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1. ANTECEDENTES
1.1 Diabetes

La Diabetes Mellitus es un trastorno crénico del metabolismo debido a una
deficiencia absoluta o relativa de insulina; asi como también a una resistencia a la
accion de la misma.

Esta enfermedad es un problema de salud publica mundial y la Organizacion
Mundial de la Salud ha estimado que existen 143 millones de personas con diabetes en
todo el mundo con una prevalencia de 6.51%, 14.8% en mayores de 20 afios de edad y
36,000 defunciones al afio (1-3). Anualmente se registran 180,000 nuevos casos, y se
calcula que esta cifra se elevara a 300 millones para el afio 2025 (4); ya que este
padecimiento se ha convertido en una de las enfermedades de mayor incidencia y la
segunda causa de mortalidad en el mundo (5-7).

La frecuencia de Diabetes Mellitus en la poblacion mexicana ha aumentado mas
de treinta veces durante los dltimos 50 afios. En 1955 se registraron 1,500 muertes por
esta enfermedad y en el 2000 méas de 47 mil (8), teniendo una prevalencia de 8.2%; este
incremento en la cifra considera a la diabetes como una enfermedad epidémica, ademas
de ser la segunda causa de morbimortalidad en nuestro pais. Se calcula que sélo 3.5
millones de diabéticos son registrados; sin embargo, se estima que el 50% de los
pacientes desconoce el diagndstico. El gasto para la atencidn del paciente diabético es
muy elevado. En los Estados Unidos es cercano a 100 billones de ddlares anuales (8).

Se ha estimado que, para el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), los
costos relacionados directamente con el tratamiento de la diabetes, asi como las
incapacidades que ocasiona, supera los 4 mil millones de pesos anuales y sumando a
esto el gasto generado en el sector privado y de la poblacion no asegurada se

alcanzarian cifras superiores a los 10 mil millones de pesos anuales (9).



La Diabetes Mellitus representa la principal demanda de atencion médica y una
de las causas mas importante de hospitalizacion en México. Solamente en el IMSS se
registran cada afo cerca de 180 mil casos nuevos, se dan més de 5 millones de
consultas. Se estima que diariamente mueren de manera prematura 39
derechohabientes a causa de las complicaciones de este padecimiento (8).

Esta enfermedad se caracteriza por hiperglucemia en ayuno y posprandial. En su
forma mas avanzada se asocia con cetoacidosis y desnutricion proteica provocando la
aparicion del sindrome hiperglucémico (1, 10-12). En etapas tardias de su evolucion,
esta enfermedad se acompafa en grado variable de complicaciones con dafio a vasos
sanguineos pequefios (microangiopatia) o a grandes vasos (macroangiopatia). Por otro
lado, a pesar de que se ha avanzado ampliamente en el conocimiento de la diabetes, las
complicaciones crénicas de la enfermedad siguen reduciendo la esperanza de vida asi
como la calidad de ésta en enfermos diabéticos (13).

La Asociacion Americana de Diabetes considera diabética a una persona cuando
sus niveles de glucosa en ayuno rebasan los 126 mg/dl (11). A nivel internacional, dos
grupos han clasificado a la Diabetes: “The National Diabetes Data Group (NDDG) (14) y
“The Word Health Organization (WHO)”, con base en las caracteristicas y el origen del
padecimiento (10, 12). La diabetes se ha clasificado en diversos grupos, Diabetes tipo 1,

Diabetes tipo 2, Diabetes gestacional y otros tipos especificos de Diabetes.

1.2 Diabetes tipo 1

La Diabetes 1 es una enfermedad autoinmune que presenta destruccion de las

células B del pancreas y tiene un requerimiento absoluto de insulina. La aparicion de

manifestaciones clinicas puede estar precedida por un largo periodo asintomatico

durante el cual ocurre la destruccion de las células B hasta ser completa en la mayoria

de los casos. El proceso evolutivo de la destruccion de las células pancreaticas, con



pérdida progresiva de la secrecion de insulina, permite predecir la forma en que se
altera la homeostasis de la glucemia. Con frecuencia, los sintomas se presentan en
forma abrupta y dramatica con requerimiento inmediato de la hormona (1).

Existen factores genéticos que predisponen a ciertos individuos a desarrollar
Diabetes 1, y algunas infecciones virales estan relacionadas con el inicio de la
enfermedad. Este tipo de diabetes afecta principalmente a nifios y ocasionalmente a
adultos. Algunos pacientes particularmente nifios y adolescentes han presentado
cetoacidosis, que es de las primeras manifestaciones de esta enfermedad. Los adultos
pueden tener funciones residuales de las células B, lo cual es suficiente para prevenir la
cetoacidosis por varios afos. Muchos individuos con este tipo de padecimiento
eventualmente dependen de la insulina por el resto de su vida (15).

Uno de los dafios causados por la no-secrecion de insulina, se manifiesta con
bajos o niveles plasmaticos imperceptibles del péptido ¢. La destruccion autoinmune de
las células B se debe a la predisposicion genética y también a factores relacionados con
el medio ambiente, los cuales estdn pobremente definidos. Estos pacientes son
raramente obsesos (2, 11) y se presentaenel 10y 15% de los casos (3).

La Diabetes tipo 1 representa el 5y 10% del total de los casos de diabetes. En
México no se conoce con exactitud; sin embargo, se estima que constituye menos de

5% de todos los casos de diabetes (8).

1.3  Diabetes tipo 2

Esta forma de diabetes, denominada con anterioridad diabetes no
insulinodependiente, Diabetes tipo 2 o Diabetes de inicio en la edad adulta, es un
término que su utiliza para personas que presentan resistencia a la insulina y suelen

tener una deficiencia relativa de esta hormona (10-12).



Se presenta generalmente en adultos de 30 afios en adelante, y se caracteriza
por una disminucion de la sensibilidad de los tejidos a la insulina, no pudiéndose utilizar
de forma adecuada la insulina producida. Se ha mencionado que el 90% de la poblacion
de diabéticos presenta Diabetes 2. En México, se diagnostica con mayor frecuencia y
esta adquiriendo proporciones epidémicas (8). La mayoria de estos pacientes es obesa
con cierto grado de resistencia a la insulina; la cetoacidosis rara vez ocurre de manera
espontanea, con frecuencia, esta forma de diabetes se diagnostica afios después de
haber aparecido la enfermedad y en las etapas iniciales, los sintomas clasicos de
diabetes no se presentan (16-18), teniendo mayor riesgo de desarrollar complicaciones
macrovasculares y microvasculares al ser cronica la hiperglucemia (10-13).

Algunas evidencias indican que los desarreglos metabdlicos presentes en los
pacientes con Diabetes tipo 2, pueden ser detectados antes de que se manifieste

completamente la enfermedad.

1.4  Diabetes gestacional

Se define como intolerancia a la glucosa de severidad variable con inicio o deteccidn
durante el embarazo. La Diabetes gestacional se presenta en mujeres susceptibles de
padecer diabetes a causa de la accion antiinsulinica de las hormonas lactégeno
placentario humano (HPL) y gonadotropina coriénica humana (HCG). Por lo general se
manifiesta en la segunda mitad del embarazo y cominmente desaparece después del
parto; sin embargo, este grupo de mujeres tiene entre un 30 a 60% de probabilidad de

desarrollar diabetes posteriormente (11, 23-24).

1.5  Otros tipos de diabetes

Dentro de este grupo se incluye diabetes e intolerancia a la glucosa que se

desarrollan en asociacion con enfermedades, sindromes genéticos y efectos



diabetogénicos por agentes quimicos y toxinas con una prevalencia entre 1 a 2% de

todos los pacientes diabéticos (Cuadro 1) (25).

Cuadro 1. CLASIFICACION DE OTROS TIPOS DE DIABETES DE ACUERDO AL ORIGEN DEL PADECIMIENTO

Defectos genéticos de las células B
Cromosoma 12, HFN-o *(MODY**3), Cromosoma 7, glucocinasa (MODY2), Cromosoma 20, HFN-4a. (MODY1), Mutaciones de
ADN***mitocondrial, otras.

Defectos genéticos en la accion de la insulina
Resistencia a la insulina tipo A; Leprecaunismo; Sindrome Rabson-Mendenhall; Diabetes lipoatréfica, etc.

Enfermedades del pancreas
Cualquier proceso que lesione el pancreas.

Endocrinopatias
Excesos en la produccion de antagonistas de la insulina como: hormona del crecimiento, coritos, glucagén, epinefina.

Diabetes inducida quimicamente
Vacor, pentamindina, acido nicotinico, clucocorticoides, hormonas tiroideas, antagonistas B-andrenérgicos, tiazidas, otros.

Infecciones
Rubéola, citomegalovirus

Diabetes poco comun mediada inmunoldgicamente
Anticuerpos contra el receptor de la insulina, Sindrome de Stiff-man, otros.

Otros sindromes genéticos, algunas veces asociados a diabetes
Sindrome de Down, de Klinnefelter, de Turner, de Wolfram.

. Interferdn alfa; **Maurity onset diabetes of the young; **Acido desoxiribonucleico.

1.6  Diabetes tipo MODY

Es una variante monogénica que tiene un comportamiento semejante a la Diabetes
tipo 2, se presenta en individuos jovenes menores de 25 aiios y se denomina MODY por
sus siglas en inglés (Maturity-Onset Diabetes of the Young). Se caracteriza por un
defecto en la secrecion de insulina que puede ser moderado o severo de acuerdo al tipo
de gen que se encuentre mutado. Existen al menos 7 diferentes genes alterados,
encontrados en distintos grupos étnicos; una mutacién en un anico gen es suficiente
para que la enfermedad se exprese; el tipo de herencia es autosémica dominante.

Los diferentes tipos de Diabetes tipo MODY son el resultado de mutaciones en

distintos genes; entre los que han sido identificados son: el de la glucocinasa



(GK)/MODY2, el del factor nuclear de hepatocito (HNF) 1o/MODY3, el del factor nuclear
de hepatocito 4o/MODY1, el del factor promotor de la insulina (IPF) I/MODY4, HNF-
1B/MODY5,y NEUROD1/Beta2/MODY6 (Cuadro 2).

Glucocinasa (GK) es una enzima responsable de la fosforilacion de la glucosa,

mientras que HNF-1a, HNF-4o, IPF1, HNF-1B, y NEUROD1 son factores de
transcripcion (4).

Cuadro 2. Diferentes tipos de MODY y su alteracion genética.

Tipos Alteracion

MODY 1 Mutacién en el gene de HNF-4o

MODY 2 Glucocinasa GK

MODY 3 Mutacion en el HNF-1o

MODY 4 Mutacién en factor 1 promotor de insulina

MODY 5 Mutacion en el factor de transcripcion hepatica nuclear 1
MODY 60 X NEUROD1/B2

MODY 7y 8 No clasificados

Existen otras variedades de MODY en donde el gen causal no ha sido identificado
aln (26) y para fines de estudio se agrupan como MODY X, asumiendo que puede

haber mas de un subtipo distinto a los ya conocidos.

1.7 Complicaciones de la diabetes

Estudios epidemiolégicos recientes han revelado que los pacientes diabéticos con
un mal control glucémico tienen un riesgo mas alto de padecer enfermedades
cardiovasculares que aquellos con un buen control.

La hiperglucemia es considerada en la actualidad como el factor causal clave en el
desarrollo de las complicaciones vasculares diabéticas pudiendo producir sus efectos
nocivos por diversos mecanismos entre los cuales se encuentran: la aldosa reductasa o

sorbitol (29-30), estrés oxidativo (5-6), glicacion (29-30), trastornos de la actividad



proteina kinasa C, pseudohipoxia (31), estrés carbonilico (5), trastornos del metabolismo

de las lipoproteinas (32-33) y trastornos de actividad de las citocinas (33).

1.7.1 Aldosa reductasa o sorbitol

El exceso de glucosa en tejidos no insulino-dependientes puede seguir la via de la
aldosa reductasa, produciendo sorbitol y fructosa, alterando el metabolismo energético
celulary la integridad de la membrana. Este seria un mecanismo bioquimico posible por
el cual la hiperglucemia podria deteriorar la funcion y la estructura de las células y

tejidos afectados por las complicaciones diabéticas.

1.7.2 Trastornos en la actividad de la proteina kinasa C (PKC)

La hiperactividad de la PKC sensibiliza las células del musculo liso vascular, a los
vasoconstrictores y factores del crecimiento, induce la agregacion plaquetaria pudiendo

asi promover la hipertension y la aterogénesis.

1.7.3 Glicacion

La glucosilacion no enzimatica o glicacion implica la interaccion quimica no
enziméatica entre el grupo carbonilo del carbohidrato con el grupo amino de las proteinas
0 péptidos (y en menor grado con lipidos y ADN), dando lugar a la formacidn de una
base de Schiff o aldimina; para formar los productos de glicacion temprana (también
llamados productos de Amadori). Posteriormente los productos de glicacion avanzada
(AGEs) se forman por la oxidacion de productos de Amadori produciendo intermediarios
dicarbonilos muy reactivos (34-35).

Las proteinas glucosiladas pueden encontrarse en el plasma, intracelularmente, asi
como también en la matriz extracelular y las proteinas modificadas por este mecanismo
pueden presentar alteraciones en su estructura y funcién dando como consecuencia que

aquellos procesos en los que participan dichas proteinas sean modificadas, tal es el



caso de la calmodulina (33 34) la superéxido dismutasa (35) y la bomba de calcio (36)
entre otras.

Los pacientes diabéticos presentan ciertas caracteristicas particulares, como un
envejecimiento prematuro, lo que ha sido relacionado entre otros aspectos con aumento
en la glicacion de proteinas, dando como resultado un riesgo de desarrollar
aterosclerosis por alteraciones en el metabolismo de lipidos y de proteinas.

A pesar de los avances en el conocimiento de la diabetes, las complicaciones
cronicas de la enfermedad siguen reduciendo la esperanza de vida asi como calidad de
ésta. La manifestacion morfoldgica de la macroangiopatia es la ateroesclerosis con sus
complicaciones crénicas como son la enfermedad coronaria, cerebrovascular y vascular
periférica, mientras que la microangiopatia se manifiesta por dafio en diversos érganos
como la retina, el parénquima renal y el sistema nerviosa periférico, siendo una de las
causas mas importantes de invalidez y mortalidad en el paciente diabético. El
tratamiento de la microangiopatia en etapas avanzadas demanda importantes recursos
econdmicos (37-39).

El principal factor de riesgo en las complicaciones de la diabetes es la concentracion
alta de glucosa plasmatica circulante de manera crénica (10) y una de las posibles
causas del dafio tisular en el paciente diabético, es el estrés oxidativo (1, 39-40), que es
favorecido no sélo por el aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno,
sino también por un decremento de los sistemas antioxidantes de defensa del
organismo o por ambos. La hiperglicemia y la glicacién de proteinas son una fuente

importante de radicales libres (41-43).

1.8 Radicales libres

Los radicales libres son especies quimicas que contienen uno o mas electrones sin

aparear. La necesidad de este electron por aparearse es la base de su reactividad



pudiendo dafar moléculas en el interior de la célula, principalmente: proteinas, lipidos y
acidos nucleicos (44).

Durante el metabolismo aerobio se generan constantemente pequeiias cantidades
de radicales de oxigeno (ROS), incluyendo al radical hidroxilo (OH), el anién superdxido
(02-) y el peréxido de hidrogeno (H202) etc. como respuesta a estimulos externos e
internos. Una alta produccion de especies reactivas o una eliminacion inadecuada de
éstos da lugar al estrés oxidativo que puede causar graves disfunciones metabdlicas y
dafio a macromoléculas bioldgicas. Debe existir, por tanto, un equilibrio entre los niveles
de antioxidantes, de radicales libres, asi como de moléculas mensajeras (factores de
crecimiento, prostaglandinas y 6xido nitrico) implicadas en la homeostasis celular (44).
Entre los radicales de O, méas importantes implicados en el estrés oxidativo se

encuentran:

1.8.1 Anion superdxido (02)

Esta especie se forma cuando el oxigeno (O2) recibe un solo electrén. En
condiciones fisiolégicas el anién superoxido (O27) es producido en bajas
concentraciones durante el metabolismo celular, por autooxidaciones de hidroquinonas,
leucoflavinas, catecolaminas, tioles, tetrahidopterinas y hemoglobina. El citocromo P4so y
el b5 localizados en reticulo endoplasmatico también generan O, por autooxidacion;
ambos citocromos presentan una gran actividad en presencia de NADPH (citocromo

450) o NADH (b5). En todos los casos el producto primario formado es el O,” (45).

1.8.2 Peroxido de hidrogeno (H20,)

EI'H,02 no es un radical libre per se, ya que no posee electrones desapareados; sin
embargo, al participar en la reaccidn de Haber-Weiss genera radicales hidroxilo o
interactla con halégenos y el sistema mioloperoxidasa para producir acidos como el

acido hipocloroso, acido hipobromoso, etc. (45-46).



1.8.3 Radical hidroxilo (OH)

Se genera por la ruptura del enlace oxigeno-oxigeno del H,O, lo cual da como
resultado 2 radicales hidroxilo, sin embargo, también puede formarse por la reaccion de
Haber-Weiss o por la reaccion de Fenton (45-49).

Durante la diabetes, se presenta ademas un estado generalizado de estrés oxidativo
y un incremento de éste es el resultado ya sea por una sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno o de una disminucion de los sistemas eliminadores de radicales
(antioxidantes) o por ambos.

Uno de los sistemas de mayor relevancia es el sistema del glutation y enzimas

relacionadas (45, 50).

1.9  Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Las ERO son capaces de afectar la estructura y funcion de las estructuras celulares
como las proteinas, lipidos y acidos nucleicos, lo que puede conducir a dafio y/o a la
muerte celular (44). Sin embargo, las células poseen sistemas antioxidantes de defensa
que les permiten controlar la concentracion de las ERO (45).

En los organismos aerobios existe una gran variedad de sistemas de defensa
antioxidantes tanto enzimaticos como no enzimaticos (2), que se coordinan

cooperativamente y protegen al organismo del estrés oxidativo.

SISTEMAS ANTIOXIDANTES
ENZIMATICOS NO ENZIMATICO
Vitamina E (a-tocoferol)
Vitamina C (cido ascérbico)
Vitamina A (o-caroteno)
Glutation reducido
Acido (rico
Selenio
Zinc
Cobre
Flavonoides
Catalasa (CAT) Acido fendlico
Rivoflavina

Superdxido dismutasa (SOD)

Glutation peroxidasa (GPX)
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1.10 Sistema antioxidante no enzimatico

Este grupo de compuestos no proteinicos posee la capacidad de interaccionar

directamente con las especies reactivas de oxigeno; entre estos se mencionan:

1.10.1 Vitamina E (a-tocoferol)

Se le ha considerado como el antioxidante mas ampliamente distribuido en los seres
vivos, debido a que es un compuesto hidrofébico, que se encuentra en las membranas
biolégicas. La vitamina E tiene la capacidad de interferir con la lipoperoxidacion en su
fase de propagacion reaccionando con los radicales lipoperoxilos y alcoxilos.

La interaccion con lipoperdxidos genera un radical a-tocoferilo, el cual es convertido
en o-tocoferol al interaccionar con el acido ascérbico. También se ha observado que
este compuesto tiene la capacidad de interactuar con el singulete de oxigeno y en
menor grado con el radical superéxido, por lo que se piensa que puede proteger a las

membranas de la accién oxidante de las ERO.

1.10.2 Vitamina C (acido ascorbico)

Es una sustancia hidrosoluble que se localiza tanto en el citosol de las células como
en los fluidos extracelulares y se caracteriza por su capacidad de aceptar electrones.
Puede reaccionar directamente con el anién superdxido y el radical hidroxilo, dando
como resultado la formacion del radical ascorbilo, el cual puede ser convertido en &cido

ascorbico.

1.10.3 Vitamina A (a-caroteno)
Es una vitamina liposoluble la cual se encuentra en las membranas lipidicas. Su
funcion antioxidante consiste en impedir la lipoperoxidacion al reaccionar principalmente

con el singulete de oxigeno y el radical hidroxilo, la interaccion con estas especies

11



reactivas de oxigeno genera radical carotenilo, el cual, a su vez, puede ser sintetizado al

interaccionar con el &cido ascérbico y/o a-tocoferol.

1.10.4 Glutation

El glutation reducido ha sido considerado como la molécula antioxidante mas
importante del organismo, ya que protege los grupos -SH de las proteinas de la accion
oxidante de los radicales libres. Asi mismo, el glutation tiene la capacidad de reaccionar
con una amplia gama de compuestos electrofilicos y oxidantes, tales como H»0,, 027y

OH. El glutation reducido neutraliza los radicales al transferirles un atomo de hidrégeno.

1.10.5 Acido urico

A pesar de que es un producto final del metabolismo de las purinas en humanos,
también posee propiedades antioxidantes; sin embargo, se desconoce el proceso
mediante el cual ejerce su accién protectora. Algunos reportes sugieren que el acido
urico forma complejos con metales de transicion tales como el hierro y cobre cuando

interacciona con el ascorbato (45).

1.11  Sistema antioxidante enzimatico

Este sistema incluye a varias enzimas destinadas a convertir las especies reactivas
de oxigeno (ERO), en moléculas inocuas, antes de que promuevan la generacion de
moléculas mas reactivas, las cuales son capaces de reaccionar y dafar estructuras
celulares.

Se ha demostrado que la presencia de enzimas antioxidantes ofrecen proteccion a
las células y tejidos contra el dafio oxidativo y juegan un papel importante en las
complicaciones cronicas de la diabetes. En mamiferos se han encontrado 3 enzimas
antioxidantes, la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa

(GPx) (44-48, 50).
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1.11.1 Superoxido dismutasa (SOD, oxido reductasa EC 1.15.1.1)

Es una enzima tetramérica, presente en los organismos aerobios que cataliza la

dismutacion del anion superdxido a peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular.

20y + 2H " coemeeeeeeeeae H20. + 0o

La SOD, protege a las células del radical superéxido, sin embargo, uno de los
productos de esta eliminacion es el perdxido de hidrégeno (H.02), el cual es

descompuesto por la catalasa u otras peroxidasas a H,O y 0,7 (51).

La actividad de SOD esta presente en la mayoria de los tejidos de mamiferos se
pueden encontrar tres isoenzimas: Mn-SOD, Cu-Zn-SOD y SOD-EC. Las tres isoformas
se sintetizan en los ribosomas citoplasmicos, producto de genes nucleares diferentes

(46, 52).

1.11.2 Glutation peroxidasa (GPx EC 1.11.1.9)

Es una enzima tetramérica que confiere proteccién a la célula ante un exceso de
H,0, y de hidroperdxidos, ya que cataliza la oxidacién del glutation (GSH) a disulfuro
glutation (GSSG).La enzima tiene tres isoformas: cistosélica, plasmatica vy
gastrointestinal. Las reacciones cataliticas de estas isoformas generan glutation
oxidado, el cual es regenerado a glutation reducido por la actividad de la enzima
glutation reductasa en presencia del NADPH (45-46, 51, 53).

ROOH + 2GSH — > GSSG + ROH + H:0

1.11.3 Catalasa (CAT EC 1.11.1.6)

Es una enzima tetramérica, con cuatro subunidades idénticas de 60kDa cada una de
ellas dispuestas tetraédricamente con cuatro grupos de ferro-protoporfirina por molécula.

La reaccion que cataliza es la descomposicion del peroxido de hidrogeno (H20,) en
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agua (H20) y oxigeno (O,), protegiendo a las células del H,O, que se genera en su
interior. En presencia de donadores de protones (metanol, etanol, acido formico,

fenoles) presenta actividad de peroxidasa (45, 47, 54).

1oL [ —— H,0 +ROH + A

El H,O, es catabolizado enzimaticamente en organismos aerobios por la catalasa
ademas de otras peroxidasas. Aunque la catalasa no es esencial para algunos tipos de
células en condiciones normales, tiene un importante papel en la adaptacion al estrés
oxidativo. La catalasa captura el H20, antes de que pueda escapar de la célula y lo
convierte en oxigeno molecular, protege también a los microorganismos del efecto
toxico del H,0, que se acumula durante el metabolismo bacteriano y es liberado
después de la fagocitosis (45, 47, 55, 56).

La catalasa se localiza principalmente en los peroxisomas, citoplasma vy
mitocondrias. El papel antioxidante de la catalasa se basa en que se disminuye el riesgo
de la formacion del radical hidroxilo por la interaccién del perdxido de hidrégeno con
metales de transicion via la reaccion de Fenton. Esta enzima es mas eficiente en
presencia de altas concentraciones de peroxido de hidrégeno en la célula, debido a que
su Km oscila en el rango milimolar. El mecanismo catalitico consiste en dos fases:
rompimiento de una molécula de peréxido de hidrégeno generandose en el grupo hemo
la especie oxoferrilo con la formacion de una molécula de agua y por la reaccion de la
especie oxoferrilo con otra molécula de perdxido de hidrogeno (48, 56, 57).

Se ha comprobado que las células B de los islotes pancredticos son altamente

sensibles a la accion de las especies reactivas de oxigeno, al poseer el mas bajo
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potencial secuestrador de especies reactivas derivadas de la reduccién parcial del
oxigeno molecular.

Se ha demostrado que las enzimas antioxidantes mencionadas se encuentran
modificadas en la diabetes, y se sabe que la glicacion puede afectar la actividad de

algunas de estas enzimas (50, 51, 58).

1.12 Glicina

La glicina es un aminoacido no esencial utilizado como producto nutricional, participa
en muchos estados fisioldgicos importantes incluyendo la biosintesis de acidos
nucleicos, acidos biliares, porfirinas, creatina fosfato y otros aminoacidos (59).

La glicina puede ser administrada en la dieta sin efectos secundarios y por sus
propiedades antinflamatorias puede ser (til en ciertos estados patolégicos, que
dependan de la activacion de los neutréfilos y macréfagos. Este aminoacido no esencial
ha demostrado ser protector contra la lesion celular atenuando el influjo de calcio libre
citosdlico y la generacion de superéxido por neutréfilos; también participa en la
produccion de TNFo en macréfagos alveolares, contra la hipoxia de los tibulos renales
proximales, la isquemia, la falla renal aguda, en el dafio por reperfusion en el tejido
cardiaco y hepatico, proporciona citoproteccion contra la lesion hepatocelular por
deplecién de ATP, minimiza las lesiones hepaticas después de la exposicién crénica al
alcohol, o posterior a choque hemorragico, mejora la supervivencia en el choque
endotéxico, protege de la hepatotoxicidad por D-galactosammina, previene el estado
hipermetabdlico y la hipoxia hepaticas, es adyuvante en el tratamiento de la
esquizofrenia, disminuye los niveles séricos de hemoglobina glucosilada en pacientes
con Diabetes Mellitus, protege del dafio a las células endoteliales y ademas ofrece

proteccion contra la radiacion quimica (60-68).
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La glicina ademas de los efectos benéficos mencionados ha sido utilizada por
Carvajal (69), quien ha demostrado que este aminoacido inhibe de manera significativa
la glicacion de la hemoglobina en ratas diabéticas, asi como también en pacientes con
dicha patologia. El grupo amino de la glicina al interactuar con el carbonilo de la glucosa
formaria glucosil-glicina disminuyendo asi la interaccion de la glucosa con las proteinas
dando como consecuencia una disminucion en la sintesis de los productos de glicacion

(70).

Es importante conocer los mecanismos por los cuales se originan las complicaciones
diabéticas, con el objeto de prevenir el dafio y mejorar la calidad de vida de dichos
pacientes. El estudio de la glicacion de algunas proteinas ha esclarecido muchos de los

mecanismos responsables del dafio celular (71-73).

La glicina al interactuar con la glucosa, evite que por competencia se lleve acabo la

reaccion entre los grupos aminos de la glicina y de varias proteinas.

El objetivo de presente trabajo es estudiar la actividad de las enzimas superoxido
dismutasa y catalasa en presencia de glicina, ya que se ha demostrado que la actividad

de dichas proteinas esta modificada en diabetes por glicacion.
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1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Estudiar la actividad de las enzimas Superdxido dismutasa y Catalasa en eritrocitos

de ratas con diabetes experimental.

2.2 Objetivos Particulares

1.- Estudiar la actividad de las enzimas antioxidantes en animales diabéticos
tratados con glicina.

2.- Guantificar la hemoglobina glucosilada y glucosa en sangre total en los cuatro
grupos experimentales.

3.- Llevar un registro de peso corporal.
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1. MATERIAL'Y METODOS

Se utilizaron 64 ratas macho Sprague Dawley de dos meses de edad con un
peso aproximado de 200 = 20g.

Se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura con un fotoperiodo
de 12h de luz y 12h de oscuridad, con agua y alimento ad libitum durante los 2 meses
que durd el tratamiento. La diabetes experimental se indujo con una sola dosis de
estreptozotocina (STZ) 60mg/kg, via intraperitoneal (76). La STZ se preparé en un
amortiguador de citrato de sodio 0.1M pH 4.5.

La evaluacion del estado diabético se realizo 48 hr después de la inyeccion de la
STZ, por la medicién de la glucemia, utilizando un glucoémetro digital Accutrend alpha. La
condicion diabética se considerd cuando los niveles de glucosa en sangre rebasaron los
200mg/dl. Adicionalmente se llevé un registro del peso corporal.

El protocolo de trabajo estuvo formado por 4 grupos de ratas distribuidas de la
siguiente manera:

Grupo 1.- Grupo Control: Ratas normales a las cuales se les inyectd amortiguador
citrato de sodio (0.1 M pH 4.5) y tomaron agua ad libitum.

Grupo 2.- Grupo Diabético: Ratas inyectadas con estreptozotocina disuelta en el
amortiguador y tomaron agua ad libitum.

Grupo 3.- Grupo Control con Glicina: Ratas normales tratadas de la misma manera
que el grupo 1 a las cuales se les did glicina al 1% en el agua de beber (ad libitum).

Grupo 4.- Grupo Diabético con Glicina: Ratas inyectadas con estreptozotocina las
cuales tomaron diariamente glicina al 1% en el agua de bebida (ad libitum).

Después de dos meses las ratas fueron anestesiadas por via intraperitoneal con
pentobarbital, la sangre se obtuvo directamente de la aorta en tubos con heparina y se

tomé una alicuota para cuantificar hemoglobina glucosilada.
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Elplasma se separé por centrifugacion a 3000 rpm, los eritrocitos se lavaron 3 veces

con solucién salina, se lisaron con 4ml de agua fria y en el lisado se midié la actividad

de la enzima catalasa. Posteriormente la hemoglobina se precipité con 2ml de etanol-

cloroformo 3:1 (34) y se elimind por centrifugacion. El sobrenadante se dializé contra

agua y se utilizd para medir la actividad de la enzima Superéxido dismutasa (Ver

diagrama).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

T~ X

Obtencion de sangre
Tubos con Heparina >

Hb alucosilada

Centrifugar \
3000 rpm

Plasma

Eritrocitos
Lavar 3 veces
con sol. salina

Determinacién /

v

Lisar con
agua

v

Catalasa

Precipitar Hb
Etanol-cloroformo

Didlisis

Determinacién
SOD

3.1 Actividad de Superdxido Dismutasa

La actividad de Superdxido dismutasa total (EC 1.15.1.1.) se midié por el método de

Beauchamp (52) y los resultados se expresaron como Unidades/mg de proteina (75).
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La actividad de SOD se midi6 en un sistema xantina-xantina oxidasa, el cual genera
un flujo de anidn superéxido que reduce al nitroazul de tetrazolio (NBT) para formar el
compuesto formazan el cual tiene una coloracidn azul. La mezcla de reaccion se
preparé de la siguiente manera: NBT 2.5x10™ M, Xantina 1x10*M, EDTA 1x10™M,
Carbonato de calcio 0.05M y xantina oxidasa 2.2x10° M pH 10.2, incubandose durante
30 min a 37°C. La reaccion se detuvo por adicion de 500ul de CuCl,.(75). La
absorbancia se midi6 a 560nm en un espectrofotdmetro Beckman modelo DU 650. Una
unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de proteina necesaria para

inhibir el 50% de la reaccidn.

3.2 Actividad de Catalasa

La actividad de Catalasa se determind por el método de Aebi (55), el cual se basa en la
desaparicion del perdxido de hidrdgeno en una mezcla de reaccion preparada con 900pl
de perdxido de hidrogeno 7.7mM en un amortiguador de fosfatos 10mM pH 7 y 100ul de
muestra diluida 1:500. La absorbancia se lee a 240nm cada 15 segundos durante 30
segundos, que es el periodo en que la descomposicion del perdxido de hidrégeno sigue
una cinética de primer orden.

De acuerdo con Aebi, como la unidad de actividad de catalasa se define de la siguiente

formula (48): considerando la constante de reaccion de primer orden (K).

K = (1/At)(In A1/A2) Donde At = t2-t1
= (2.3/At)(log A1/A2) A1y A2 = absorbancia del H,0,
= (2.3/15)(log A1/A2) en los tiempos t1 y t2

= (0.153)(log A1/A2)

La actividad se expresa como K/mgHb
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3.3  Determinacion de Hemoglobina Glucosilada

La hemoglobina glucosilada se cuantificd en muestras de sangre total obtenida
directamente de la aorta utilizando un multianalizador automatico SYNCHRON CX4A.
Dicho aparato maneja un sistema completamente automatizado y computarizado, que
garantiza un alto control de calidad. La toma y dispensa de los volimenes de muestra y
de reactivo se controla por medio de jeringas de accionamiento directo y desplazamiento
positivo.

El primer paso consiste en tratar la muestra de sangre con reactivo hemolizante
(bromuro de tetradeciltrimetilamonio 9g/l) para liberar la hemoglobina. El hemolizado
permanece estable durante 4 horas a temperatura ambiente y 24 horas en refrigeracion.
La determinacién de la hemoglobina se realiza por un método colorimétrico, cuyo

producto cromdgeno se lee a una longitud de onda de 560 nm.

SANGRE TOTAL + REACTIVO
(10ul) HEMOLIZANTE
HEMOLIZADO
25ul 8ul
ENSAYO Hb (g/L) ENSAYO A+ (g/L)
(cromoAgeno) (complejo Ac-polihapteno)
V reactivo = 215 pl V reactivo = 253ul

El reactivo para la determinacion de hemoglobina glucosilada se basa en un

método turbidimétrico de inmunoinhibicion, que consiste en hacer reaccionar la
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hemoglobina con anticuerpos (Ac) especificos para formar un complejo soluble

antiHbA1.-HbA+.. La concentracién de HbA+. es inversamente proporcional al cambio de

absorbancia y se lee a una longitud de onda de 340nm (77-79).

El porcentaje de hemoglobina A1c se calcula con la siguiente formula:

3.4

[HbA:c](g/dL)

%HDbA =

x 100

[Hb](g/dL)

Determinacion de Proteinas

Se realiz6 en microplaca por el método de Lowry (80) utilizando el reactivo de

Bio-rad (500-0111). Es un ensayo colorimétrico basado en la reaccion de la proteina con

una solucion alcalina (tartrato de cobre) y el reactivo de Folin-Ciocalteau. El color

desarrollado se debe principalmente a los aminodcidos tirosina y triptofano asi como

también a cisteina, cistina e histidina. Las proteinas reducen al reactivo Folin, lo cual da

una coloracién azul, que absorbe a 750nm.

Reactivos:

Solucion A: Solucion alcalina de tartrato de cobre.

Solucion B: Reactivo de Folin.

Estandar: Solucion de albumina bovina 1 mg/m|

ESTANDAR , AGUA , ,
DE  |CONCENTRACION SOLUCION | SOLUCION
TUBO | ol BOMINA (10) DESTILADA| =~ ) B ()
() (ul)
BLANCO : : 25 25 200
1 5 5 20 25 200
2 10 10 15 25 200
3 15 15 10 25 200
4 20 20 5 25 200
5 25 25 0 25 200
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1. RESULTADOS

En la tabla 1 se muestra el promedio + desviacidn estandar del peso corporal,

concentracion de glucosa sanguinea y hemoglobina glucosilada de los cuatro grupos

experimentales después de 2 meses de tratamiento.

Tabla 1

GRUPO n PESO(g)  GLUCOSA (mg/dI) Efﬁ"ggéﬁig“&% )
1.- Control + agua 17 447.30 + 22.60 142.33 £ 15.39 3.86 + .58
2.- Diabético + agua 15 216.00+46.80  459.26+78.28 10.85+ 2,22
3.- Control + glicina 17 467.14+11.40 143.5+10.20 4.55 + 0.61
4- Diabético + glicina 15 279.50+37.86  414.10 % 83.45 9.38+1.73

El peso corporal expresado en gramos (g) de las ratas control que tomaron agua

fue de 447.3 £ 22.69 y el grupo control que tomé glicina 467.14 + 11.4g. Al comparar

ambos grupos no se observaron diferencias significativas.

El grupo diabético que tomé agua disminuyd su peso en un 51.7% (216 +46.89)
presentando diferencias cuando se compard con el grupo control (p < 0.05). EI grupo
diabético que tomd glicina disminuyd su peso 11.55% menos (279.5 + 37.86g) que el
grupo diabético que tomd agua. Al comparar ambos grupos con el control que tomé
glicina se observaron diferencias significativas (p < 0.05).

La hemoglobina glucosilada del grupo diabético que tomé agua aumento en
6.99%, en relacion, al grupo control, mientras que el grupo que tom¢ glicina sélo
aumento 4.83%.

En la figura 1 se presenta el incremento en el peso corporal (A peso) expresado

en gramos (g) de los grupos experimentales, después de 2 meses de haber inducido la
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diabetes. Los animales del grupo 1 aumentaron su peso aproximadamente 189.08g y el
grupo control que tomd glicina 222.46g. Al comparar ambos grupos se observaron
diferencias significativas (p <0.05). El grupo 3 que tomdé agua perdié peso (19.40 *
49.03g) siendo diferente estadisticamente (p<0.001) del grupo diabético que tomé

glicina (71.52 £29.77g), el cual aumento solo 71.529.

INCREMENTO DE PESO

300

200 -

CONTROL DIABETICO CONTROL DIABETICO
-100 © AGUA  AGUA  GLICNA  GLICNA

GRAMOS

Fig. 1 Incremento del peso corporal (Ag).

Por otro lado, los niveles glucosa en sangre se presentan en la figura 2, donde el

grupo 1 presentd niveles de glucosa de 142.33 +15.38mg/dl y el grupo control que tomé
glicina 143.5 £ 10.2 respectivamente, no existiendo diferencias significativas entre
ambos (p>0.05).

La glicemia del grupo 4 fue de 459.26 + 78.28mg/dl, sin embargo, el grupo
diabético que consumié agua mostrd niveles de 414.10 + 83.45, estadisticamente no
existen diferencias significativas entre ambos grupos (p>0.05).

Cuando comparamos los grupos control y diabético tratados con agua
encontramos que la glucosa del grupo diabético aumentd 3.22 veces mas que el control,

existiendo diferencias significativas (p<0.001). Por otro lado, al comparar la glucosa de
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los grupos tratados con glicina observamos que el grupo diabético solamente aumenté
2.88 veces su glucosa en comparacion con el grupo control tratado con glicina

(p<0.001).

GLUCOSA

600 -

500 -
400 -
300 -
o N |

CONTROL DIABETICO CONTROL DIABETICO
AGUA AGUA GLICINA  GLICINA

mg/di

Fig. 2 Valores de glucosa en los grupos experimentales expresado en mg/dl.

La figura 3 muestra la concentracion de hemoglobina glucosilada (HbAx)
expresada en %, donde observamos que no existen diferencias significativas entre el

grupo control que consumi6 agua (3.86 % £0.58) y el que tom¢ glicina (4.54 % £ 0.61).

El' grupo diabético que consumié el aminodcido disminuyé la hemoglobina

aproximadamente en un 1.46% (9.38 £1.72) en comparacion con el grupo diabético que
tomd agua (10.84 £ 2.22), no presentando diferencias significativas (p>0.05). El grupo
diabético que consumi6 agua aumenté su HbAs 2.81 veces, mientras que el grupo

diabético que consumié glicina solamente 2.06 veces.
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HEMOGLOBINA GLUCOSILADA

15

10
%
5 -
O T - T T T

CONTROL DIABETICO CONTROL DIABETICO
AGUA AGUA GLICINA GLICINA

Fig. 3 Valores de hemoglobina glucosilada en los diferentes tratamientos, expresados en %.

En la figura 4 se presenta la actividad de la enzima catalasa expresada en
Ul/mgHb. Observamos que no existen diferencias significativas al comparar los 4 grupos
experimentales (p>0.05). Los valores del grupo control con agua fueron de 1.90 £0.23
Ul/mgHb y los del grupo control con glicina 1.75 £0.22 Ul/mgHb, mientras que el grupo
diabético que tom0 agua 1.62 +0.33, aumentando en las ratas que tomaron glicina (1.64
+ 0.36). Sin embargo, los datos del grupo son mas altos que los de los grupos

diabéticos, siendo el control con agua el que presenta el valor mas alto, en promedio

1.34 Ul/mgHb con respecto a los demas.

CATALASA

2.5

15 -

14
0.5 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘

CONTROL DIABETICO CONTROL DIABETICO
AGUA AGUA GLICINA  GLICINA

Ul/mgHb

Fig. 4 Actividad de la Catalasa expresada en Ul/mgHb.
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La actividad de la enzima SOD expresada como Ul/mgprot se presenta en la
figura 5. Al comparar el grupo control con agua (125.99 +34.97 Ul/mgprot) con el grupo
control con glicina (108.24 £57.40 Ul/mgprot) no existen diferencias (p>0.05). El grupo 2
mostrd una disminucion en la actividad enziméatica (62.77 £ 11.66), siendo significativa
(p<0.05) cuando se compard con el grupo 1. El grupo diabético que tomé glicina en el
agua de bebida, también disminuy¢ la actividad enzimatica (91.77 +35.05). La actividad
enzimatica del grupo 2 disminuyé un 50% al referirlo con el grupo control
correspondiente (p<0.001); sin embargo, el grupo diabético tratado con glicina, solo

disminuyd la actividad en un 15%.

SUPEROXIDO DISMUTASA

200 +
150
100 -
50

Ul/m gProt

CONTROL DIABETICO CONTROL DIABETICO
AGUA AGUA GLICINA  GLICINA

Fig. 5 Actividad de la enzima Superoéxido dismutasa expresada en Ul/mgprot.

En la tabla 2 se aprecia el indice de mortalidad de los animales durante el
experimento. Se refiere como el cociente del nimero de animales muertos con respecto

alnimero total de animales.
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Tabla 2

GRUPO MORTALIDAD
1.- Control + agua 0
2.- Diabético + agua 4/19
3.- Control + glicina 0
4.- Diabético + glicina 0

Este dato fue mayor en los animales diabéticos sin tratamiento (21.05%),
mientras que los animales tratados con glicina no presentaron defunciones, asi como el
grupo de animales control con agua.

Las estadisticas se realizaron con el software SPSS utilizando el ensayo de
Kruskal-Wallis, ya que es una prueba no parameétrica para muestras independientes. Las

diferencias entre los grupos fue considerada significativa cuando P< 0.05.
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1. DISCUSION

La Diabetes Mellitus es un sindrome que se caracteriza por la pérdida de la
homeostasis de la glucosa, con trastornos en el metabolismo de lipidos y proteinas. Sus
sintomas causan limitaciones en el modo de vida de los pacientes y en muchos de ellos
el desarrollo de complicaciones crénicas puede llevarlos a la invalidez o incluso a la
muerte (81).

Uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar el peso de los animales durante
el tiempo que durd el proyecto. El grupo de animales diabéticos que tomaron agua,
disminuyd sustancialmente de peso (51.7%) en comparacién con el grupo control,
mientras que las ratas que tomaron glicina recuperan adicionalmente su peso en un
11.05%. Estudios realizados por Alvarado (82) y cols. demostraron que ratas diabéticas
tratadas con glicina y taurina tuvieron un lento pero continuo aumento en el peso
corporal de dichos animales. El mecanismo especifico por el cual estos aminoacidos
actan no se ha esclarecido, probablemente debido a la formacion de tejido muscular.

Una manera de evaluar la glicacion de proteinas se lleva a cabo por medio de la
medicion de hemoglobina glucosilada (HBA1), la cual brinda en clinica un indice
objetivo del control de la glucosa sanguinea a lo largo de un periodo de tiempo
aproximado de 8-12 semanas atras. En este estudio la hemoglobina glucosilada se
encontr6 aumentada en el grupo de animales diabéticos sin tratamiento (10.85%),
mientras que en los animales que consumieron glicina en el agua de bebida, hubo una
leve disminucidn (9.38%) de los niveles de la HbA+. lo que concuerda con los trabajos
reportados por Carvajal et al (45) y Gonzalez-Ortiz et al (73).

Se ha propuesto a la hiperglicemia como causa importante de las complicaciones
microvasculares como la retinopatia, nefropatia y neuropatia en sujetos con diabetes

(83). Estudios epidemioldgicos han revelado que pacientes diabéticos con un mal control
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glicémico y como consecuencia niveles altos de hemoglobina glucosilada, tienen mayor
riesgo de presentar complicaciones, siendo un problema socioeconémico importante el
manejar este tipo de pacientes. Una vez que se presentan dichas complicaciones,
restaurar la normoglicemia no revierte los dafos producidos aun modificando la calidad
de vida de estos pacientes.

El estudio del control y las complicaciones diabéticas (DCCT) y el estudio
prospectivo de la Diabetes del Reino Unido (UKPDS) en un estudio publicado a fines de
1998 confirman que la disminucién de los niveles de hemoglobina glucosilada puede
reducir la progresion o aparicion de las complicaciones microvasculares de Diabetes tipo
2 cuando los niveles de Hb disminuyen de 9 a 7%, lo cual es el resultado de un buen
control de la glicemia, ademas de disminuir el porcentaje de muertes relacionada con
diabetes en un 25% (84-86).

En nuestro trabajo, la glucemia del grupo diabético fue muy marcada, mientras que
el grupo diabético que tomo glicina presentd una leve disminucion de la glucosa sérica;
sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos diabéticos
debido probablemente al tiempo de duracién del proyecto, que fue de dos meses. Ya
que estudios realizados por Alvarado y cols. (82) después de 6 meses de establecerse
la diabetes experimental, los animales tratados con glicina y taurina disminuyeron la
glucemia significativamente al compararlos con el grupo control (87).

Por otro lado, Ramakrishnan (88) demostré que los aminoacidos glicina y lisina son
capaces de retardar la formacion de catarata al reaccionar dichos aminoacidos con la
glucosa en condiciones de pH y temperatura fisioldgica por inhibicidn de la glicacion, de
esta manera, dichos aminoéacidos pueden competir con la glucosa y evitar asi la
glicacion de ciertas proteinas de homogenados del cristalino, ademas de disminuir los

niveles de glucosa circulante y como consecuencia la hemoglobina glucosilada.
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Durante la diabetes, se presenta un estado generalizado de estrés oxidativo, el cual
puede definirse como una alteracion del estado de equilibrio dindmico entre la
produccion de radicales de oxigeno y su eliminacién en un sistema bioldgico. Estudios
tanto in vitro como in vivo sugieren que la formacion de radicales libres ha sido
relacionada con la patofisiologia de las complicaciones diabéticas (50). Por lo cual la
teoria del estrés oxidativo establece que el incremento del dafio oxidativo seria la
principal causa del envejecimiento (90). La diabetes y el envejecimiento se relacionan de
tal manera, que la diabetes a menudo se describe como envejecimiento prematuro (91).

En condiciones fisioldgicas, las especies reactivas de oxigeno y sus metabolitos son
generados continuamente y eliminados o neutralizados por antioxidantes o enzimas
eliminadoras de radicales. Los antioxidantes protegen contra la peroxidacion de lipidos y
proteinas y las enzimas antioxidantes o eliminadoras de radicales regulan los niveles de
estos.

La actividad de las enzimas antioxidantes ha sido estudiada ampliamente en
diabetes (72, 92, 93), habiéndose demostrado que la Cu-Zn SOD que se encuentra en el
eritrocito se glica tanto in vivo como in vitro, ademas, esta glicacion aumenta en un 40%
en pacientes diabéticos (75), lo que concuerda con los resultados obtenidos por
nosotros, dando como resultado una disminucion en la actividad especifica de dicha
proteina (72) lo que concuerda con nuestros resultados. Asi mismo, la glicacion de
proteinas puede alterar algunas de las funciones y propiedades (94) de ciertas proteinas
susceptibles de ser glicadas. Este mecanismo da lugar a la formaciéon de diversos
compuestos intermediarios pudiendo inducir cambios estructurales de diversas enzimas
y proteinas como: modificaciones conformacionales, oxidacion de grupos tiol,
agregacion molecular, formacion de disulfuros, hasta inactivacidn de enzimas. La

glicacion e inactivacion de catalasa y SOD altera los sistemas para detoxificar el anién
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superdxido y el peréxido de hidrégeno. Entre las proteinas que se glican de forma no
enzimatica (glicacion) se encuentra: hemoglobina, coldgena, albumina, cristalino,
tubulina y proteinas de membrana, etc. Se sabe que en diabetes existe una disminucion
en la actividad de enzimas antioxidantes en el plasma (95) como es el caso de la
superoxido dismutasa, dando como resultado un incremento en la produccion de anion
superéxido (0% (40, 70, 72).

Es pues la glicacion de proteinas una de las causas que da lugar a la formacién de
catarata y proliferacién de la retinopatia diabética formando bases de Shiff, productos de
Amadori o productos de glicacion avanzada (AGEs). Por este mecanismo se puede
remover glucosa circulante asi como disminuir la glicacion de proteinas.

Se ha demostrado que el dafio oxidativo y la alteracion de los sistemas antioxidantes
de defensa en el cristalino del ojo podria tener un papel importante en el desarrollo de
catarata (96-98), ya que el H,0z.al encontrarse elevado en el humor vitreo y acuoso del
ojo humano se ha asociado con catarata en pacientes diabéticos (100-101). El perdxido
de hidrégeno puede dar lugar a opacidad cortical en el cristalino del ojo de conejo (102)
e interferir con la funcién del DNA, proteinas del citoesqueleto y diversas enzimas como
la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Es pues importante mencionar que los altos
niveles de glucosa podrian ser, no solo la causa principal de catarata en pacientes
diabético, sino de todas las complicaciones mencionadas.

Se ha demostrado en riidn, que aunque la expresion del mensajero para Cu-Zn
SOD se encuentra elevada en diabetes, su actividad esta disminuida (103). Esto sugiere
que la enzima se inactiva en condiciones de hiperglicemia (72). También se sabe que el
porcentaje de Cu-Zn SOD se encuentra elevada en eritrocitos de Diabetes tipo 1. Sin
embargo, en el caso de GPx o catalasa la disminucién en la actividad corresponde con

la expresion de su mensajero (104-106).
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La actividad de la enzima catalasa se ha encontrado que puede estar disminuida
(107), aumentada (108) o sin presentar cambio lo que concuerda con los resultados
obtenido en este estudio. Estas diferencias podrian deberse al tiempo de duracion de la
diabetes, a la cepa 0 a otras causas.

Aunque en condiciones normales la catalasa no es esencial para algunos tipos de
células, tiene un papel importante en la adaptacion al estrés oxidativo en respuesta
adaptativa de las células. Esta enzima captura el H,0, antes de que pueda escapar de
la célula y lo convierte en oxigeno molecular. En células animales, especialmente en
eritrocitos humanos, la principal enzima antioxidante para la detoxificacion de H,0, es la
GPX, ya que la catalasa presenta menos afinidad por el H,O,. En condiciones
fisiologicas, practicamente todo el H,0, de eritrocitos es detoxificado por la GPx. El ciclo
redox del glutation es de vital importancia en situaciones de leve estrés oxidativo,
mientras que la catalasa funciona muy bien en condiciones de estrés oxidativo severo,
que pudiese presentarse en casos de hiperglucemia (109).

La actividad de la enzima catalasa reportada por Kakkar y cols. (76) se encuentra
elevada en sangre, higado, corazén y péncreas, mientras que en el riidn la actividad
esta disminuida comparandolo con los grupos controles. En el presente trabajo no se
encontraron diferencias entre los grupos diabéticos y los controles, lo cual no concuerda
con lo especificado por dicho autor, posiblemente debido a que los trabajos manejan
diferentes cepas de ratas. La actividad de CAT fue significativamente elevada en los 2
grupos de diabéticos en relacion con el grupo control.

Por otro lado Yan y cols. (70) mencionan que la catalasa en eritrocitos se encuentra
disminuida por incubacion con fructuosa, glucosa, ribosa y glucosa 6 fosfato en

pacientes diabéticos; mientras que la expresion del ARNm de la catalasa se encuentra
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igualmente disminuida; sin embargo, Sechi y cols. (110) encuentran esta enzima
aumentada en riflones de ratas diabéticas al compararla con grupos control.

La SOD que desempefia un papel fundamental en los mecanismos de defensa del
organismo frente a los radicales libres, al inhibirse por la glicacién podria incrementar el
efecto nocivo de los radicales libres (103).

La actividad de la SOD se encuentra elevada en sangre, rifion, higado, corazon y
pancreas de ratas diabéticas al compararlos con los grupos control (76), mientras que
en eritrocitos de pacientes diabéticos dicha enzima se encuentra disminuida (70),
ademas, la expresion de CuZn-SOD esta significativamente elevada en rifiones de ratas
diabéticas, esto al compararlo con ratas control (110).

SOD es una enzima que cataliza la dismutacion del radical anién superéxido (02-) a
peroxido de hidrdgeno y oxigeno. Segun Marklund (111) esta enzima puede ser inhibida
por altas concentraciones de H,0». Estos autores plantean que la produccion elevada de
H,0, podria inhibir a la enzima CuZn-SOD y a SOD extracelular en humanos. Estos
planteamientos pueden explicar los resultados, los cuales evidencian una inhibicién de
la enzima SOD.

Sechi y cols. (110) indicaron que la actividad de SOD y CAT es modulada por
muchos estimulos y es regulada por las necesidades bioldgicas impuestas por el estrés
oxidativo (112). Los mismos autores mencionan que los niveles de RNAm de CuZn-SOD
y GAT estan incrementados en los rinones de ratas diabéticas en comparacion con ratas
control, aun cuando en el presente trabajo no se midieron los niveles de dichas enzimas
en el rindn, estos resultados pueden presumir lo que posiblemente suceda en los
eritrocitos; sin embargo, no se descarta la posibilidad de que en un futuro se realice la

medicion de estas enzimas en rifién, higado y otros 6rganos.
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Por otro lado, dichos investigadores (109, 112) mencionan que los niveles de
glucosa en sangre al final del experimento y los niveles de RNAm de ambas enzimas
sugiere que la alta concentracién de glucosa en el plasma y/o en otros tejidos afecta la
expresion de los genes renales de las enzimas antioxidantes endégenas (AOE). Las
ratas tratadas con una moderada dosis de insulina normalizan los niveles de RNAm de
la catalasa, pero no los de CuZn-SOD. La exposicidn a altas concentraciones de
glucosa aumenta la actividad de ambas enzimas en cultivo de células endoteliales, lo
cual sugiere un efecto compensatorio (113).

Recientemente Kang (114) reporté que la CuZn SOD in vitro es modificada por
metilglioxal, el cual es un producto intermediario de la glicacion y se encuentra elevado
en diabetes perturbando asi los sistemas antioxidantes, lo cual confirma lo reportado por
Choudhary y cols. (115) en donde suministran diferentes dosis de metilglioxal a ratones
albinos y observan que la actividad de las enzimas es modificada por dicho aminoacido
y confirma la teoria propuesta de que la glicina pudiera estar minimizando los dafios
ocasionados por la glicacion.

Basandonos en los resultados obtenidos, pudiéramos mencionar que la glicina
pudiera ser (til en el tratamiento de la Diabetes, considerando que dicho amino&cido no

tiene efectos secundarios.
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1. CONCLUSIONES

La actividad de la enzima Catalasa no mostré diferencias en los cuatro grupos
experimentales.

La actividad de la enzima Superoéxido dismutasa mostré una disminucion de 50.18%
en el grupo de ratas diabéticas. EI grupo que tomd glicina también presentd una
disminucion de la actividad de 15.22%.

La hemoglobina glucosilada aumentd 2.81 veces en el grupo de ratas diabéticas al
compararlo con el grupo control. Por otro lado, este incremento fue de 2.06 veces en los
animales que tomaron glicina.

El grupo diabético que tomo6 agua, presentd una disminucién en el peso corporal de
51.7%, mientras el grupo que tom4 glicina disminuy6 solo 11.55%.

La glicina probablemente disminuye la glicacion de la enzima SOD en estados de
hiperglicemia.

La glicina probablemente disminuye los dafios provocados por las complicaciones

diabéticas.
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