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Respuesta del sistema antioxidante en varones sanos,

frente a hiperglicemia aguda inducida
Healthy males’ antioxidant system response in induced acute hyperglycemia
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Resumen

Objetivo: determinar la respuesta del sistema antioxidante en varones sanos,
frente a la hiperglicemia aguda inducida. Disefio: estudio prospectivo, descriptivo,
longitudinal, experimental. Lugar: Instituto Nacional de Biologifa Andina, Facultad
de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Per(. Material
biolégico: Sangre y suero de sujetos aparentemente sanos. Intervenciones: A
13 sujetos adultos clinicamente sanos, entre 20 y 41afios, después de 10 horas
de ayuno, se administré glucosa via endovenosa, mediante el método de clamp
hiperglicémico, a 125 mg/dL por encima del valor basal, durante 120 minutos. Se
realizé mediciones de la glicemia a 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 110y 120 minutos. Se tom¢ la muestra sanguinea con anticoagulante EDTA
y otra de sangre total, para obtencién de suero, para las pruebas bioquimicas
alos 0, 60 y 120 minutos. Principales medidas de resultados: Modificaciones
de la glicemia y lipoperoxidacion en suero, glutatién y actividad superéxido
dismutasa en glébulos rojos lisados e indices de estrés oxidativo. Resultados: El
nivel de glucosa durante el clamp hiperglicémico, luego de alcanzar el ‘equilibrio’,
fue 197£17,58 mg/dL. La lipoperoxidacién aumenté de 2,54 + 0,51 a 2,90 +
0,58 umol/L, de 0 a 60 minutos, y a 2,66 + 0,55 umol/L a los 120 minutos. El
glutation se redujo en 8,10% a la hora, aumentando 7,08% a los 120 minutos.
La actividad superdxido dismutasa se elevé 0,54% a los 60 minutos y 5,66% a
los 120 minutos, sobre el basal. Los indices de valoracion del estrés oxidativo
tuvieron correlacion r Pearson positiva, en nivel alto a muy alto. Conclusiones: la
hiperglicemia aguda inducida hasta 2 horas elevé el estrés oxidativo, promoviendo
generacion de defensa antioxidante, con sintesis de glutation reducido de novo y
mayor actividad de la superéxido dismutasa.

Palabras clave: Técnica de clampeo de la glucosa; estrés oxidativo; glutation;
peroxidacion de lipido; superéxido dismutasa.

Abstract

Objective: To determine healthy males’ antioxidant system response in induced
acute hyperglycemia. Design: Prospective, descriptive, longitudinal, experimental
study. Setting: National Institute of Andean Biology, Faculty of Medicine,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Biological materials:
Whole blood and serum of apparently healthy men. Interventions: After 10 hour
fasting, intravenous glucose was administered to thirteen healthy 20-41 year-old
adult men using the hyperglycemic clamp method at 125 mg/dL above basal
value during 120 minutes. Glycemia was measured at 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, and 120 minutes. Blood sampling was obtained
with EDTA anticoagulant and whole blood to obtain blood serum for biochemistry
tests at 0, 60 and 120 minutes. Main outcome measures: Blood serum glycemia
and lipoperoxidation variation, glutathione and superoxide dismutase activity
in lysed red blood cells and oxidative stress index. Results: After achieving
‘balance’, glucose levels during hyperglycemic clamp was 197 £ 17,58 mg/dL.
Lipoperoxidation increased from 2,54 + 0,51 to 2,90 + 0,58umol/L, from 0 to 60
minutes, and to 2,66 + 0,55 umol/L at 120 minutes. Glutathione was reduced in
8,10% at one hour, rising 7,08% at 120 minutes. Superoxide dismutase activity
rose above basal 0,54% at 60 min and 5,66% at 120 min. Oxidative stress
valuation index had high level to very high level positive Pearson r correlation.
Conclusions: Acute induced hyperglycemia up to 2 hours increased oxidative
stress, promoting generation of antioxidant defence with de novo synthesis of
reduced glutathione and greater activity of superoxide dismutase.

Key words: Glucose clamp technique; oxidative stress; glutathione; lipid
peroxidation; superoxide dismutase.

INTRODUCCION

La hiperglicemia es el incremento de la
glucosa sanguinea sobre los valores esti-
mados como normales. Este incremento
puede ser silente cuando los niveles
séricos no son ligeramente elevados o
manifestar sintomatologfa, cuando la
elevacion es muy por encima del valor
normal. En ambos casos, la hiperglicemia
podria producir alteracion del equilibrio
oxidativo, generando daho o estrés oxi-
dativo, hipotesis que motivo el desarrollo
del presente estudio. El dafio o estrés
oxidativo ha sido definido como la ex-
posicion del organismo a diversas fuentes
que producen una rotura del equilibrio
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que debe existir entre las sustancias o
factores prooxidantes y los mecanismos
antioxidantes encargados de eliminar
dichas especies quimicas, ya sea por un
déficit de estas defensas o por un incre-
mento exagerado de la produccion de
especies reactivas derivadas del oxigeno
(EROs). La produccidn excesiva de estas
especies produce daho celular, trastornos
fisiologicos y cambios patologicos V).

Las reacciones oxidativas son una
fuente potencial citotoxica continua de
EROs, las cuales tienen rol importante
en los sistemas bioldgicos V.

Las principales EROs son el radical
superoxido (O,), el peroxido de hidro-

geno (H,O,) y el radical oxidrilo (HO").
Una de las principales fuentes de EROs
es la cadena respiratoria, donde pueden
ocurrir las siguientes transferencias de
electrones:

- - H,O
OZL’ OZ.LHZOZL’HO[ ’
2H,0

En la cadena respiratoria, aproximada-
mente 3% de los electrones provenientes
del nicotinamida adenina dinucledtido
reducido (NADH + H*) se desvia hacia
la formacion de EROs, por la reduccion
incompleta del oxigeno.
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El O, es una de las principales EROs
en las células; la formacién de este ra-
dical también puede ocurrir a nivel de
la NADPH-oxidasa, segiin la siguiente
reaccion:

20, + NADPH — 20, + NADP* + H*

El (O,”) se une a protefnas, formando
un complejo, el que por estrés oxidativo
sufre modificaciones de conformacion,
exponiendo distintos sitios de interaccion
proteica, que le permiten unirse a 2 ferro-
protefnas integrales de membrana. De
esta manera, queda formado un complejo
proteico con actividad NADPH-oxidasa
@), La activacion de este complejo esti
mediada por el sistema Ras unido a la
(guanosina trifosfato) GTP.

ElH,O, puede reaccionar con metales
divalentes (libres o unidos a protefnas)
y producir HO, via reaccion de Fenton.
El ejemplo tipo es la reaccion con Fe**
libre, que ocurre segin la siguiente re-
accion @)

Fe* + H" + HO,—— Fe"" + HO + HO

(principalmente en citosol

En forma similar, puede reaccionar
también con el grupo prostético de
metaloprotefnas que contienen hierro
(ej. con la dihidroxiacido dehidrasa, la 6
fosfogluconato dehidrasa, las fumarasas
Ay B o la aconitasa), segiin la reaccion

de Haber Weis :

Fe™** - complejo + O, — Fe** - complejo + O,
Fe™ - complejo + H O —HO + HO" + Fe*** - complejo

0,7+ HO~—0,+ HO + HO"

El HO: puede reaccionar con distintas
macromoléculas (proteinas, lipidos y
4cidos nucleicos, principalmente), en las
que por cesion de un electrdn se producen
otras especies reactivas, a través de meca-
nismos atn desconocidos. En estos casos,
se dice que ha intervenido el radical oxi-
drilo, entendiendo como tal a un radical
proveniente de oxidaciones univalentes,
iniciadas por una reaccion de tipo Fenton
©), En este tipo de reacciones, la hidroxila-

cion y la abstraccion de hidrogeno son las
modificaciones mas comunes que sufre el
sustrato orgénico involucrado y se generan
otros radicales libres organicos, tales como
los radicales alcohoxilos (ROr), peroxilos

(ROQO) y sulfoderivados .

Existen otras dos EROs, con caracte-
risticas especiales: el oxigeno singulete
(*O,) y el hipoclorito (en su forma no
protonada ClO- o protonada, llamado
también Acido hidrocloroso). Otra fuente
de EROs est4 relacionada a la dupla xan-
tino/xantino oxidasa. La acumulacién de
hipoxantina y xantina, bajo condiciones
anaerobicas, de isquemia/reperfusion
(deficiencia en la irrigacion sanguinea
-que empobrece la llegada de sangre y, por
consiguiente, de oxigeno a un tejido- con
posterior reflujo sanguineo y consecuente
afluencia de oxigeno) o de contenido
energético bajo, puede desembocar en la
produccion de EROs @,

Bajo condiciones fisiologicas, los
ERO:s son inactivados por un sistema de
defensa localizado tanto intra como ex-
tracelularmente. Sin embargo, en ciertas
condiciones se incrementa la generacion
de EROs y/o la disminucion de las defen-
sas antioxidantes, generandose el daho
oxidativo ?.

Si bien todos los organismos vivos
soportan numerosos factores endogenos
y exogenos de estrés oxidativo, al mismo
tiempo poseen numerosos sistemas de de-
fensas antioxidantes regulables, enzimati-
cos y no enzimaticos. Existen enzimas que
act@ian especificamente sobre determina-
das especies reactivas. Asf, la superoxido
dismutasa (SOD) dismuta al O,~a O, y
H,O,, la catalasa transforma al H,0, en
O, y agua, la GSH-peroxidasa cataliza
la reducciéon de perdxidos (ROOH,
inclusive al H,0,) a alcoholes (ROH),
aprovechando el potencial reductor del
GSH. Existen otras enzimas, tales como
las quinonas reductasas y hemooxige-
nasa, que pueden prevenir la formacion
de EROs, por ciclado de electrones “.
Algunos metales, tales como el Se y el
Zn, por su participacién como cofac-
tores de enzimas antioxidantes (GPx y
SOD citoplasmatica, respectivamente),
contribuyen a aumentar las defensas
antioxidantes .
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Entre las defensas antioxidantes no en-
zimdticas, tiene un lugar predominante el
glutation (GSH). Este tripéptido (GSH,
g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) protege
a la célula contra diferentes especies
oxidantes y se ha comprobado su parti-
cipacion clave en numerosos desordenes
neurodegenerativos. Tanto el GSH como
otras moléculas conteniendo tioles tienen
alto poder reductor y, por consiguiente,
poseen propiedades antioxidantes, ya que
pueden cederle un electron a las EROs
y/o ERNs, disminuyendo de esta forma
su reactividad. Se dice que este tipo de
compuestos de peso molecular bajo actlian
como ‘depuradores’ de radicales libres.
Entre ellos podemos citar a la tiorredoxina
(Trx) y a la vitamina C o 4cido ascorbico
(hidrosoluble) y a las vitaminas liposolu-
bles E y la vitamina A @,

Estudios epidemiolégicos indican que
la ingestion de frutas y vegetales confiere
proteccion contra el desarrollo de cancer
y de otras enfermedades frecuentemente
asociadas a estrés oxidativo. Se ha pro-
puesto que el efecto benéfico de este tipo
de alimentos radica en las propiedades
antioxidantes de las vitaminas y a la pre-
sencia de compuestos como los polifenoles
(con propiedades de capturar radicales
libres y quelantes de metales) .

Ademis de los mecanismos de protec-
cion antioxidante, enziméaticos y no en-
ziméaticos, también contribuyen a paliar
el posible daho oxidativo a través de tres
mecanismos: a) el 3% del oxigeno de la
respiracion se transforma en O, mediante
una reduccion univalente, que ocurrirfa
en el complejo Iy en el complejo III mito-
condrial ©9; b) la compartimentalizacion
celular, lo que trae como consecuencia
que las EROs y sus fuentes no siempre
estén cerca de sus blancos de accion; y, c)
varios factores estructurales de los 4cidos
nucleicos favorecen su proteccion ante el
estrés oxidativo: la cromatina compacta,
la presencia de histonas y la formacion
de complejos estables del ADN con las
proteinas bésicas y no basicas ).

Las investigaciones en marcha estan
tratando de explicar la participacion de
las EROs en el desarrollo y caracteristicas
clinicas de varias enfermedades, tales
como diabetes, cirrosis alcohdlica, hiper-
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tiroidismo, cAncer, infarto al miocardio,

entre otras 7.

Siendo la hiperglicemia cronica una
caracterfstica com(n de la diabetes no
controlada, esta condicion puede con-
llevar al incremento de la produccion de
EROs, con una reduccion de las defensas
antioxidantes y alteracion del estado
redox intracelular del organismo, lo cual
iniciarfa una serie de eventos moleculares
complejos responsables de las complica-
ciones diabéticas ®. La hiperglicemia
condiciona una sobreproducciéon de
EROs, que afectarfa a macromoléculas
como los 4cidos grasos insaturados de
las membranas biologicas (medido por
lipoperoxidacion: mediante la formacion
del complejo especies reactivas derivadas
del acido tiobarbitarico malondialdehido
(MDA-TBARS), dienos conjugados,
también a protefnas (glicacion de pro-
tefnas) y especialmente el daho al ADN
(8-oxoguanina).

El objetivo del presente trabajo fue
determinar la respuesta del sistema
antioxidante in vivo, frente a la hiper-
glicemia aguda inducida, en varones
sanos, utilizando el método de clamp
hiperglicémico, para observar la respuesta
del organismo frente a la elevacion de la
glucosa en sangre ya que en pacientes con
diabetes se observa una deplecion de las
defensas antioxidantes, desconociéndose
lo que ocurre funcionalmente en condi-
ciones normales.

METODOS

Se estudié 13 varones, voluntarios, cli-
nicamente sanos, residentes en Lima.
El estudio se realizd en el Instituto Na-
cional de Biologfa Andina, Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, Lima, Perti en el periodo

2004-2005.

Previo ayuno minimo de 10 horas, se
realizo el clamp hiperglicémico, el cual
consistio en elevar los niveles de gluco-
sa sanguinea a 125 mg/dL por encima
del valor basal, segtin el método de De
Fronzo (1979) . Para ello, se coloco a los
voluntarios un catéter en cada antebrazo;
uno de ellos se utilizd para la infusion
de dextrosa al 20% vy el otro para la
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obtencion de sangre para las mediciones
de lipoperoxidacion, glutation reducido
y superoxido dismutasa. La glicemia fue
realizada tomando sangre capilar y medi-
da con tiras reactivas.

Se us6 un software GWBASIC.EXE,
que nos permiti6 elevar la glicemia a la
concentracion deseada y luego mante-
nerla durante las dos horas que durd la
prueba. El software GWBASIC.EXE es
un programa matematico informético
utilizado para corregir la velocidad de
infusion de la dextrosa al 20%. El valor
de glicemia capilar obtenido a partir del
minuto 20 y de allf cada 10 minutos hasta
el minuto 110, fue introducido en la com-
putadora, la cual a través del programa nos
indica la velocidad de infusion a corregir
para mantener el valor de la glicemia
deseada, en los tiempos programados.

Se obtuvo muestras de sangre para
llevar a cabo las siguientes determina-
ciones:

- Glicemia a los -15, 0, 5, 10, 15, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110
y 120 minutos, con el método de
glucosa oxidasa, con tiras reactivas
Boehringer Mannheim.

- Lipoperoxidacion (LPO) en suero
fresco, segin el método de Buege ¥
modificado por Suérez 'V, a los 0, 60
y 120 minutos, midiendo en el espec-
trofotdmetro la formacion del com-
plejo tiobarbittrico-malondialdehido
(MDA) a 535 nm.

- Separacion de eritrocitos y hemolisis,
para la determinacion de glutation
(GSH) y actividad de la enzima su-
peroxidismutasa (SOD); se us6 una
muestra de sangre con EDTA como
anticoagulante; luego se lavo los eri-
trocitos en suero fisioldgico (solucion
de NaCl0,9 g/dL) y se centrifugd por
8 minutos, a 3000 RPM; se elimind
el sobrenadante, se resuspendi6 con
suero fisiologico y se centrifugd nue-
vamente; se repitid esta operacidon
hasta obtener sobrenadantes claros;
se elimind el sobrenadante y se
resuspendi6 los hematies del preci-
pitado con agua helada, que fueron
colocados en refrigeracion, para la
hemolizacion.
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- Se midi6 glutation reducido (GSH)
total, segtin el método de Boyne 1%, a
los 0, 60 y 120 minutos; se determino
en eritrocitos hemolizados, en presen-
cia de vitamina C, glioxilato y acido
2 ditiobisnitrobenzoico (DTNB),
midiendo en el espectrofotdmetro a
412 nm.

- La actividad superoxido dismutasa
(SOD) se determino segiin el método
de Marklund ™, alos 0, 60 y 120 mi-
nutos, y fue medida en los eritrocitos
hemolizados utilizando como control
la autooxidacion del pirogalol en

buffer tris-HCI, a 420 nm.

A partir de los datos de glicemia e in-
dicadores del estrés oxidativo -como lipo-
peroxidacidn sérica, actividad superdxido
dismutasa y concentracion de glutation
reducido-, se obtuvo el promedio aritmé-
tico, la desviacion estandar muestral y
rango: valores maximo y minimo. Tam-
bién, se calcul6 la variacion porcentual
de los indicadores del estrés oxidativo en
sangre, tomando el cambio que hubo a
los 60 y 120 minutos, asi como cien por
ciento el valor de 60 minutos, para com-
parar la variacion a los 120 minutos. Se
calculd ademais indices de la valoracion
del estrés oxidativo en sangre, como:
glicemia/lipoperoxidacioén, actividad
SOD/lipoperoxidaciéon y concentracion
de glutation/lipoperoxidacion, en los
tiempos basal, 60 y 120 minutos.

Los resultados fueron sometidos al
analisis de correlaciéon de la r de Pearson,
teniendo la siguiente consideracion: si la
correlacion era menor a 0,20, la corre-
lacion era muy pequeha, practicamente
despreciable; si el valor estaba entre 0,20
v 0,39, la correlacion era baja; entre 0,40
y 0,59, la correlacion era moderada; con
valores entre 0,60 y 0,80, la correlacion
era alta o marcada; y si la correlacion era
mayor que 0,80, entonces era muy alta.
El analisis se realiz6 para una significan-
cia minima de 0,05, mediante el calculo
del error tipico y la razon tipica, para lo
cual se uso el programa SPSS, version

15,0.

Se contd con el consentimiento infor-
mado de los pacientes, requisito necesario
en el periodo que se realizo este estudio.
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Figura 1. Niveles inducidos de glucosa sanguinea.

RESULTADOS

Los sujetos de investigacion presentaron
edades entre 20 y 41 ahos, promedio
28,2+6,5, indice de masa corporal
(IMC) entre 22,6 y 26,5 kg/m?, promedio
23,8+1,2. Los niveles de glucosa sangui-
nea basal en ayunas fueron 84,4+8,4 mg/
dL. A los 6 minutos de la administracion
de glucosa endovenosa, la elevacion de
la glicemia fue en promedio 197,4+17,58
mg/dL y se mantuvo en valores de 200
mg/dL hasta los 120 minutos, como se
observa en la figura 1. No se encontrd
relacion entre los niveles de glicemia
basal con el IMC.

De la misma manera, los valores de
glicemia basal a los 6 minutos, asf como la
cantidad de glucosa administrada, no tu-
vieron correlacion con otros indicadores.
No se informd sobre algtin efecto adverso
en los sujetos voluntarios, durante ni
después de la hiperglicemia inducida.

En la figura 1, se observa la curva de
los niveles de glucosa en sangre durante
la administracion de glucosa endovenosa
para inducir hiperglicemia, durante 120
minutos. En la medicion basal (tiempo
0), todos los sujetos de estudio presen-
taron niveles en el rango considerado
normal.

El nivel de estrés oxidativo en sangre,
observado por lipoperoxidacion, aumento

de 2,54+0,51 a 2,90+0,58 umol/L, de 0 a
60 minutos, para descender a 2,66+0,55
a los 120 minutos de la prueba (tabla 1).
La defensa antioxidante generada en el
organismo de los voluntarios fue evaluada
por la SOD, la cual mostrd elevacion
del valor basal a los 60 minutos, para
luego reducirse a los 120 minutos. La
concentracion de glutation se redujo a
los 60 minutos, en comparacion al valor
basal, y luego se elevd, sin superar el nivel
basal.

Los cambios tanto del estrés oxidati-
vo, medido por lipoperoxidacion, como
la defensa antioxidante, determinada
por actividad SOD vy glutation, fueron
valorados de manera adimensional por
estimacion de la variacion porcentual,

Respuesta del sistema antioxidante en varones sanos

mostrandose variacion significativa a los
120 minutos, comparada con el valor
basal o el valor de 60 minutos (tabla
2); para los valores de lipoperoxidacion
esta variacion determind un incremento
promedio de 15,2% a los 60 minutos
respecto al basal y se redujo a -7,3% a
los 120 minutos; y, para los valores de la
SOD, se observd un incremento de 5,7%
alos 120 minutos respecto al valor basal y
de 4,5% respecto al valor de 60 minutos;
para ambos casos la correlacion fue alta.

Respecto al glutation, a los 60 minutos
se observo disminucion de su concentra-
cion en 8,1% y elevacion a los 120 mi-
nutos de 7,1%; estas variaciones tuvieron
correlacion significativa (tabla 2).

La valoracion del la lipoperoxidacion
en funcion de la glicemia basal no tuvo
correlacion. Las relaciones de la actividad
superoxido dismutasa con lipoperoxida-
cion y glutation con lipoperoxidacion
fueron de un nivel marcadamente alto a
muy alto.

Para el caso de la relacion SOD/lipope-
roxidacién, hubo un descenso sostenido
desde el tiempo cero o basal, hasta los 120
minutos. Mientras que, para la relacion
glutation/ lipoperoxidacion, se observod
una reduccion a los 60 minutos, para
subir a los 120 minutos, sin llegar a la
relacion basal (ver tabla 3).

DISCUSION

La prevalencia de diabetes mellitus se
incrementa en forma muy rapida y se
considera que, para el aho 2025, la cifra

Tabla 1. Niveles de estrés oxidativo en sangre.

Indicadores de estrés oxidativo Promedio DE Valor maximo ~ Valor minimo
Lipoperoxidacion basal pmol/L 2,54 0,51 3,42 1,81
Lipoperoxidacion 60 min umol/L 2,90 0,58 3,77 2,27
Lipoperoxidacion 120 min pmol/L 2,66 0,55 3,85 2,04
SOD basal Ul/mL 859,7 4245 1270,6 3294
SOD 60 min Ul/mL 865,8 4593 1651,7 411,76
SOD 120 min Ul/mL 7425 4268 1087, 494,12
Glutation basal mg/dL 665,6 M"77 845,9 533,5
Glutation 60 min mg/dL 626,1 1489 8719 383,9
Glutation 120 min mg/dL 6431 1237 819,8 4811

DE = desviacién estandar.
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Tabla 2. Variacion porcentual de los indicadores del estrés oxidativo en sangre.

Variacion % del estrés oxidativo ~ Promedio DE  Valor maximo  Valor minimo  r Pearson
Lipoperoxidacion 60/basal * 15,2 17,7 54,2 -9,6 0,77
Lipoperoxidacién 120/basal t 48 9,3 16,3 -17,3 0,88
Lipoperoxidacién 120/60 * -7,3 15,0 16,5 -32,9 0,64
SOD 60/basal 0,5 19,5 29,9 -18,2 0,92
SOD 120/basal t 57 27,0 50,0 -29,2 0,89
SOD 120/60 * 4.8 30,5 51,0 -34,2 0,75
Glutatién 60/basal f -8,1 10,4 11,5 -28,0 0,94
Glutatién 120/basal 2,7 6,8 38 -10,0 0,96
Glutatién 120/60 71 13,4 254 7,2 0,92

DE = desviacion estandar.

* Andlisis de correlacion r, positivo, nivel alto o marcado.

T Analisis de correlacion r, positivo, nivel moderado.

de diabéticos a nivel mundial sera de 333
millones, o sea 6,3% de la poblacion. Si
tenemos en cuenta que la mortalidad se
eleva en este grupo de pacientes hasta 4
veces mas que en sujetos no diabéticos,
debido fundamentalmente a las mani-
festaciones tardfas de la enfermedad,
generadas por el daho macro y microvas-
cular, es sumamente importante tratar
de prevenirlas. Estudios clinicos con
un namero significativo de casos han
demostrado que los pacientes que logran
un mejor control metabolico presentan
un daho vascular menor que aquellos
con un control inadecuado, tanto en
diabéticos de tipo 1 como de tipo 2
(UKPDS, DCCT) (419 Actualmente,
se acepta que este dafo vascular tiene
una relacion intima con la hiperglicemia
cronica .

Es conocido que la hiperglicemia
cronica induce la generacion de EROs,

las que producirfan dafo oxidativo, oca-
sionando incremento en la generacion
de O, y de oxido nitrico (NO). Este
incremento es dahino, porque estas dos
moléculas reaccionan y producen peroxi-
nitrito, un potente oxidante que perdura

mayor tiempo que los demas radicales
libres (1617,

Estudios realizados por Marfella y col.
, asf como Ceriello y col. ?, encontra-
ron que una hiperglicemia aguda induci-
da durante 120 minutos, mediante clamp
hiperglicémico (15 mmol/L), causo estrés
oxidativo, provocando una deplecion de
la capacidad antioxidante.

(18)

Por otro lado, existe la teorfa que el
estrés oxidativo estda asociado con la
autooxidacion de la glucosa. Ademas,
se postula cuatro mecanismos mole-
culares de daho tisular que produce la
hiperglicemia; estos son: activacion de la
proteinquinasa (PKC), que producirfa la

Tabla 3. Indices de valoracion del estrés oxidativo en sangre.

indices valoracion del estrés oxidativo Promedio DE Valormaximo Valor minimo  r Pearson
SOD 60/ lipoperoxidacion 60 * 283,8 140,11 500,2 164,7 0,56
SOD 120/ lipoperoxidacion 120 * 276,0 1507 640,2 180,6 0,40
Glutatién basal/ lipoperoxidacion basal T 266,9 41,1 3279 179,6 0,61
Glutatién 60/ lipoperoxidacion 60 2246 628 3228 131,2 0,77
Glutation 120/ lipoperoxidacion 120 * 2495 445 320,9 165,5 0,81

DE = desviacion estandar.

* Analisis de correlacion r, positivo, nivel moderado.
T Andlisis de correlacion r, positivo, nivel alto o marcado.
* Andlisis de correlacion r positivo, nivel muy alto.
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sintesis de novo de un segundo mensajero
diacilglicerol (DAG), incremento del flu-
jo de la via de hexosaminas, incremento
de productos de glicosilacion avanzada
(PGA) y elevacion del flujo de la via de
los polioles 1720,

En nuestra investigacion, se sometiod
a hiperglicemia aguda inducida a sujetos
normales, durante 120 minutos; se les
determin6 un marcador de estrés oxida-
tivo, midiendo la formacion del complejo
MDA — TBARS. Este parametro fue
valorado a nivel basal, 60 minutos y 120
minutos. La correlacion de los 60 y 120
minutos con el nivel basal mostré una
correlacion alta (tabla 2). Frente a una
agresion (estrés oxidativo) producida
por la hiperglicemia aguda en sujetos
normales, se observo en los primeros 60
minutos un incremento del marcador
(peroxidacion lipidica); sin embargo,
al finalizar la prueba, este parametro
disminuy6; probablemente el organismo,
frente a un daho celular, indujo la sintesis
proteica de la enzima SOD y mejord sus
defensas antioxidantes. Estas variaciones
han sido también observadas in vitro por
Vincent y col. @V,

Zorrilla-Garcfa y Fernandez- Argones
22 realizaron un metaanalisis sobre dia-
betes y estrés oxidativo; mencionaron
que en la diabetes mellitus descompen-
sada aparecen y aumentan en el plasma
sustancias como el malondialdehido,
los dienos conjugados y las sustancias
reactivas del 4cido tiobarbitrico, que
son una medida de la peroxidacion lipi-
dica que se presenta en esta alteracion
metabolica, lo que evidencia la relacion
entre la diabetes mellitus y el estrés
oxidativo. En nuestro trabajo, se observa
la misma tendencia hacia la generacion
de estrés oxidativo, siendo la diferencia
importante que los sujetos estudiados
por nosotros eran sujetos normales
sometidos a hiperglicemia aguda de 2
horas, no pacientes diabéticos, quienes
dependiendo de su control metabélico
generalmente estan expuestos a hiper-
glicemia cronica.

En la revision realizada por Dariel
Diaz Arce ¥ sobre hiperglicemia y es-
trés oxidativo en cultivo de células, se
menciona que un estudio realizado en
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células endoteliales de la vena umbilical
expuestas a elevadas concentraciones de
glucosa durante dos semanas mostraron
una induccion en la expresion de las
enzimas antioxidantes SOD, catalasa y
glutation peroxidasa, a partir del sétimo
dfa de tratamiento. A diferencia de
nuestro estudio, la hiperglicemia tuvo
una duracion de solamente 2 horas,
observandose una misma tendencia en
la respuesta antioxidante.

Cuando ocurre un desbalance entre
la produccion de radicales libres y las de-
fensas antioxidantes, se produce el daho
oxidativo. Frente a este tipo de agresion
celular, el organismo sintetiza el GSH,
tratando asi de mantener el equilibrio
redox y disminuir la cantidad de radi-
cales libres . Todo esto sugiere que la
exposicion a elevadas concentraciones
de glucosa sanguinea puede generar un
incremento de EROs, que reaccionan con
los sistemas antioxidantes primarios del
organismo, por ejemplo, el alfa tocoferol
y el GSH, provocando disminucion de
las concentraciones de las defensas .

La accion del glutation reducido, como
se ha mencionado, es el antioxidante
mas importante que tiene el organismo,
porque permite amortiguar la agresion
de EROs. En nuestro estudio, los niveles
de glutation reducido disminuyeron a los
60 minutos y luego se elevaron a los 120
minutos, sin llegar a los niveles basales
(tabla 3); pero, si se toma en cuenta las
variaciones porcentuales de cada hora en
comparacion con los niveles basales, se
aprecia que realmente hay un descenso
del nivel del GSH; esto nos permite
deducir que el organismo, al defenderse
frente a un dafio oxidativo, consume
rapidamente el antioxidante, por lo que
inicialmente los niveles se reducen; sin
embargo, el organismo sintetizarfa GSH
de novo, para lograr una mejor defensa
antioxidante, lo que se observa a los 120
minutos, para luego elevar sus niveles a
los 120 minutos.

En relacion a la superoxido dismutasa,
esta es la primera enzima antioxidante
que cataliza la dismutacion del radical
citotoxico superoxido (O,), formando
oxigeno y peroxido de hidrogeno. Es
la principal defensa antioxidante que

presenta todo tipo de células que estan
expuestas al oxigeno. En nuestro estudio,
esta enzima, frente a la elevacion de la
glicemia, mostrd un incremento de su
actividad para luego descender a valores
promedios menores que el nivel basal; sin
embargo, la variacion porcentual fue de
5,7%, habiendo una notoria elevacion
a los 120 minutos en comparacién al
basal. Estos resultados corroboran los
estudios que indican que el organismo
inicialmente usa sus defensas y, después
de la persistente hiperglicemia, hay un
incremento sostenido de la SOD.

Vincent y col. @Y en un estudio
realizado en cultivos de neuronas de
diabéticos, encontraron un incremento
de la SOD vy catalasa luego de 3 horas
de incubacién con una concentracion
de 20 mM de glucosa. El incremento de
la actividad de catalasa fue cinco veces
respecto a los controles, mientras que el
incremento de la SOD fue ligeramente
moderado; as{ mismo, la concentracion
de GSH disminuy6 significativamen-
te. Esto sugiere que mientras el GSH
esta siendo oxidado a través del dafio
oxidativo, las neuronas son capaces de
responder restituyendo este antioxidante;
esto podrfa constituir una terapia contra
la neuropatfa diabética.

En nuestra investigacion, el compor-
tamiento de la variacion de la SOD y
GSH es semejante al estudio de Vincent
@Y por lo que podriamos sugerir que el
organismo, frente a una agresién como
la hiperglicemia, inicialmente consume
el GSH; luego, se regenera este antioxi-
dante por sintesis de novo y también se
incrementa la actividad de la SOD.

Por lo tanto, concluimos que la res-
puesta del organismo en varones sanos
frente a la hiperglicemia aguda inducida
hasta 2 horas eleva el estrés oxidativo,
promoviendo generacion de defensa
antioxidante, con sintesis de glutation
reducido de novo y mayor actividad de
la superdxido dismutasa.
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