  mecanismos  generales: la
modificacion de proteinas extracelulares
(de bajo

desencadenamiento de

recambio), el
procesos
intracelulares por union a receptores
extracelulares y  alteraciones de
proteinas intracelulares (22). En los
sujetos diabéticos, donde se conjuntan
las condiciones para que se generen los
productos finales de glicosilacion
avanzada (AGEs), se ha descrito la
union de éstos a receptores especificos
del tipo de las gammaglobulinas, en la
superficie celular de macrofagos,
monocitos y células endoteliales,
desencadenando la liberacion de RL de
oxigeno y EO (23).

En general, los estudios de peroxidacion
lipidica son consistentes con los
estudios de glicosilacion de proteinas en
la diabetes (24). De manera que el
incremento en la oxidacion tanto de
lipidos como de proteinas esta asociado

con el desarrollo de complicaciones.
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El dafio por peroxidacion lipidica puede
no estar limitado al compartimiento de
los lipidos porque los lipidos
peroxidados pueden causar coloracion y
entrecruzamiento de  coldgeno vy
contribuir al desarrollo de fluorescencia
en las proteinas del plasma en la
diabetes (24). Este cruzamiento entre la
quimica oxidativa y los lipidos vy
proteinas plantea que la glicacion de
proteinas causa oxidacion de los lipidos
asociados y aumentan la generacion de
fluorescencia durante la oxidacion de
proteinas (25).

De este modo, se considera que la
glicacién incrementada del colageno y
las proteinas del plasma en la diabetes
pueden estimular la oxidacion de
lipidos, los cuales pueden cambiar las
reacciones autoxidativas de azUcar,
aumentando el dafio tanto en lipidos
como en proteinas en la circulacion y la
pared  vascular, continuando vy
reforzando el ciclo de estrés oxidativo y

dafo.
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