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1 INTRODUCCION



1. METABOLISMO DEL HEMATIE
1.1 GLUCOLIBIS

El eritrocito maduro es una de las organizaciones
biogquimicas menos complicadas de las células del cuerpo.No
tiene nGcleo,ni reticulo endoplasmico,ni mitocondrias y es
incapaz de sintetizar ac.nucleicos y proteinas careciendo de
ciclo de Krebs y sistema transportador de electrones.

Estd compuesto por dos unidades interdependientes:
membrana y citoplasma.El citoplasma contiene hemoglobina como
elemento mas abundante y estd equipado con todos los enzimas
de 1la glucolisis,ya que el eritrocito maduro depende
enteramente de 1la ruta de Embden-Meyerhof como sistema
energético.

La membrana,que ain no esta bien definida,posee dos tipos
de actividades ATP-asa,una de estas utiliza parte de la energia
producida en el citoplasma para mantener el equilibrio osmético

(1).

En 1854 ,Pavy,sefiald como la glucosa desaparecia
ridpidamente de la sangre después de su extracciédn al mismo
tiempo que se acidificaba.Lepine(1890) da a este hecho el
nombre de glucolisis (2).

La desaparicién de la glucosa en el eritrocito es un
proceso préacticamente anaerobio cuya etapa final es 1la
formacién de ac.léactico.

La glucolisis emprende -la via clasica de Embden-
Meyerhof,sin embargo,puesto que se forma menos ac.léctico que
glucosa desaparece, es necesario admitir la participacidén de una
23 via,la via oxidativa de las pentosas fosfatos.

Via de Embden-Meyerhof
Cerca del 95% de la glucosa consunida por el eritrocito,es

metabolizada por la via de Embden-Meyerhof.
La glucosa es catabolizada anaerdbicamente hasta
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ac.lactico.Esta via proporciona energia en forma de ATP,el
balance neto es de dos moléculas de ATP por cada molécula de
glucosa consumida (1). |

El grado de utilizacidén de la glucosa esta limitado,en
gran parte,por las reacciones de la hexoquinasa y 1la
fosfofructoquinasa.lLas dos enzimas catalizadoras de estas
reacciones tienen un pH ©6ptimo relativamente alto.A pH
inferiores a 7,tienen escasa actividad. (2)

Por esta razdén,la glucolisis intraeritrocitaria es muy
sensible al pH y es estimulada por una elevacién de éste.No
obstante,a niveles de pH superiores a los fisiolbgicos,la
estimulaciébn de la actividad de las hexoquinasas y
fosfofructoquinasas se traduce por la acumulacidén de fructosa
difosfato y triosas fosfatos, porgque la reaccidn de la
gliceraldehido fosfato-deshidrogenasa se convierte en factor
limitante. (1)

Las derivaciones metabdlicas después de la formacidn de
1,3-DPG,proporcionan al eritrocito flexibilidad en relacién a
la cantidad de ATP que se forma en el metabolismo de cada
molécula de glucosa.

El 1,3-DPG se puede metabolizar a 2,3-DPG mediante el
consumo de los enlaces fosfatos de alta energia en la posicién
1 del glicerato.

El traslado del grupo fosfato a la posiciébn 2 por 1la
difosfoglicerato-fosfatasa produce 1la formacién del 3-
fosfoglicerato.

Por otra parte,el 3-fosfoglicerato se puede formar
directamente del 1,3-DPG,a través del paso de la .
fosfogliceratoquinasa,que ocasiona la fosforilacién de 1 mol
de ADP a ATP.

La glucosa,que se canaliza a través del paso 2,3- DPG,se
metaboliza sin una ganancia neta de enlaces fosfatos,en forma
de ATP, mientras gque 1la glucosa,que sufre el paso de 1la
fosfogliceratoquinasa,origina la formacién de dos moléculas de
ATP.

La regulacién del flujo,en este punto de la rama determina
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el grado de fosforilacién del ADP a ATP y la concentracién del
2,3-DPG,que es un importante regulador de la afinidad de la Hb
por el oxigeno(3).

La concentracién del 2,3-DPG depende del equilibrio
existente entre su grado de formacién a partir del 1,3-DPG
mediado por la difosfoglicero-mutasa y su degradacién por la
difosfoglicerato-fosfatasa. (2, 3)

Los hidrogeniones inhiben la reaccién de la gliceromutasa
Yy éstimulan la reaccién de la fosfatasa.Asi,los niveles de 2,3~
DPG del eritrocito son exquisitamente sensibles al pH;la
elevacién del pH causa también elevacidén de los niveles de 2,3-
DPG,mientras que,la acidosis provoca una depleccién del 2,3-DPG

(4) .

El metabolismo de la glucosa por la via de Embden-Meyerhof
produce también energia reducida en la forma de NADH que es el
cofactor principal de la metahemoglobina reductasa,enzima
encargada de mantener el &tomo de hierro de la Hb en estado
ferroso.

La reduccidén de NAD+a NADH sucede en el paso de 1la
gliceraldehido-fosfato deshidrogenasa.Si se oxida de nuevo el
NADH al pasar la metaHb reducida a Hb,el producto final del
metabolismo de la glucosa es el piruvato.

Sin embargo,si el NADH no se reoxida por la metaHlb,el
piruvato se reduce en el paso de la lactato-deshidrogenasa que
forma lactato como producto final del metabolismo de la
glucosa. (5)

1.2 VIA DE LAS PENTOSAS

Hay un 5% de la glucosa del hematie que se metaboliza por
una via oxidativa directa,la derivacién de 1las pentosas-
fosfatos.

Esta via es la fuente del NADPH,cofactor también del
sistema enzimdtico de la metahemoglobin-reductasa aunque de
menor importancia que el NADH.
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En esta via,la glucosa-6-fosfato se oxida en posicidén
1,produciendo anhidrido carbénico.

El NADP+se reduce a NADPH en este proceso de oxidacién de
la glucosa.

El fosfato de pentosa que se forma cuando la glucosa se
descarboxila sufre una serie de reajustes moleculares que se
traducen en 1la formacién de gliceraldehido-3-fosfato Yy
fructosa-6-fosfato.

Estos son los intermediarios normales en la glucolisis
anaerbSbia y de este modo unifican el curso metabélico.

Debido a que la reaccibén de la fosfoglucosa isomerasa es
esponténeamente reversible,de tal forma que la fructosa-6-
fosfato se puede convertir en glucosa-6-fosfato,resulta posible
que se renueve el ciclo a través de la via del monofosfato de
hexosa.

La funcién primaria de la via de las pentosas fosfatos es
la reducciébn de NADP+ y la cantidad de glucosa Que pasa a
través de esta via se regula por la cantidad de NADP+ que se
proporciona por la oxidacién de NADPH.

La funcidén primordial del NADPH parece ser como substrato
para la reducciédn del glutatién que contiene disulfuros en el
eritrocito a través de la intervencidén de la glutatidn-
reductasa,que cataliza la reducciétn del glutatién oxidado
(GSSG) a glutatidn reducido (GSH) y la reduccién de disulfuros
mixtos de Hb y GSH. (5)

1.3 TRANSPORTE DE OXIGENO Y 2,3-DPG

La principal funcién del eritrocito es el transporte de
oxigeno.

Este transporte 1lo realiza 1la Hb,la cual es una
macromolécula casi esférica dentro del hematie.Esté
estructurada por cuatro cadenas peptidicas unidas entre si por
enlaces no covalentes,poseyendo cada una de ellas un grupo hemo



con el &tomo de hierro.

El interior de cada cadena es de caricter apolar;por
esto,el hierro se mantiene en forma ferrosa apto para el
transporte de oxigeno (6).

El hierro del grupo hemo,en forma ferrosa,presenta seis
valencias de coordinacién,cuatro de ellas son coplanarias con
el atomo de hierro,siendo a través de éstas la unién a los
&tomos centrales del anillo tetrapirrélico;las dos posiciones
de coordinaci6n residuales no son coplanarias y por una de
ellas se une a una de las histidinas interiores,llamada
histidina proximal 1ligada,y por la otra puede hacerlo al
oxigeno.

Para que la oxiHb con alta afinidad por el oxigeno se
desprenda de éste en los tejidos,es necesario gque ocurran
cambios conformacionales en la macromolécula o reordenacidnes
espaciales en la cavidad central de la cadena,alter&ndose la
carga local del entorno de la histidina unida al hierro,que
pierde el oxigeno,llamdndose entonces a la
macromolécula,desoxiHb.

La saturacién se define como la fracciédn de ocupacibn de
los centros de unién del oxigeno.

La afinidad del oxigeno puede ser caracterizada por una
cantidad denominada P50 que es aquella presién parcial de
oxigeno a la cual se encuentra llenos el 50% de los centros de
unién.

El 2,3-DPG,metabolito de la glucolisis,actfia sobre 1la
curva de disociacién de la Hb desvidndola hacia la derecha
indicando una menor afinidad por el oxigeno.

El mecanismo de accidén del 2,3-DPG,para disminuir 1la
afinidad por el oxigeno,es la estabilizacién de la estructura
cuaternaria de la desoxiHb por medio de enlaces cruzados en la
cadena beta. (7)

Ademé&s del 2,3-DPG,el ATP y otros ésteres de fosfato se



fijan al mismo punto sobre la molécula de Hb.El efecto del ATP
sobre la afinidad por el oxigeno es de magnitud similar (mol
por mol) al 2,3-DPG.Sin embargo,como hay 3 6 4 veces més 2,3-
DPG que ATP en el hematie,el primero ser& mas importante con
respecto a la afinidad por el oxigeno.

1.4 RUTA DE LOS POLYOLES

La ruta del sorbitol es una via accesoria en el
metabolismo de la glucosa.En esta ruta,compuesta por una cadena
de reacciones,el sorbitol es un intermediario que convierte la
glucosa en fructosa.

En esta via actan dos enzimas:la aldosa reductasa
(alditol:NADP oxidoreductasa),que convierte la glucosa en
sorbitol,y la sorbitol deshidrogenasa (L-iditol:NAD
oxidoreductasa) ,que transforma el sorbitol en fructosa.

D-glucosa + NADPH+ + H+ > sorbitol + NADP (1)
ALDOSA REDUCTASA

sorbitol + NAD+ <= > D-fructosa + NADH+ + H+
SORBITOL DESHIDROGENASA (2)

La actividad de esta ruta depende de la concentracién de
la glucosa y es independiente de la insulina(8,9).El factor que
la ruta del sorbitol requiere,NADPH,compite con otras
reacciones gue también requieren este cofactor,como ocurre en
la reduccién del glutatién oxidado a reducido;esta reaccidn es
esencial para la proteccidén de las membranas celulares y otros
componentes de las células.

La fuente de NADPH es la via de las pentosas fosfatos cuyo
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flujo es,generalmente,dependiente de la relacién NADP/NADPH.

La utilizacién del NAD y 1la produccién de NADH
significa,que la ruta del sorbitol compite con la glucolisis.El
aumento de la relacién NADH/NAD determina la reaccibén a favor
de la conversién de dihidroxiacetona fosfato a glicerol-3-
fosfato (10).Se observé que el aumento del flujo,a través de
la ruta del sorbitol en lentes de ratas,estéd emparejada con el
aumento de la actividad de la via de las pentosas fosfatos y
disminucién de la glucolisis.Este hecho est& asociado con el
acumulo de glicerol-3-fosfato y reduccién en la disponibilidad

para reducir el glutatidén (11).

Esta enzima,cataliza la conversién de glucosa libre a
sorbitol (reac.l).Posee amplia afinidad por algunas aldosas,y
se caracteriza por la baja afinidad para la glucosa Yy
galactosa.Esta baja afinidad por las hexosas y la excesiva
cantidad de hexosas libres en diabetes y galactosemia causan
un aumento de la formacién del azficar-alcohol,sorbitol y
galactitol respectivamente.

La aldosa reductasa requiere NADPH para esta actividad;la
célula se provee del NADPH,primeramente por la via de las
pentosas monofosfato,cuyo flujo es dependiente de la relacidn
NADP/NADPH.La conexién entre 1la via de las pentosas
monofosfatos y la ruta del sorbitol ha sido descrita en lente
y nervio periférico (12).

In vitro,la actividad aldosa reductasa estd& acrecentada
en presencia de mercaptoetanol y estimulada por sulfato de
litio.El enzima dispone de propiedades alostéricas y existe un
estado de equilibrio,entre una forma activa y dos subunidades
inactivas.

El coenzima de esta reaccién,NADP,inhibe al enzima a
concentraciones fisiol6gicas por alteraciones del equilibrio,en
favor de la subunidad inactiva.la reaccién catalizada por la



aldosa reductasa es unidireccional;el equilibrio favorece la
actividad de la reaccién.

Un enzima de la via ac.glucuronico-xylulosa,el NADP-L-
hexonato deshidrogenasa,tiene mucha similitud con la aldosa
reductasa,y también se encuentra presente en muchos tejidos.La
hexonato deshidrogenasa tiene escasa actividad para convertir
hexosas en sus respectivos azGcar-alcoholes,y es mas activa en
la reducciébn del &cido urdnico.las dos enzimas se pueden
distinguir,bien por diferente movilidad en cromatografia de
columnas de DEAE-celulosa,bien inmunolégicamente,utilizando un
anticuerpo especifico para 1la aldosa reductasa gue no

interacciona con la hexonato deshidrogenasa (12).

La conversidn de sorbitol a fructosa estd catalizada por
la sorbitol deshidrogenasa(reac.2).Esta enzima dispone de
numerosos substratos especificos para muchos
polialcoholes,convirtiéndolos en sus respectivos ceto-
azGicares,como sorbitol y manitol en fructosa,xylitol a D-
xylulosa,y ribitol a D—ribulosa,eté.La sorbitol deshidrogenasa
ha sido aislada y purificada en numerosos tejidos y ha
demostrado ser hormonalmente sensible durante el desarrollo de
los érganos sexuales.La reacciédn catalizada por la sorbitol
deshidrogenasa es reversible,y el NADPH puede ser utilizado en
la accién inversa tanto como el NADH.La reacciédn hacia 1la
derecha solo utiliza NAD+ (12).

La determinacién enzim&tica del sorbitol por la sorbitol
deshidrogenasa es complicada debido a la afinidad por otros
muchos substratos desplegada por esta enzima;por ello es
necesaria una rigurosa prueba de la identidad del sorbitol por
cromatografia de gas liquido de los derivados trimetilsilil y
acetatos.



1.4.3 Distribucién en Jlos tejidos

El criterio para establecer la presencia de la ruta del
sorbitol en tejidos es 1la identificacién de 1la aldosa
reductasa.Para ello es necesario diferenciar la actividad de
esta enzima de la actividad de la hexonato deshidrogenasa
(aptdo 1.4.1).

Recientes estudios en ratas y conejos han demostrado,que
la enzima inicial de esta secuencia,la aldosa reductasa,estéd
presente en gran cantidad de tejidos.

Esta ruta metabbélica menor fue reconocida primeramente en
glandulas accesorias del tracto genital enfermo,donde se
producia la cadena de reacciones que llevaba la D-glucosa hasta
fructosa (reacc.l y 2).

Esta secuencia de reacciones son irreversibles en
vesiculas seminales,lente,aorta y células de Swhwam,donde han
sido m&s ampliamente estudiadas.

También,se ha encontrado que el sorbitol y la fructosa
libre se encuentran en eritrocitos diabéticos en
concentraciones que exceden las plasméticas.Este sorbitol es
resultado de la actividad de la aldosa reductasa y como
respuesta a la concentracién de glucosa del medio,ya que existe
correlacién directa entre 1los niveles de sorbitol del
eritrocito y concentraciones de glucosa en plasma.Los niveles
de sorbitol del hematie proporcionan informacién de 1la
actividad de la ruta de los polyoles in vivo,lo cual puede ser
importante en la patogénesis de las complicaciones asociadas
a la diabetes. (9)

El interés centrado en 1la actividad de 1la ruta del
sorbitol en tejidos,es debido a su potencial poder patolégico
cuando aumenta la actividad de dicha via metabblica en estados
hiperglucémicos(8).



10

1.4.4 Inhibidores de ]a aldosa reductasa

Han sido descrito numerosos inhibidores de la aldosa
reductasa.El &cido glutarico y sus andlogos como el &cido 3,3-
tetrametil glutarico(TMG),y el &cido dimetilglutarico (DMG) han
sido muy Gtiles en el estudio del papel de la ruta de los
polioles en tejidos in vitro.Aunque an&logos del ac.glutarico
son muy efectivos en el estudio in vitro,son inefectivos en el
estudio in vivo,porque existen limitaciones en la absorcibén y
la penetracidn.Se encontr6 que la colchicina es un potente
inhibidor de la aldosa reductasa y mds recientemente,ha sido
descrito un . efectivo inhibidor:el ac.1,3 dioxo-1H
benzi[de]isoquinolina-2[3H] acético.Este demostrd tener una
completa potencia en animales de experimentacién y no ejercia
efectos de toxicidad a niveles terapéuticos.estos inhibidores
son importantes por la relacién con el acumulo de sorbitol y
la formacién de manifestaciones diabéticas,y pueden tener un
posible uso clinico en el futuro (12).

2. PAPEL DE LA ACETIL-COLINESTERASA EN LA DIABETES

La acetilcolinesterasa es una enzima directamente
implicada en la neuropatia diabética,que se caracteriza por
cambios morfolbégicos asociados a la disminucién de la velocidad
de conducci6én motora y sensitiva en el nervio (13).

La actividad de la acetilcolinesterasa estd disminuida en
la diabetes insulin-dependiente. El tratamiento con insulina
restaura la actividad acetilcolinesterasa a la normalidad
(14).La insulina desempefia un papel importante en el
mantenimiento de la actividad Na+~-K+-ATP-asa en la membrana del
eritrocito.

En ratas diabéticas se ha observado una reduccidédn en el
transporte de acetilcolinesterasa por las neuronas colinérgicas
(15) .
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La membrana del eritrocito de diabéticos tipo I no
controlados tienen un aumento del flujo de membrana comparado
al normal,y el flujo retorna a la normalidad después del
tratamiento con insulina.La insulina produce disminucién del
flujo de la membrana del eritrocito.lLa disminucién de 1la
actividad de esta enzima en eritrocitos de diabéticos esta
explicada,en parte,por cambios en los fluidos caracteristicos
de la membrana,en respuesta a la disminucién de los niveles de
insulina en la diabetes (13).

La actividad acetilcolinesterasa est& influida por
fenbmenos de superficie de la membrana.En la diabetes se ha
encontrado una disminucién del ac.siflico de la membrana del
eritrocito (16),que constituye el principal componente cargado
de la membrana.Esta pérdida en la superficie de la membrana del
eritrocito,en la condicién diabética,puede reducir el total de
cargas negativas en la superficie del eritrocito,y
consecuentemente su potencial de membrana.

La actividad acetilcolinesterasa est& negativamente
correlacionada con los niveles de glucosa en sangre,y esto
puede ser debido a un efecto dependiente de la concentracibn
de insulina.Similarmente,el nGmero de moléculas de enzima
activa en la superficie del eritrocito estd controlado por la
insulina;esta deficiencia se manifiesta en la diabetes por una
disminucién de la V max.del enzima (17).La insulina altera el
microambiente de la membrana de este enzima por cambios en el
flujo de membrana,o ayuda a mantener el nGmero de moléculas
activas del enzima,esto no es bien conocido.Algunas de las
propiedades de la acetilcolinesterasa presentes en tejido
cerebral y eritrocitos son similares,y la insulina desempefia
un potencial papel como neurotransmisor o neuromodulador en
tejido cerebral (13).

Recientemente ha sido implicado un glucosil-
fosfatidilinositol en la accién de la insulina.La cabeza polar
de este fosfooligosacarido,que contiene glucosamina-inositol-
fosfato,galactosa y varios fosfatos adicionales,mimetiza
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diversas acciones biolégicas de la insulina cuando se afiade a
células intactas (18).

La insulina promueve la hidrélisis del glucosil-
fosfatidilinositol situado en la cara externa de la membrana
plasmatica generandose su cabeza polar.Esta penetra en el
interior de la célula mediante un mecanismo aGn desconocido y
modula el estado de fosforilacién de proteinas que son enzimas
claves del metabolismo.La cabeza polar podria ampliar 1la
accione de la insulina alcanzando células que no tienen
receptor de insulina pero que son capaces de transportar esta
molécula a su citosol (18).La sintesis de glucosil-
fosfatidilinositol se ha encontrado reducida en nervio ciatico
de diabéticos (19).

La reduccién de la velocidad de conduccién del nervio
motor es secundaria a la pérdida de mio-inositol del nervio
diabético;esta depleccién de mio-inositol actGa sobre 1la
actividad Na+-K+-ATP-asa y produce alteraciones en el flujo
electrolitico de la membrana celular (se expondré en el apartado
3).Esto se une a la disminucién de la actividad de la acetil-
colinesterasa por alteracién del flujo axonal,el cual estéa
causalmente envuelto en el desarrollo de la neuropatia
diabética (15).

3. BASES BIOQUIMICAS DE LAS COMPLICACIONES DIABETICAS

La absoluta o relativa deficiencia de insulina que se
produce en la diabetes,puede ser aminorada por la
dieta,inyeccién de insulina o agentes hipoglucemiantes
orales,peroc no previenen el desarrollo de las complicaciones
crbnicas (19).

Winegrad,en 1987 (20),puso en evidencia la existencia de
un comin mecanismo que causaba cambios funcionales en nervio
periférico,rifién y retina,y conducia a la iniciacién de 1los
riesgos clinicos debido a los disturbios producidos en estos
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tejidos (14).

La hiperglucemia crénica,a consecuencia del deficit de
insulina,conduce a un aumento de la actividad de la ruta de los
polyoles;esto causa una depleccién del depbsito de mio-inositol
que conlleva perturbaciones en la regulacién de la Na+-K+-ATP-
asa con un eventual deterioro de su actividad funcional (21).

El aumento de la actividad de la ruta de los polioles
produce una reduccién en la velocidad de conduccién del nervio
motor;esto se debe a que disminuye el contenido de mio-inositol
en axones de nervio periférico y células de Schwann (22).

El mio-inositol,uno de 1los isémeros ciclicos del
sorbitol,juega un importante papel en algunas funciones
celulares del nervio,como transporte de electrbdlitos,de
aminoacidos,y transmisién del impulso nervioso.Alteraciones en
el metabolismo de este precursor de los fosfolipidos del axbn
son responsables de algunos cambios funcionales en la
neuropatia diabética (23).En nervio cidtico diabético existe
una reduccién del contenido de mio-inositol,de la sintesis de
fosfatatidilinositol,y de las actividades de CDP-diglicerido-
inositol transferasa y fosfatidilinositol 4-fosfato quinasa
(19).

El tratamiento con inhibidores de la aldosa reductasa y
el suplemento en la dieta de un 1% de mio-inositol previene el
aumento de sorbitol y fructosa en nervio periférico y 1la
disminucién de la velocidad de conduccién en el nervio
motor,pero no altera la hiperglucemia,ni varia los niveles de
glucosa en el nervio (21).

El flujo extracelular de mio-inositol es esencial para
mantener los depSsitos de mio-inositol en el axén del nervio
normal.La depleccién de estos depbsitos conduce a una
inhibicién de la normal actividad basal de la Na+-K+-ATP-
asa,que es un enzima transportador de la membrana plasmitica
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celular.Este enzima utiliza la energia de la hidro6lisis del
ATP,atravesando la intacta membrana plasmitica de las
células.La actividad Na+-K+-ATP-asa es esencial para mantener
el alto gradiente de Na+ y K+ en las membranas

celulares (21).Brismar y Sima,en 1981 (24),demuestran que el
decrecimiento de la velocidad de conduccién del nervio en
estados diabéticos es consecuencia de la reduccidn de 1la
actividad Na+~-K+-ATP-asa axonal.

El rifibn es otro 6érgano afectado en la diabetes.Un
mecanismo similar es el responsable del aumento de la tasa de
filtracidén glomerular encontrado en jévenes diabé&ticos insulin
dependientes (25).Este aumento del filtrado glomerular esté
asociado con hipertrofia glomerular y renal,y precedida por el
engrosamiento de la membrana basal del capilar glomerular.Estos
cambios renales son corregidos por la normalizaciébn de 1la
glucosa en sangre con insulina.Gabbay y O'Sullivan,en 1968
(26) ,encontraron aumentados los niveles de polioles en papilla
renal diabética;esto se previene con inhibidores de la aldosa
reductasa (27).Goldfarb et al (28), encontraron gque el
tratamiento con inhibidores de la aldosa reductasa,de ratas con
diabetes inducida con estreptozotocina,previene el aumento del
filtrado glomerular sin afectar 1la hiperglucemia.Esto
sugiere,que el mecanismo que causa el descenso de la velocidad
de conduccién de nervio motor,es responsable de las
alteraciones renales (22).

Las lentes diabéticas con cataratas contienen altos
niveles de polioles.El acumulo intracelular de sorbitol causa
un edema osmético y la disrupcién de la arquitectura celular.El
mio~-inositol intracelular estd bajo,acompafidndose del aumento
de la concentracién de Na+ y disminucién de la actividad Na+-
k+-ATP-asa.Este proceso de edema y disbalance electrolitico da
como resultado una precipitada pérdida de 1la integridad
osmbética con masivo influjo de iones de Na+,ClH y agua,y la
aparicidén de la opacidad de la lente (12,22).
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En la barrera retiniana de diabéticos insulin-dependientes
existen cambios en la permeabilidad.Esta alteracién esté
precedida por un engrosamiento de la membrana basal de los
capilares de la retina;se piensa que se debe a alteraciones del
epitelio pigmentado de la retina.Estos cambios confieren el
riesgo de edema y disturbios vasculares de la retina. MacGregor
Y Matschinsky,en 1986 (29),observan la presencia del aumento
de los niveles de glucosa y sorbitol en el epitelio pigmentado
de la retina en conejos con diabetes inducida.Esto se acompafia
de una disminucién del mio-inositol,aumento de la concentracién
de Na+ y pérdida de la actividad Na+-K+-ATP-~asa en el epitelio
pigmentado de 1la retina.Todo ello contribuye al edema
retiniano.Estos cambios son corregidos con inhibidores de la
aldosa reductasa o con un 1% de mio-inositol en 1la
dieta,indicando que un mecanismo similar a los discutidos
anteriormente,en conexién con la velocidad de conduccién del
nervio motor y cambios renales,también estidn operando aqui
(22).

3.1 EN LAS CELULAS SANGUINEAS
3.1.1 Alteraciones en la membrana celular

En la diabetes,existe una anémala predisposicién a la
disminucién de la oxigenacién de los tejidos que juega un
importante papel en el desarrollo de las complicaciones
diabéticas.Esto incluye aumento de la agregacidén eritrocitaria
y disminucién de la deformabilidad,aumento de los niveles Hb
glicosilada,disminucién de los niveles de 2,3-DPG,aumento de
la agregacidn plaquetaria,elevacidén de la viscosidad de 1la
sangre,aceleracidédn del consumo de fibrinogeno,descenso de los
niveles de antitrombina III,ascenso del factor de Von
Willegrand y disminucién de la fibrinolisis (19).

El aumento de la agregacidén de eritrocitos gque se ha
observado en diabéticos, puede contribuir a cambios



¥

obliterativos microvasculares en la retina;aunque esto parece
m&s una consecuencia del aumento de los niveles de proteinas
en plasma que un cambio de los hematies en si.Esta anormal
agregacién de 1los hematies en 1la diabetes no se ha
correlacionado con el grado de elevacién de la Hb glicosilada
Y no se ha podido establecer que juegue algGn papel en la
patogénesis de las secuelas microvasculares (19).

La deformabilidad del eritrocito es significativamente
baja en la diabetes,pudiéndose dafiar la r&pida y homogénea
perfusién en la microcirculacién.lLa base para la reducida
deformabilidad es desconocida,pero la relacién con el grado de
control de la diabetes sugiere una etiologia metabblica.lLa
elevacidén de la microviscosidad de la membrana del eritrocito
observada en diabéticos puede ser consecuencia del aumento de
la glicosilacibn de las proteinas de la membrana.La disminucibn
del contenido de ac.sidlico y colesterol observados en
eritrocitos de ratas y humanos diabéticos (16),sugieren que la
membrana puede tener adversamente afectada la deformabilidad
caracteristica de estas células.

Estudios realizados en leucocitos circulantes de
diabéticos han demostrado numerosas anomalias funcionales en
PMN y en linfocitos.Los PMN de diabéticos mal controlados
exhiben defectos en la adherencia granulocitica, quimiotéxis,
fagocitosis y actividad bactericida intracelular.Linfocitos de
diabéticos juveniles mal controlados presentan disminucién de
la respuesta proliferativa a la estimulacién mitbégena vy
reduccién de los marcadores de superficie de membrana de las
células B y T.Todas estas alteraciones vuelven a la normalidad
con un 6ptimo control de la glucemia (19).

Todo esto sugiere gque cambios en la movilidad y
distribucién de los componentes de la membrana plasmitica, tanto
como cambios en la composicién quimica de la membrana de
superficie,pueden alterar significativamente 1la funcién
celular.En la diabetes se producen alteraciones en distintas
propiedades celulares que pueden desempefiar un papel en el
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desarrollo de las complicaciones,y esto es,en parte,resultado
de cambios en la superficie celular (19).

Estudios en la membrana plasmidtica de células del
higado,en ratas diabéticas,han demostrado significativos
cambios en los receptores de membrana.La unién de la tiroxina
desializada ligada a globulinas,en interaccién dependiente de
los residuos de ac.sidlico de la membrana,est& reducida al
50%.Estos cambios sugieren una disminucién selectiva del
contenido de ac.sidlico de estos especificos receptores (22),0
cambios en la estructura o movilidad de los receptores
componentes de la superficie de la membrana.

La bases quimicas de los cambios que se producen en la
membrana celular no est&n claros.Sin embargo,el deficit de
insulina y los secundarios cambios en metabolitos y hormonas
pueden afectar la sintesis macromolecular en ciertos tejidos.

3.1.2 Alteraciones metabdlicas en el eritrocito:Papel de la
ruta de los polioles en las complicaciones de la diabetes

En estados hiperglucemicos se produce un aumento de la
actividad de la ruta de los polyoles (12).

En estudios realizados in vivo e in vitro,se ha encontrado
gque el aumento de la concentracién de la glucosa en el medio
produce elevacibébn de los niveles de sorbitol y fructosa en el
eritrocito (8,9).El sorbitol del eritrocito es un indicador de
los niveles de sorbitol en los tejidos que participan en 1la
patogenia de las complicaciones de la diabetes (9).

Las enzimas responsables de la reduccidn de la glucosa a
sorbitol y posteriormente a fructosa,es decir,la aldosa
reductasa y 1la sorbitol deshidrogenasa respectivamente,
catalizan la reduccién (NADPH-dependiente)de la glucosa cuando
se encuentran en concentraciones significativamente altas
(descrito anteriormente en apartado 1.3).
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El aumento de la concentracién de la glucosa no significa
su total consumo en la producciédn de lactato,el cual no se
encuentra modificado.Sin embargo,el piruvato reconvertido va
descendiendo con el aumento de la concentracién de la glucosa,
produciendo un aumento en el cociente lactato:piruvato.Esta
elevacién del cociente lactato:piruvato refleja una disminucién
de la relacién NAD+/NADH;el descenso de este cociente en
eritrocitos incubados en medios con alta concentracibédn de
glucosa,es debido al aumento de la oxidacidén de sorbitol a
fructosa por la NAD+ ligada a la sorbitol deshidrogenasa.Esta
especulacién estd apoyada por la observacién de dque el
barbital,que inhibe la sintesis de sorbitol por 1la aldosa
reductasa,reduce la relacibébn lactato:piruvato.Bajo estas
circunstancias habria una importante reduccién de los niveles
del total de las pentosas fosfatos (8).

4. MICROALBUMINURIA

En recientes estudios epidemiolégicos se ha encontrado que
cerca del 30-40% de diabéticos insulin dependientes desarrollan
proteinuria y progresivo fallo renal en el curso de 15-20 afios
después del comienzo de la diabetes.

La aparicién de proteinuria ha sido considerada como
marcador y punto de partida de la clinica de la nefropatia
diabética.

En la fase precoz de la nefropatia diabética,detectable
por la microalbuminuria,los niveles de excrecién de albGmina
se encuentran elevados en un rango entre 30-300 mg/24 h. (20-200
pg/min) (30,31).

En 1963 ,Keen y Chlouverakis (32) ,desarrollan un especifico
y sensitivo método de inmunoensayo para detectar la alblmina
humana en orina a bajas concentraciones,sobre la premisa de que
el aumento subclinico de la excrecibén urinaria de albGmina
puede ser el primer punto para el desarrollo de alteraciones
renales diabéticas.
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Mogensen (1971) y Parving et al.(33,34),demostraron que
habia un significativo aumento de la excreciédn urinaria de
albGmina en diabéticos de reciente diagnostico,tanto insulin-
dependientes como no insulin-dependientes.

De la pequefia cantidad de albGmina e IgG normalmente

filtradas por los glomerulos,el 95-97% es reabsorvida no
selectivamente por el tubulo proximal.El procesofide. reabsorcibén
esti trabajando a una capacidad cercana a la mixima,por lo que
moderados aumentos en las proteinas filtradas se reflejan en
una elevacién de la excrecién urinaria.La excrecién urinaria
de albGmina e IgG cambia proporcionalmente a la cantidad
filtrada.Cuando la capacidad de reabsorcién tubular esté
saturada,la excrecibdn urinaria de proteinas corre paralela a
la filtracién (35).La microalbuminuria y la micro-IgG-uria de
la diabetes tienen un origen glomerular y estidn asociadas a una
normal funcién tubular;esto estd apoyado por el hallazgo de una
normal excrecién de beta-2-microglobulinas,como sensible
indicador de la capacidad de reabsorcién tubular.La excrecidn
urinaria de lisozimas,otras proteinas de bajo peso molecular
usadas como medida de funcién tubular,no esté
significativamente aumentada en diabéticos.

La correccién de 1la hiperglucemia por un intensivo
tratamiento con insulina en humanos,revierte,en parte,la
microalbuminuria en reposo y la inducida por el ejercicio.El
estricto control de la glucemia con insulina al tiempo que se
induce la diabetes,en ratas,previene el aumento de la excrecién
urinaria de albGmina (35).

La asociacién entre el flujo urinario y la excrecién de
proteinas totales o albimina,sugiere que la diuresis inducida
por la glucosa puede dafiar la reabsorcién tubular de
albGmina.Sin embargo,en ratas, la diurésis osmbética no afecta
la excrecidédn de albGmina;mientras que estd aumentada después

de una expansién de volumen por un cambio en los niveles de
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filtracién glomerular.En el hombre diabético,no existe
correlacién entre la glucosuria y la excrecién urinaria de
albGmina.La transitoria microalbuminuria vista en sujetos
normales después de una sobrecarga de agua,es producida, como
en la expansién de volumen de la rata,por transitorios cambios
en la filtracién glomerular.

El capilar sanguineo glomerular/barrera urinaria puede ser
funcionalmente considerado como una membrana perforada por
poros de un tamafio medio de 55 A y uniformemente cubierta por
cargas eléctricas negativas.El tamafio y la carga de las
moléculas circulantes,asi como el gradiente de presién
transglomerular,determinaran el paso de proteinas a través de
la barrera.En la microalbuminuria del diabético,el aclaramiento
de alblimina,un polianién,y de la Ig G,una grande y esencial
molécula neutra, se encuentran aumentados.Esto es a consecuencia
de un aumento de su filtracién glomerular.La relativa
filtracién de estas dos moléculas cambia al aumentar los
niveles de microalbuminuria.Cuando la excrecidén de albGmina
aumenta la &excrecién de Ig G estd proporcionalmente
aumentada.La inalterada selectividad del aclaramiento de
IgG/aclaramiento de albGmina indica que 1las restrictivas
propiedades de la membrana (tamafio del poro/n® y carga) estén
intactas.El aumento del aclaramiento,tanto de la albGmina como
de la Ig G,es debido a un comGn efecto de aumento del gradiente
de presibén transglomerular.

Conforme 1la microalbuminuria aumenta, el indice
aclaramiento Ig G/aclaramiento albGmina comienza a descender;
debido a un desproporcionado aumento en la filtracién de
albGmina respecto de la de Ig G y esto marca un nuevo estado
de perdida de selectividad glomerular de albGmina polianionica.
La probable razén del aumento de la filtracién glomerular de
albGmina es la perdida de las cargas negativas fijadas a la
membrana.Esto permite aumentar la permeabilidad de la albGmina
anionica, influyendo escasamente en la Ig G cuya filtracién
estd8 regulada por el radio del poro/ne y presidén
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intraglomerular.El mecanismo de esta transicidén de bajos a
altos niveles de microalbuminuria es desconocido,pero puede ser
una combinacidén del efecto nocivo de la elevacién,durante largo
tiempo,del flujo y la presién glomerular con la acumulativa
anomalia metabdlica de sintesis de la membrana electronegativa
de glicosialoproteinas y proteoglicanos.

- tei .

la transicidn de micro a macroproteinuria ocurre por un
progresivo y aumento en la excreciédn de albGmina.Los factores
determinantes de 1la transicién son desconocidos;ya que
variaciones en el grado del control metabblico pueden explicar
algunas, perc no todas,las variaciones de riesgo de nefropatia
diabética.

Persistente macroproteinuria es casi siempre precedida por
un periodo de proteinuria intermitente.Y una vez establecida
la macroproteinuria,se inaugura una fase gque conduce,por
progresivo deterioro de la funcién renal,a un estado final de
fallo renal.La excrecidn urinaria de proteinas aumenta con el
fallo del filtrado glomerular y existe una significativa
correlacién negativa entre el filtrado glomerular y el
aclaramiento de alblmina e IgG.La excrecién de albGmina en
24h.estd correlacionada positivamente con la excrecién total
de proteinas en orina;en el estado de macroproteinuria,la
alblmina representa el 50% del total de proteinas en orina.Esto
es una alta proporcién respecto a sujetos con normoproteinuria
(11%) o microproteinuria (22%), apoyando que la restriccidn
selectiva de la filtracién de albGmina estid perdida en este
Gltimo estado. E1l aclaramiento fraccionado de albGmina e IgG
aumenta progresivamente con el tiempo y en paralelo con el
declive del filtrado glomerular.

El progresivo deterioro de la funcidén renal culmina en un
estado final de fallo renal,apareciendo el proceso
independiente del disturbio metabblico (35).
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5. GLICOSILACION DE PROTEINAS
5.1 HEMOGLOBINA GLICOSILADA

La hemoglobina glicosilada es un componente menor del
eritrocito que comprende el 5% del total de Hb en individuos
normales pero est& por encima del 15% en pacientes diabéticos
(36) -

La glicosilacidén de las proteinas es un regulado proceso
post-translacional por el que el cuerpo produce modificaciones
en las proteinas con propiedades funcionales especificas.En la
glicosilacién no enzimatica,la glucosa reacciona quimicamente
con las proteinas en ausencia de un enzima.El grupo aldehido
de la glucosa primero forma una aldimina (base Schiff) con
residuos de lisina y valina que subsecuentemente reacciona para
formar una cetoamina mas estable por reaccién Amadori.Este
primer producto de la glicosilacién tipo Amadori,parecidos a
las bases Schiff de las que se han formado,son productos en
equilibrio quimicamente reversibles (22).La Hb A,c es
sintetizada lentamente de forma casi irreversible a lo largo
de la vida del eritrocito maduro.Sin embargo los eritrocitos
no son capaces de sintetizar proteinas,esta continua formacibn
de Hb A;c resulta de la glicosilacién post-sintesis de la Hb A
existente.

El estado estable de los niveles de Hb A,c se logra a
través del reemplazo de los eritrocitos viejos cargados de Hb
Aic por 1los eritrocitos jo6bvenes con relativa poca Hb.La
concentracién actual de Hb A,c es una funcidén de la vida media
del eritrocito y la velocidad de sintesis de la Hb A,c,que esté
determinada por la concentracién de glucosa en sangre.Sin
embargo, los niveles en sangre periférica de Hb A,c no exponen
una modificacién inmediata,porque los eritrocitos permanecen
en la circulacién 120 dias,después de los cuales expiran.Una
simple medida de la Hb A;,c refleja la concentracién de glucosa

en sangre por encima de los dos 6 tres meses previos (36).
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La sintesis de Hb también puede representar un modelo de
reaccién para explicar las bases biogquimicas de muchas secuelas
de la diabetes de larga evolucién.Los tejidos que sufren las
disfunciones mis notables en la diabetes (retina, lentes,nervio
periférico,rifibn) son insulin independientes para la entrada
de glucosa.En la diabetes, las proteinas intracelulares de estos
tejidos padecen una glicosilacién no enzimatica andloga a la
de los eritrocitos.La glicosilacién puede alterar la actividad
enzimatica,solubilidad,antigenicidad u otras funciones de las
proteinas y resultar en la observada disfuncidn clinica.En la
diabetes,la afinidad de la Hb por el oxigeno estd afectada por
la glicosilaciétn no enzimatica,ya que interfiere la unién de
los 6rgano-fosfatos tal como el 2-3DPG.Una relativa deficiencia
de 2,3~-DPG coexiste con un aumento de los niveles de Hb Alc con
resultante disminucién de la liberacién de oxigeno en los
tejidos (22) ;esto no es clinicamente significativo ya que
variaciones de la Hb con gran afinidad por el oxigeno no estén
asociadas a disturbios clinicos (19,36).

La concentracién de 1los productos Amadori en la
glicosilacién inicial aumenta con el aumento de 1la
concentracién de la glucosa en sangre,retornando a la
normalidad cuando se corrigen los niveles de glucosa por
tratamiento adecuado.Algunos de estos productos Amadori en el
colidgeno y otras proteinas de larga vida,a través de
reacciones, forman los productos finales de la glicosilacién.lLa
concentracién de estos productos finales no estd afectada por
la correccién de la hiperglucemia.Una vez formados,estén unidos
irreversiblemente a las proteinas y continGan acumul&ndose por
encima de la vida media de las proteinas de larga duracibn,como
una funcién del tiempo y de la concentracibén de glucosa (37).

El acumulo de productos finales de la glicosilacibén en
proteinas estd aumentado en pacientes diabéticos insulin-
dependientes.Los productos finales interfieren en la matriz
proteica conduciendo a modificaciones estructurales vy
funcionales con consecuentes disturbios clinicos (37).
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Las cataratas de lentes diabéticas humanas contienen un
alto nimero de enlaces disulfuros en comparacidén con lentes
normales;esto refleja un aumento de la oxidacién sulfidrila de
las proteinas.la hiperglucemia facilita la agregacién de las
cadenas cruzadas de proteinas,produciendose un aumento de los
residuos de lisina de la glicosilaciédn no enzimatica con la
formacién de agregados de alto peso molecular y la dispersidn
de la luz (19).La disminucidn del glutatién reducido,resultado
del aumento de la actividad de la ruta de los polioles
(12) ,puede actuar en conjuncién con la glicosilacién no
enzimatica a causa de la mayor formacién de enlaces disulfuros
(37) .

La glicosilacién no enzimatica de las proteinas en
glomerulo renal de diabéticos puede estar involucrada en el
desarrollo de la nefropatia diabética.El disturbio renal esta
relacionado con la extensiédn del engrosamiento de la membrana
basal glomerular.El aumento del engrosamiento se desarrolla
después de afios de severa alteracién metabblica (22).El
continuo depb6sito de proteinas del suero (albimina e IgG) o sus
productos de degradacién en el glomerulo,como resultado del
aumento de la permeabilidad con el excesivo acumulo de fibrina
por disminucién de la fribrinolisis,contribuye a la oclusién
capilar glomerular y a la progresiédn del fallo renal (19).La
defectuosa degradacién de la fibrina resulta de la excesiva
glicosilacién no enzimatica y conduce al acumulo de fibrina en
muchos tejidos diabéticos jugando un significativo papel en el
desarrollo de las complicaciones diabéticas (22).

5.2 FRUCTOSAMINA

En 1982 Johnson et al.(38),describieron un método
colorimétrico,el test del nitroblue tetrazolium
"fructosamina",como evaluacién del grado de glicosilacién no
enzimatica de las proteinas del suero y demostrando ser un Gtil
indice del <control intermedio de la glucosa (1-3
semanas) (39,40).
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La fructosamina es sensible a las variaciones en 1la
composicién de 1las proteinas (41);la reaccién de 1la
fructosamina es también completamente inafectada por 1la
fraccidn 14bil;la concentracién de fructosamina se correlaciona
bien con el grado de glicosilacién del total de proteinas del
suero,especificamente con la albGmina glicosilada y con las
inmunoglobulinas glicosiladas.La correlacién con 1la Hb
A,c,medida como fraccién estable,es muy pobre en diabéticos
tratados con insulina o con agentes hipoglucemiantes orales.La
fructosamina y la Hb Alc son expresiones de diferentes periodos
del control metabdlico y por esto tienen diferente significado
clinico (41).

Las moléculas de glucosa se unen a las moléculas de
proteinas para formar las cetoaminas estables,o fructosaminas,a
través de glicosilacién,un mecanismo no enzimatico incluyendo
una 1&bil base Schiff intermedia y la reacci6én Amadori.La
cantidad de fructosamina en suero esti aumentada en la diabetes
mellitus debido a la alta concentracién de glucosa en sangre.La
concentracién de fructosamina en suero refleja el grado de
control de la glucemia llevado por el paciente diabético y es
Gtil en la monitorizacién de la efectividad de la terapia en
la diabetes durante un periodo de varias semanas,de manera
parecida a la determinacién de la Hb A,c.Los valores de
fructosamina pueden distinguir al individuo normal y al
paciente diabético con buen control,de los diabéticos mal
controlados;parecido a la Hb Ac,la cual refleja el aumento de
la concentracién de glucosa en sangre por encima de seis a ocho
semanas, la fructosamina refleja este aumento por un periodo de
dos a tres semanas.La ventaja clinica es que la fructosamina
responde m&s rapidamente a los cambios en la terapia,en
consecuencia permite un mejor control de la glucemia.Usado en
conjunciédn con la determinacién de glucosa en sangre y de Hb
Aic,0 por ella misma,la fructosamina proporciona una
informacién clinica Gtil para la detecciédn y control de la
diabetes (42).
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6. TRANSFERRINA EN LA DIABETES

La transferrina es una beta globulina del suero
gue tiene como funciones el transporte de hierro,activacién del
desarrollo celular y accién bacteriost&tica.La entrada del
hierro en la célula se inicia por la unién de la transferrina
a los receptores de la transferrina en la superficie celular.

La transferrina humana contiene dos glicanos en posiciones
413 y 6l1l1.La parte terminal de los glicanos puede estar
ramificada,dando estructuras bi-,tri- o tetra antenarias que
estéin terminadas normalmente por un residuo de
ac.sidlico.Cuando uno o m&s de los residuos de ac.sialicos
falta en 1la transferrina muestran diferentes fracciones
electroforéticas.La mayoria de la transferrina que compone el
suero humano contiene cuatro moles de ac.sidlico por mol de
transferrina (tetrasialotransferrina);las transferrinas con
otro contenido diferente de ac.sialico en suero son mucho menos
abundante (43).Los olisacaridos con ramificaciones bi-,tri- o
tetraantenarias est&n implicados en el transporte de moléculas
de glicoproteinas a las células dianas en la fase inicial de
catabolismo.Hay un sistema de reconocimiento de carbohidratos
en la superficie celular;por desializacién,las glicoproteinas
son reconocidas por receptores de membranas especificos en la
superficie celular.La desializacién se produce en la zona del
dafio tisular por la accién de la sialidasa intracelular
liberada por los lisosomas de las células rotas.Las proteinas
desializadas son transportadas hasta sus Organos diana.En
severos disturbios,la sialo transferrina padece cambios en la
sintesis intracelular de las cadenas de carbohidratos como
ocurre en la inflamacién,injurias de 1los tejidos,artritis
reumatoide, céncer,enfermedades hepaticas, embarazo y,tal vez,en
la diabetes (44).

La transferrina puede presentar variaciones de sus
concentraciones en el suero;sus niveles estan descendidos como
resultado de una disminucién de la biosintesis (deficiencias
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hep&ticas,malnutricién),o un aumento del catabolismo,o un
aumento de pérdidas intestinales o renales,o muy
infrecuentemente desordenes genéticos.El aumento de 1la
transferrina es resultado de otras hiposiderosis o una
impregnacién estrogénica.El alcoholismo y la diabetes son
responsables de variaciones cualitativas de esta proteina (45).

La transferrina ha sido involucrada en las complicaciones
diabéticas;asi,los radicales libres tratan los dafios oxidativos
gue han sido implicados en la microangiopatia diabética.la
transferrina y la ceruloplasmina actGan como antioxidantes en
el suero oxidando y quelando el hierro ferroso que actiia como
catalizador en reacciones de radicales libres.Midiendo 1la
actividad antioxidante del suero,se encontrd que en diabéticos
aumenta la concentracién de transferrina y la capacidad de
unién del hierro;la ceruloplasmina,medida por esta actividad
ferroxidasa,también aumenta.El aumento de las concentraciones
del hierro oxidado y el hierro unido a proteinas ocurre en el
suero de diabéticos y el aumento de la actividad antioxidante
del suero puede ser una respuesta al stress oxidativo (46).

La transferrina también ha sido relacionada con 1la
glicosilacién de las proteinas del suero y su posible papel en
el diagnostico precoz de la nefropatia diabética.

Estudios in vivo e in vitro han conducido a la evaluacién
de la aplicacién clinica de la glicosilacién de la hemoglobina
y de las proteinas del plasma en el diagnostico y seguimiento
~de la diabetes.lLas proteinas del suero fueron glicosiladas in
vitro y la glicosilacién fue lineal a la concentracién de
glucosa y al tiempo de incubacién.lLa albGmina y la transferrina
son las principales proteinas significativamente glicosiladas
(47) .La albGmina y la transferrina glicosiladas se encuentran
elevadas en sueroc de diabéticos;son marcadores del control de
la glucosa a corto plazo;la transferrina tiene una vida media
de 8 dias,mientras que la albGmina tiene un periodo de 10 dias
(48) .

La excrecibn urinaria de transferrina se encuentra elevada
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en la diabetes y estid asociada al aumento de la excrecién
urinaria de albimina y otras proteinas;su importancia radica
en su papel en el diagnostico precoz de la nefropatia diabética
(49) .

7. CARACTER INMUNOLOGICO DE LA DIABETES.

La diabetes tipo I(insulin-dependiente) es una enfermedad
auto-inmune determinada genéticamente y su sintomatologia
representa el punto final de un lento proceso de destruccidn
inmunolégica de las células beta productoras de insulina (50).

La naturaleza genética de la diabetes tipo I viene
determinada por el hecho de la asociacién de la aparicibén de
la enfermedad con tipos especificos de histocompatibilidad
(HLA) .

Los genes de histocompatibilidad se dividen en tres
clases: genes de clase I,que codifican los antigenos de
trasplantes;genes de clase II,que codifican las proteinas que
intervienen en la interacciédn monocito-linfocito,y genes de
clase III,que codifican el complemento.Existe evidencia de que
uno de los principales loci para la diabetes se sitGa en un gen
de clase II.Estos genes codifican una serie de polipéptidos
diméricos que se expresan sobre la superficie de los linfocitos
B,sobre un subgrupo de macréfagos,sobre células natural
Killer,sobre linfocitos T activados,sobre células endoteliales
y sobre células foliculares tiroideas en pacientes con
enfermedad de Graves. )

Aungue el mecanismo sigue sin estar aclarado,la existencia
de un defecto en los genes de clase II asociado con un
trastorno en la funcién de los linfocitos T parece desempefiar
un papel critico en la patogenia de la diabetes (50).

Los antigenos HLA son glucoproteinas de membrana.Estos
antigenos se hallan codificados por una familia de genes
situados en el brazo corto del cromosoma 6 que contienen los

genes de varias fracciones del complemento y de las linfocinas
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Factor de Necrosis Tumoral (TNF) y linfotoxinas (LT) (51).

El establecimiento de la diabetes tipo I aparece precedido
por una elevacidn de las células T circulantes portadoras de
antigeno Ia,que es el producto de los genes de clase II del
complejo HLA,que se expresa en las fases tardias de 1la
activacién de los linfocitos.Este incremento se ha observado
también en personas con otras enfermedades autoinmunes
asociadas al sistema HLA,asi como también en otros estados de
activacién inmunolégica,como la mononucleosis infecciosa.

En diabéticos tipo I y sus familiares se han estudiado
tres autoanticuerpos,que se han encontrado con mayor frecuencia
gue en la poblacién normal.Uno de ellos es el autoanticuerpo
contra el citoplasma de las células de los islotes (ICA).Este
anticuerpo reacciona con el citoplasma de todas las cé&lulas de
los islotes,reconociendo probablemente a un complejo lipidico
llamado gangliésido (50,52).La falta de especificidad de este
anticuerpo para las células beta(Gnicas destruidas en pacientes
diabéticos) y la no accesibilidad de sus autoantigenos hacen
improbable que tengan un papel patogénico directo.lLa
importancia patogénica de los ICa es objeto de
controversia,pero 1o que es innegable es su valor como marcador
de individuos con alto riesgo de desarrollar diabetes (51).

Un segundo autoanticuerpo es el denominado 64-K (ICSA),ya
gque reacciona con una proteina del islote de la gque se sabe
poco,excepto que su peso es de 64 Kilodalton (K).Dicha proteina
se encuentra solo en la membrana plasmatica de las células beta
(51,52).

El tercer autoanticuerpo se une especificamente a 1la
insulina.Casi todos 1los pacientes tratados con insulina
producen anticuerpos estandar que reconocen la hormona
inyectada;sin embargo,se pueden identificar estos anticuerpos
en muchos diabéticos insulin-dependientes,antes de la primera
inyeccién de 1la hormona.Si alguno de estos autoanticuerpos
dirige su ataque contra las células beta se tratari,
probablemente,de la variedad 64-K.Son anticuerpos especificos
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para dicha célula;aparecen antes que los otros dos tipos de
anticuerpos y mucho antes de gque la enfermedad pueda
diagnosticarse.El tipo 64~K es el Ginico encontrado en los dos
modelos de roedores diabéticos insulin-dependientes:la rata BB
Yy el ratén NOD (diabético no obeso).En estas especies,el
autoanticuerpo 64-K se produce a una edad temprana,coincidiendo
con el comienzo de la insulinitis.

Existen escasas pruebas de gque los autoanticuerpos
constituyan el principal causante de la destruccib6n de las
células beta.lLa inmunidad mediadas por células,mls gue por
anticuerpos,parece la principal responsable del desarrollo de
la diabetes insulin-dependiente.El 1linfocito coadyuvante
("helper") es el principal protagonista,y posee receptores gue
reconocen a antigenos especificos.Los linfocitos T se activan
cuando el receptor se une al antigeno,que est& unido a una
molécula del CMH II (complejo mayor de histocompatibilidad) en
los macré6fagos y en otras células presentadoras de antigenos.

Una vez activadas,las células T coadyuvantes segregan
citocinas que incrementan la respuesta inmune.Una de estas
citocinas,la interleucina-2,estimula la proliferacién de los
propios linfocitos T coadyuvantes,asi como la de los.
citotbxicos,o células T asesinas.Los linfocitos T citotdxicos
reconocen al antigeno Gnicamente cuando se halle unido a una
molécula del CMH I.Otras interleucinas estimulan la secrecidn
de anticuerpos por parte de los linfocitos B, incrementando la
respuesta humoral. ,

Se piensa que los linfocitos T son los principales
causantes de la muerte de las células beta pancredtica.

Esta autoinmunidad en la diabetes podria provocarse por
un proceso de mimetismo molecular (52).En tal proceso,un
antigeno extrafio podria instar una respuesta inmune normal en
cualquier 1lugar del organismo.Si 1la conformacién o 1la
composicién quimica de este antigeno corriese gemela a la de
algGn componente de la célula beta,el antigeno podria estimular
un atagque contra la célula beta.El mimetismo molecular se halla
claramente implicado en otras enfermedades autoinmunes,como es
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la fiebre reumitica,que se puede producir después de una
infeccibn estreptoctcica de garganta.

Es probable que la proteina 64-K sea una réplica de alglGn
antigeno extrafio,y provoque el atagque autoinmune en las células
beta.Mueve a pensar asi,la aparicién temprana de anticuerpos
contra esta proteina,que sugiere que la proteina 64-K adquiere
importancia en los primeros estadios del atague contra las
células beta.

Se sospecha que la desproporcionada agresién autoinmune
contra las células beta posee mds de una causa.Parece
provenir,en parte,de una hiperreaccién de los linfocitos T
coadyuvantes ante los autoantigenos de las células beta.Por
otro lado,los mecanismos supresores del sistema fallan en su
cometido o lo desempefian de forma apagada.Se conoce poco sobre
el proceso normal de supresidén de la actividad autoinmune;se
ignora por qué dichos procesos no interrumpen la destruccién
autoinmune de las células beta.Pero,estudios realizados con
ratones NOD sugieren que el fallo podria tener base genética.

En estos animales,las anomalias genéticas en la regidén del
CMH de clase II contribuyen a que sus portadores sean propensos
a desarrollar diabetes.Los genes de dicha regién que codifican
la proteina IA (es primordial para el reconocimiento
antigénicos por los linfocitos T) aumentan la proclividad a la
diabetes.

La regiébn CMH 1II se ha asociado también con 1la
sensibilidad a la diabetes insulin-dependiente en humanos.Esta
regién D,asi se le conoce,comprende tres loci -DP,DQ y DR-,cada
una de las cuales codifica una sola molécula formada por dos
cadenas aminoacidicas:A y B.Hasta ahora solo se han relacionado
con la diabetes los loci DQ y DR.Los genes que determinan las
proteinas DR1,DR3 y DR4 abundan en los diabéticos insulin-
dependientes,mientras que escasean los que determinan DR2 y
DR5.La herencia del gen DR4 suele ir ligada al gen que codifica
la proteina DQw3.2.Los individuos que heredan el cbdigo
genético de 1la proteina DQw3.2 son bastante propenso a
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desarrollar la enfermedad.

No se sabe cuantos genes est&n implicados en la diabetes
humana,ni tampoco su mecanismo de transmisién.Es de esperar que
se descubran asociaciones entre diabetes humana y genes que se
hallen fuera del complejo mayor de histocompatibilidad.Lo mismo
que ocurre en los ratones NOD,muchos genes contribuyen a la
sensibilidad a la diabetes (50,52).



I OBJETIVOS
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La diabetes mellitus,expresién clinica de la absoluta o
relativa deficiencia de insulina,afecta a 20-30 millones de
personas en el mundo.Sin embargo,la deficiencia de insulina
puede ser aminorada por la dieta,inyeccién de insulina o
agentes hipoglucemiantes orales como tratamiento estandar,pero
no previene el desarrollo de las complicaciones crénicas que
afectan ojos,rifiones,nervio y arterias.

En base a esto,el objetivo de este trabajo fue estudiar
distintos parémetros bioquimicos gque detectaran,de forma
precoz,las complicaciones gque a 1largo plazo produce 1la
diabetes;y con ello poder prevenirlas y tratarlas en fases
reversibles,antes de que se establezcan las alteraciones
orgédnicas permanentes.

Los paré&metros bioquimicos analizados fueron 1los
siguientes:
a) Los niveles de fructosamina en suero de diabéticos no
insulin~dependientes (tipo II),de reciente
diagnético,relacionandola con otros parametros de estos
diabéticos para comprobar la relacién entre la hiperglucemia
mantenida y las posibles anomalias de estos parémetros.

b) La concentracidn de microalbuminuria en orina,en relacibn
a la fructosamina,por su importancia en la deteccibn precoz de
la nefropatia diabética y la influencia que 1los estados
hiperglucémicos tienen en la apariciédn de esta complicacién.

c) Las variaciones producidas en la concentracién de
transferrina,por efecto de la hiperglucemia,en suero de
diabéticos no insulin-dependientes.Asi mismo,analizamos las
posibles interacciones que pudiera sufrir este parametro cuando
se asocia con otras patologias.

d) El efecto producido por la diabetes en la actividad aldosa
reductasa en hematies humanos.También examinamos,el efecto que
produce el estado diabético y pre-diabético,a nivel
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experimental,sobre este enzima en hematies y diferentes tejidos -
de animales.

e) De igual forma,examinamos las modificaciones producidas en
la actividad acetil-colinesterasa en hematies,de forma
experimental (en las fases diabética y pre-diabética) y en la
diabetes clinica,por la implicacién,que se le ha atribuido,en
el desarrollo de la neuropatia diabética.

Tambien se analizé el efecto producido por el &cido B
hidroxi butitico sobre la actividad de este enzima en hematies
sanos.Debido a que este metabolito es uno de los cuerpos
cetdnicos que se encuentra elevado en la cetoacidosis que se
presenta en la diabetes descompensada.



II MATERIAL Y METODOS
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1.REACTIVOS

Todos los reactivos empleados han sido comercializados por
Sigma Chemical Co,,St.Louis,U.S.A.,Bberinger
Mannheim,Merck,Roche Diagnostic,Ames.

2 .ANIMALES

Se sacrificaron ratas machos Wistar albino procedentes del
animalario de nuestra facultad,después de un mes y medio de su
nacimiento.Se mantuvieron a temperatura ambiente y su
alimentacidén consistié en una dieta estadndar y agua "ad
libitum".El peso de los animales era aproximadamente de 150 gr.

Se considerd un grupo de animales controles y en otro
grupo se indujo una diabetes experimental mediante 1la
administracién intraperitoneal de 100 mg por Kg de peso de
estreptozotocina,72 horas antes del sacrificio de los
animales.Este compuesto se habia disuelto previamente en NaCl
0,9% (p/Vv) y citrato s6dico 50 mM pH 4.En todos los animales
se verific6 la glucosuria por medio de tiras indicadoras Keto
Diastix (Bayer).

También se han empleado ratones de la misma procedencia
que las ratas.Estos animales tenian un peso aproximado de 30
gr.Se utilizaron controles,diabéticos y pre-diabéticos.La pre-
diabetes fue inducida mediante inyeccién intraperitoneal de
estreptozotocina durante 5 dias consecutivos a dosis subméxima
de 25 mg/Kg de peso.Los ratones fueron sacrificados 5 dias
después de la administracién de 1la Gltima dosis de
estreptozotocina.La diabetes fue inducida por el mismo
procedimiento que en las ratas.

En todos los animales se determindé la actividad aldosa
reductasa y acetil-colinesterasa.
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3. HUMANOS

Se ha estudiado un grupo de pacientes con diabetes no
insulin-dependiente,de reciente diagnostico,con edades
comprendidas entre los 22 y 70 afios.

Como grupo control se utilizé a personas sanas voluntarias
(donantes de sangre) y cuyas edades oscilaban entre 18 y 55
afios. _

En ambas poblaciones se ha determinado acetil-
colinesterasa,aldosa reductasa,glucemia, fructosamina,Hb Alc
y microalbuminuria.

También se ha estudiado un grupo de 135 pacientes,de los
gue 74 no eran diabéticos y 61 eran diabéticos con edades entre
20 y 65 afios.En esta poblacién se ha medido la transferrina.

En una poblacién de 12 diabéticos insulin-dependientes con
una evolucién de la diabetes entre 6-20 afios y edades
comprendidas entre 17 y 45 afios, se determinaron 1los Ac.
antiinsulina.

4 .MUESTRAS ANALIZADAS
4.1 Hemolizado de hematies

Todas las muestras de sangre fueron extraidas por
venopuncidén en tubos con EDTA. .

Se separaron los hematies del plasma mediante centrifugado
a 3000 r.p.m durante 5 min.Posteriormente,se 1lavaron 1los
hematies dos veces con NaCl al 0,9% y tras cada lavado se
volvié a centrifugar a la misma velocidad.lLos hematies
obtenidos se resuspendieron en buffer fosfato 3 mM,a pH 7,5 y
se congelaron a -18¢2C.



37

4.2 8Suero

Las muestras de sangre se extrajeron mediante venopuncién,
en tubos de vidrio de 10 ml.

Se separd el suero mediante centrifugacién a 3000 r.p.m
durante 5 min.,se extrajo el sobrenadante mediante pipetas
Pasteur y fue almacenado a -18%C

4.3 Homogenado de tejido

Los tejidos empleados fueron timo,higado,bazo y corazén
de ratones.

El homogenado se realizé en una soluciédn tampdn compuesta
por Tris 50 mM,Cl,Ca 5 mM,ClK 100 mM y Cl,Mg 5mM,a pH 7,4.

- Se utilizé una relacién 1:5 (gramos de tejido:ml de
sol.tampén) ,para la homogenizacién.El extracto se centrifugb
a 15000 g durante 15 min.y se recogid el sobrenadante,en donde
se midi6é6 la actividad del enzima.

4.4 Orina

Fueron recogidas muestras de la primera orina de la mafiana
de pacientes diabéticos tipo II.
La orina fue centrifugada a 1500 r.p.m durante 15 min.

5. EXPERIMENTOS IN VITRO

Se realizaron incubaciones en hematies de personas
sanas,resuspendidos en KRB 1:10(v:v),a 25 y 372C durante
tiempos variables,con adiciones de &cido 8 hidroxi-butirico a
distintas concentraciones,en un volumen final de 1 ml,en tubos
de plastico;con el objeto de comprobar si esta substancia
modificaba la actividad acetil~colinesterasa en hematies de
personas sanas.
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6.METODOS DE ANALISIS
6.1 DETERMINACION DE PROTEINAS

Las proteinas fueron determinadas por el método de Lowry
modificado (53),realizando en cada ocasi6n una curva patrdn
empleando albGmina sérica.
6.2 ACTIVIDADES ENZIMATICAS
6.2.1 Aldosa Reductasa

La actividad se determiné siguiendo el método descrito por

Gabbay y Kinoshita (54).Se seguia espectrofotométricamente la
oxidaccibébn del NADPH segiin la siguiente reaccibn:

aldosa
Gliceraldehido reductasa
o + NADPH + H ==e—- ——we> Sorbitol <+ NADP
Glucuronato
Reactivos

1) Tampbébn Fosfato Na-K 100 mM,pH 6,2

2) NADPH 5 mM en tampbén Tris-ClH 10 mM,pH 7,5
3) Mercaptoetanol 5mM

4) Gliceraldehido 20mM

Muestra analizada

a) Hemolizado de hematies 1:20 (v/v) en tampén fosfato 3 mM a
PH 7,5.Congelado a -182C y posteriormente descongelado a 25¢C
y centrifugado a 3000 r.p.m.La actividad enzim&tica fue medida
en el sobrenadante.

b) Homogenado de tejidos de ratones:Se utilizaron
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higado,corazén,timo y bazo (ap.4.3)
Método de andlisis

Se prepara la mezcla de reacciédn en un volumen final de
1 ml.Como substrato fué utlizado el gliceraldehido.Las
concentraciones finales de los reactivos en el ensayo fueron
1 mM de gliceraldehido,73 uM de NADPH+,5 mM de mercaptoetanol,
67 mM de tampén fosfato Na-K (pH 6,2) y 10 ul de hemolizado.El
substrato fué omitido de la cubeta control.La reaccidédn fué
lanzada con el substrato,a 252C de temperatura.la actividad
enzimdtica de la aldosa reductasa fué indicada por el descenso
de las absorvancias del NADPH+ en un tiempo de 30 min.,a 340
nm.

Una unidad de actividad enzimdtica fué definida como la
cantidad de enzima que causa oxidacciédn de 1 pmol de NADPH por
min.La actividad especifica fué definida como miliunidades por
mg.de proteina (mU/mg.prot.)

6.2.2 Acetilcolinesterasa

Se midi6é siguiendo el método de Beutler basado en el
procedimiento de Ellman et al.(55) segGn el cual,la
acetilcolinesterasa cataliza la hidrolisis de acetiltiocolina
a tiocolina.Los niveles de produccién de tiocolina son medidos
siguiendo la reaccidén de la tiocolina con el acido 5,5'-
ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) que produce un color amarillo
debido a la formaciédn de acido 5-tio-2-nitrobenzoico.

acetilcolinesterasa
Acetiltiocolina jodada -=-—=---- > tiocolina + acetato

acetato + DTNB ———==—=e- > acido 5-Tio-2-nitrobenzoico

+ Tiocolina oxidada



40

Reactivos

1) Tampbébn fosfato 60,7mM,pH 7,7
2) 5,5'ditiobisnitrobenzoato 1,5 mM
3) Acetiltiocolina 10mM

Muestra analigzada

Hemolizado de hematies 1:100 (v/v) en tampén fosfato 3
mM,pH 7,5.Congelado a -182C y posteriormente descongelado a
252C

Método de anélisis

La medida de la actividad se realizé en un volumen final
de 1 ml y las concentraciones finales de los reactivos fueron:
50 mM de tampén fosfato,0,25 mM de
5,5'ditiobisnitrobenzoato,500 uM de acetiltiocolina y un
volumen de 10 ul de hemolizado.Como substrato se utilizd la
acetiltiocolina.lLa cubeta control no contenia substrato.La
mezcla antes de lanzar la reaccibén se incubd a 252C durante 30
min.y se inicié la reaccién afiadiendo el substrato.Se midid la
actividad enzimitica a 412 nm en los tiempos 0 y a los 30
min.La actividad enzimatica especifica es definida en mU por
mg de proteinas.

6.3 GLUCOSA PEROXIDASA
Esta tecnica se bas® en el método seguido por

Werner ,W. ,H.-G.Rey y H.Wieliger,Z.(56).E1 test se fundamenta
en las siguientes reacciones:

glucosa + O + H)O =—====w= > gluconato + H)0,
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POD
H,0, + ABTS ~=e=-=--=> colorante + H,0

* ABTS = 2,2'~azino-di-[3-etil-benzotiazolina-&cido sulfénico-
(6) ]-sal diamdnica.

Reactivos

Se utilizé el Kit test-Combination Glucosa,comercializados
por Boehringer Mannheim GmbH Diagnostica.
1) Glucosa estandard a una concentaciédn de 0,505 mmol/1l
2) Solucién de trabajo:formada por tampdn fosfato 100 mM pH 7,0
+ POD a 0,8 U/ml + GOD a 10 U/ml + ABTS 1,0 mg/ml
* ABTS:crombgeno

Muestra analizada

Se empled suero de pacientes en ayunas y obtenido segGn
la tecnica explicada anteriormente en apartado de muestras
analizadas (4.2).

Método de an&lisis

En la prueba se prepar6 una cubeta para el blanco dque
contenia 0,1 ml de agua destilada y 5 ml de la solucién de
trabajo,una cubeta para la solucibén standard conteniendo 0,1
ml de glucosa y 5 ml de la solucién de trabajoj;una cubeta para
las distintas muestras con 0,1 ml de la muestra problema y S
ml de la solucibén de trabajo.

Una vez,mezcladas las soluciones se incubaron durante 25~
50 min.a 20-252C.Se midieron las extinciones de las muestras
y del standard frente al valor blanco,a una longitud de onda
de 436 nn.

El céalculo de la concentracién de glucosa (c) se hizo

segQn :
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Extincibén de muestra
c =100 x [mg/dl]
Extincién de standar

6.4 FRUCTOSAMINA

Esta prueba colorimétrica para determinar las proteinas
glicosiladas se realizdé siguiendo el método de Johnson et
al. (38) ,basado en la propiedad de las cetoaminas para reducir
el azul de nitrotetrazolio (NBT) en medio alcalino.La velocidad
de formacién del formazano es directamente proporcional a la
concentracidn de fructosamina y se mide fotométricamente a 550
nm.

Se utilizd como reactivo Fructosamina "Plus" Roche,de
Roche Diagnosticos.

Reactivos

1) Tampbn carbonato tensioactivo 0.2 M,pH 10,3

2) NBT 0,48 mM + uricasa 2,5 KU/1

3) Calibrador :polylysina glicada + suero humano glicado con
C-glucosa 404 uM

4) Soluciébn de trabajo:Tampdn carbonateo tensioactivo 0,2 M,pH
10,3 + NBT 0,48 mM + uricasa 2,5 KU/l

Muestra analigzada

Se utilizé suero humano segin tecnica explicada
anteriormente en apartado 4.2

Metodo de andlisis

E]l ensayo se realizé en un volumen final de 1,05 ml.Se
utilizd una cubeta control con 1 ml de solucién de trabajo y
50 pl de agua,una cubeta con 1lml de solucidén de trabajo y 50
ul del calibrador y,para cada muestra, una cubeta con 1 ml de
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solucién de trabajo y 50 ul de suero.Una vez mezcladas,se
incubaron durante 10 min.a 379C,midiendose las absorvancias y
trds 5 min. mds de incubacién se volvieron a medir 1las
absorvancias.

La fructosamina se determind en pmol/l y el calculo se
efectubd dividiendo las diferencias de las absorvancias del test
entre las diferencias de las absorvancias del calibrador y todo
ello multiplicado por la concentaciédn del calibrador.

El rango de normalidad provisional para la fructosamina
se encuentra en 285 umol/l

6.5 MICROALBUMINURIA

Es un método inmunoturbidimétrico desarrollado por Keen
y Chlouverakis (32),basado en el principio de gque cuando la
albGmina humana a analizar reacciona con su Ac especifico,en
presencia de polietilenglicol,se forman répidamente
inmunocomplejos precipitantes.Si hay un gran exceso de Ac,estos
precipitados dan lugar a una turbidez que est& en relacidn con
la concentracién de la albGmina en la muestra.lLa turbidez se
mide fotométricamente a una longitud de onda de 340 nm.Con las
absorvancias obtenidas en el anilisis de de una serie de
calibradores se construye una curva de calibracién,de la cual
se deriva la concentracidén de proteinas en la muestra.

Reactivos

Se utilizaron reactivos Urin-Pack
inmuno,Microalb,comercializados por Bayer Diagnosticos Ames.

1) Reactivo de Anticuerpo: Antisuero (cabra)especifico contra
albGmina humana,en tampdn Tris 0,05 M;pH 7,0,conteniendo 40 g/1
de polietilenglicol 6000,2 g/1 de tensoactivo y 1 g/1 de azida
sédica.

2) Calibrador: AlbGmina humana en solucién salina fisiolbégica
conteniendo 5 g/l de gelatina y 1 g/l de azida sb6dica.La
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concentracién de la albimina es de 160 mg/l.Se preparan 5
diluciones seriadas: 1:2,1:4,1:8,1:16,1:32,que corresponden a
concentraciones de 80,40,20,10 y 5 mg/l de albGmina

3) Solucién de PEG: 40 g/l de polietilenglicol 6000 (PEG)en
tampén Tris 0,05 M;pH 7,0,conteniendo 2 g/l de tensoactivo y
1 g/l de azida sbdica.

4) Diluyente: 9 g/l de ClNa,5 g/l de gelatina y 1 g/l de azida
sbdica.

Muestra analizada

Orina obtenida segiin procedimiento explicado en material
analizado (4.4).

Método de anidlisis

El ensayo se realizdé en un volumen final de 1,10 ml.Se
preparé una cubeta control de los calibradores que contenia 500
ul de solucidn PEG,500 ul de solucién de anticuerpos y 100 ul
de solucién diluyente;una cubeta para cada uno de los 5 puntos
de calibracidén considerados,que contenian respectivamente 100
4l de las diluciones seriadas de los calibradores,500 ul de
solucidén de anticuerpo y 500 ul de PEG;una cubeta control de
muestras (una cubeta para cada muestra),conteniendo 100 ul de
muestra,500 gl de solucidén PEG y 500 ul de diluyente;una cubeta
en la que se mezcld 100 ul de muestra,500 pl de solucidén de
anticuerpos y 500 ul de solucidén PEG.

Se dejdé incubar a temperatura ambiente entre 10 y 20
min.Luego se midieron las absorvancias frente a la cubeta
control de calibradores.

Los cédlculos se realizaron confeccionando una curva de
calibracién con las diferencias de las absorvancias de los
calibradores de trabajo en eje de ordenadas Yy 1las
concentraciones de albimina en eje de abscisas.La concentracién
de albimina de las muestras se realizb obteniendo la diferencia
de las absorvancias entre la muestra y el blanco de muestra
y marcandose en el eje de ordenadas,buscando el punto de
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inserccién en la curva de calibracién,llevandose hasta el eje
de abscisas donde se determind el valor de la concentracién de
albGmina.

Los valores normales de microalbuminuria encontrados en
la literatura son de aproximadamente 20 mg/L (20-200
Bg/min) (30,31).

6.6 TRANSFERRINA

Es una técnica inmunoturbidimétrica basada en el método
desarrollado por Heidelberger y Kendall (57).Esta tecnica hace
una medida turbidimétrica de 1los complejos antigenos-
anticuerpos.Cuando el anticuerpo reacciona con la transferrina
humana en solucién diluida,se forman los complejos insolubles
Y pueden ser cuantificados por la turbidez que producen.Uno de
los reactivos (anticuerpos) se encuentra a concentracidn
constante,la cantidad de complejos formados varia en proporcidén
directa a la cantidad de transferrina analizada.La turbidez es
medida a 340 nm.Para acelerar la velocidad de formacién de los
complejos antigeno-anticuerpo,se usa polietileno glicol (PEG)
en la férmula del reactivo antisuero de trabajo.

Reactivos

Para este ensayo fueron utilizados reactivos Technicon.

1) Antisuero transferrina (anticuerpo): Contiene antisuero de
transferrina antihumano,procedente de sangre caprina y azida
de sodio al 0,1%

2) Diluyente de 1las proteinas especificas del antisuero:
contiene 0,15 M,pH 7,5 de sodio clorhidro,4% de polietileno
glicol,preservativo y surfactante.

3) Proteinas especificas del suero de referencia (standar):
formadas a partir de un pool de suero humano gque contiene
proteinas especificas y azida de sodio al 0,1%

4) Diluyente de las proteinas especificas de la muestra: sodio



46

clorhidro 0,15 M,pH 7,5,preservativo y surfactante.
Muestra utilizada

Suero de pacientes diabéticos y no diabéticos que se
obtuvo como se expuso en en apartado 4.2

Método de andlisis

Se realiza una curva estandar de 6-7 puntos de
concentraciones de transferrina conocida.Utilizando el reactivo
proteinas especificas del suero de referencia y el diluyente
de las proteinas especificas de la muestra.

niv.stdr stand. diluyente

100% 200ul -
75% 150ul S0ul
50% lo00ul 100ul
25% 50ul 150ul
12,5% 25ul 175ul
0% - 200ul

En el ensayo,se utiliza una mezcla de 100ul de muestra y
2541 reactivo antisuero + 4 ml de diluyente del
antisuero,después de un periodo de incubacién de 5 min a
302C,se miden las absorvancias de la soluciédn analitica.lLas
variaciones de muestra a muestra son corregidas mediante una
cubeta blanco que contiene diluyente del antisuero.

La medida de transferrina se hace en mg/dl;los valores
aproximados en suero se encuentran entre 200 y 400 g/dl.

La medida de este pardmetro fue realizada en los
autoanalizadores del departamento de bioguimica del Hospital
Universitario Virgen Macarena.
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6.7 ANTICUERPOS ANTIINSULINA.

Es una técnica de radioinmunoandlisis.Se basa en que la
presencia de anticuerpos antiinsulina en el suero de diabéticos
tratados es apreciado a partir de la determinacién del
porcentaje de ligasén de la insulina marcada con I-125 por la
fraccién de inmunoglobulinas del suero.

Esta determinaciétn es efectuada en dos tiempos:

1) Incubacién in vitro de la muestra de suero en presencia de
I-lZS—insulina.Eﬁbel curso de esta incubacibén,una parte de la
I-125-insulina se une a los lugares de unién de los anticuerpos
antiinsulina del suero.

2) Separaciébn de la fraccién de I-l125-insulina unida de la
fraccién libre,por un método de doble anticuerpo modificado:la
innuhoprecipitacién es obtenida por introduccién en el medio
de incubacidn de suero humano tratado con carbén,de suero anti-
Ig G humano y de polietileno-~glicol (PEG).

Después de centrifugar,el contage de la radiactividad de
la fraccidén libre permite el calculo del porcentaje de I-125-
insulina unida correspondiente acada suero.

Reactivos

Fueron utilizados Kit comercializados por Biomerieux
(Francia)
1) I-125~insulina: insulina porcina marcada con lodo 125 < 3,2
uCi 6 118 Kbg (actividad especifica) + fosfato de sodio +
albimina bovina + colorante azul + 2,5 ml de agua destilada.
2) Suero humano tratado con carbén + 1,5 ml de agua destilada.
3) Anti-IgG humana: suero de cabra anti-IgG total humano + 2,4
ml de agua destilada.
4) PEG 6000 al 24% + agua destilada para 100 ml

Muestra analizada.

Fué utilizado suero de pacientes diabéticos insulin-
dependientes,obtenido en ayunas ante de 1la inyecciébn de
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insulina.
Método de anfilisis

12 fase de incubacién del suero a medir con I-125-
insulina: ‘
El orden de pipeteo de las soluciones debe ser:
1) suero humano tratado con carbén.
2) muestras de suero.

3) solucidén de insulina marcada con I-125.

[~ B AN N
tubos de *suero humano | muestra sol. 125~I-
incubacién ttdo con insulina
carbén (ml) (ml)
IMWI
suero 0 0,05 - 0,2
problenas - 0,05 0,2
e B O S R T K

* golucibébn pipeteada en la cubeta en ml.

Una vez que se han preparado los tubos con sus respectivas
soluciones se agitan y se cubren con parafilm,y se dejan
incubar durante 12-24h,a una temperatura de +482C

En la fase de inmunoprecipitacién se colocan 3 tubos T
para la actividad total,3 tubos para la actividad no especifica
N y tubos por duplicado para cada muestra.
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tubos suero | muestra ** suero suero * sol.
0 humano anti-IgG PEG
ttdo con humano (ml)

(ml) (ml) carbén (ml)

act.no
espec N 0,03 - 0,05 0,1 3

problem - 0,03 0,05 0,1 3

* Se realiza una agitacidédn manual energica durante 20 seg.
** Solucidén pipeteada en la cubeta en ml

Una vez que se ha afiadido el polietilen-glicol,se agitan
los tubos y se dejan incubar 30 min. a temperatura ambiente.

Posteriormente,se centrifugan a una velocidad de 2500-4000
rpm.Se decanta el sobrenadante y se realiza el contaje de la
radiactividad de la I-125-insulina ligada contenida en 1los
tubos.

El cdlculo de la radiactividad se realiza:
1) Se hace la media de todos los contajes para cada grupo de
tubos.
2) Se calcula el porcentaje de la actividad no especifica (N):

N ipm media N
-— %= emeeeeeeee— x 100
T ipm media T
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B-N
4) Se determina el porcentaje de ligasén =---- $ de cada
muestra: T
B-N ipm media problemas - ipm media N
-——% = x 100
T ipm media de T

Los porcentajes de ligasén de la I-l125-insulina
considerados como normales son de un 0,25%

La cuantificacién de la hemoglobina glicosilada se realizé por
cromatografia de intercambio iénico en el departamento de
bioquimica del Hospital Universitario Virgen Macarena.
Colesterol,triglicéridos,proteinas del suero y albiimina, fueron
medidos en autoanalizadores (Smac-20) en el departamento de
bioguimica de este mismo hospital.



IV RESULTADOS
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1. RELACION DE LA FRUCTOSAMINA CON OTROS PARAMETROS BIOQUIMICOS
EN LA DIABETES TIPO II

En una poblacién de 48 diab&éticos no insulin-dependientes
de diagnostico reciente,se realizé el estudio de la
fructosamina,entendida como conjunto de proteinas glicosiladas
del suero que representan las glucemias medias en un periodo
de 2-3 semanas.Posteriormente,esta poblacién se dividié en dos
grupos: uno con la concentracién de fructosamina dentro del
rango de normalidad y un segundo grupo con dicha concentracién
elevada.En ambos grupos se compararon los parémetros clinicos
gue se enumeran a continuacién: glucemia basal, hemoglobina
glicosilada, proteinas del suero, albGmina, microalbuminuria,
colesterol y triglicéridos.

1.1 Fructosamina,glucemia basal y hemoglobina glicosilada.

Se determinaron los valores de la fructosamina frente a
los de 1la glucemia basal (Fig.l).Se encontr6 gque 1la
fructosamina estaba elevada en el 35,5% de los diabéticos
(fig.2).Y en el estudio de las dos poblaciones de diabéticos
con distintos niveles de fructosamina,se observd que un 13% de
los diabéticos con rango fisiolbégico de fructosamina
presentaban niveles de glucemia elevados,y el 41% de los
diabéticos con la fructosamina por encima de los valores
normales presentaron tasas altas de glucemia (fig.3).

Asimismo,se analizaron los niveles de Hb A,c en esta misma
poblacién de 48 diabéticos (no insulin-dependiente) y se
relacionaron con los valores de la glucemia basal (fig.4) y con
los niveles de fructosamina (fig.5).Se pudo apreciar que la Hb
A,c se encontraba dentro del rango fisioldgico en todos 1los
casos estudiados.
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Fig.1 Fructosamina y glucemia basal

Estos parametros se estudiaron en una poblacidén de 48
diabéticos no insulin-dependiente (tipo II).El rango
fisiolbégico de la fructosamina alcanza valores maximos de 285
pmol/L y el de la glucemia oscila entre 80-120 mg/dl. '
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Poblacion diabética estudiada
64,5%
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[ Fructesamina normal B3 Fructosamina elevada

Fig.2 Concentracién de fructosamina en la poblacién diabética
estudiada.

En la fig. se muestra la concentracidén de fructosamina en una
poblacidédn de 48 diabéticos no insulin-dependiente.Se encontré
que el 35,5% de los diabéticos presentaban concentraciones de
fructosamina elevada.
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Fig.3 Glucemia basal en la poblacidén diabética dependiendo de
la concentracidédn de fructosamina.

Se realizd el estudio de la glucemia basal en un grupo de
diabéticos no imsulin-dependientes con la fructosamina en el
rango fisiolbégico (n=31) y otro grupo de diabéticos no insulin-
dependientes con 1la concentracién de fructosamina elevada
(n=17) .
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Fig.4 Hemoglobina glicosilada y glucemia basal

Se muestran los niveles de hemoglobina glicosilada (Hb Ac) Yy
los de glucemia en una poblacién de 48 diabéticos no insulin-
dependiente. El rango fisiolégico de la hemoglobina glicosilada
se encuentra entre 4,5-7,5% y el de la glucemia entre 80-120
mg/dl
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Fig.5 Fructosamina y hemoglobina glicosilada

En la figura se representan los valores de fructosamina y
hemoglobina glicosilada (Hb A,c) en una poblacién de 48
diabéticos no insulin-dependiente.el rango de normalidad de la
fructosamina alcanza valores de 285 umol/L y el de la Hb Ac
oscila entre 4,5y 7,5.
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1.2 Fructosamina y proteinas totales

Se mididé la concentracién de proteinas totales y de
fructosamina en suero (Fig.6),ya que parece existir una
relacibén lineal entre la concentraciédn de proteinas y el grado
de glicosilacién de las proteinas del suero.

Como se observa en la Fig.6,la concentracién de proteinas
se encontrd en limites fisiologicos en todos los diabéticos
estudiados.

También se examinaron los niveles de alblmina sérica,como
proteina del suero que puede interferir en la determinacidn de
las tasas de fructosamina y,al igual que las proteilnas,se
encontrd gue se hallaban dentro del rango de normalidad en
todos los casos (Fig.9).

1.3 PFructosamina y microalbuminuria

Se correlacioné la microalbuminuria con la fructosamina
(Fig.7) ,debido a la importancia de la primera como parémetro
clinico para la deteccién precoz de la lesién renal diabética
y la implicacién del mal control met&bolico del diabético en
la aparicidén de esta complicacién.

Se encontr6 gue la microalbuminuria estaba elevada en el
21% de los diabéticos no insulin-dependiente (n=48).De este
grupo un 40% de los pacientes presentaron niveles de glucemia
elevados y el 60% mostr6 cifras de glucemia en limites de
normalidad (Tabla 3).

Al comparar los dos grupos de diabéticos con diferentes
concentraciones de fructosamina,se pudo observar gque 1la
microalbuminuria presenté valores elevados en el 29,4% de la
poblacién con altas tasas de proteinas del suero
glicosiladas,mientras que mostré concentracionesa altas en el
16% de los pacientes con niveles fisiolbgicos de fructosamina
(Tablas 4 y 5).
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Posteriormente,comparamos 1la microalbuminuria y 1las
proteinas del suero (fig.8) y la albimina sérica (Fig.9).Ambos
parémetros presentaron valores fisioldgicos para la totalidad
de los casos estudiados.No se encontré relacién de los niveles

altos de microalbuminuria con las concentraciones séricas de
proteinas y albGmina.

microalb.alta en la 10 21
poblacion diabética total
(n=48)
microalbumin.alta con 6 60

glucemia normal

microalbumin.alta con 4 40

glucemia alta
A T S A T T I R A TR ST

* n:n? de casos encontrados con excrecién de microalbuminuria elevada

* Microalbuminuria alta en la poblacién diabética total:microalbuminuria
elevada encontrada en toda la poblacién diabética estudiada.

* Microalbuminuria alta con glucemia normal:son los pacientes gque muestran
la microalbuminuria elevada y la glucemia la presentan dentro de limites
fisiolébgicos.

* Microalbuminuria alta y glucemia alta:poblacién diabética que presenta
la excrecién urinaria de microalbuminuria elevada y la glucemia muestra
valores por encima de los fisiolégicos.

% de poblacién:poblacién diabética en % gque presenta elvacién de la

microalbuminuria.
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Fig.6

Proteinas totales (g-sdL)
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En la fig.se representan los valores de fructosamina y
proteinas séricas en una poblacién de 48 diabéticos tipo II.

Rango fisioldgico de las proteinas:6-8 g/dl y el de frctosamina
alcanza valores maximos de 285 umol/L.
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Fig.7 Pructosamina y microalbuminuria.
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Se representan los valores de estos pardmetros en una poblacién

diabética tipo II (n=48).

Los limites fisiolbégicos de microaalbuminuria alcanzan valores

méximos de 20 mg/L.
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Fig.8 Microalbuminuria y proteinas del suero

Se representan los valores de microalbuminuria y de proteinas
séricas en una poblacibén diabética tipo II (n=48).

Los 1limites fisiologicos de 1la microalbuminuria alcanzan
valores maximos de 20 mg/L y las preteinas de 6-8 g/dl.
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Fig.9 Microalbuminuria y albGmina sérica

El anilisis de estos parémetros se realizé en una poblacién
diabética tipo II (n=48).

El rango fisioldégico para la albGmina oscila entre 3,5-5,5 g/dl
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1.4 Fructosamina,triglicéridos y colesterol

También se midieron,en las dos subpoblaciones diabéticas
anteriormente citadas,las concentraciones de colesterol
(Fig.10) y de trigliceridos (Fig.l1ll) y se relacionaron con los
valores de fructosamina.Los valores medios de colesterol y
triglicéridos,para ambas poblaciones de diabéticos,se muestran
en la tabla 4.

El objeto de este estudio fué comparar los triglicéridos
Y el —colesterol,en relacién a 1la concentracién de
fructosamina, indicadora del control metabdlico del diabético,
por su importancia en la aparicién de las complicaciones
vasculares de la diabetes.

Como se muestra en la fig.12,el nivel de colesterol se
encontré elevado en el 64,8% de la poblaciédn con las tasas de
fructosamina alta,frente al 58,1% de la poblacién con 1la
concentracién de fructosamina en el rango de normalidad.La
diferencia,en los niveles de colesterol,entre las dos
poblaciones no es muy amplia.

En 1la fig.13,se observa que 1la concentraciébn de
triglicéridos se presentd elevada en el 52,8% de la poblacién
con niveles de fructosamina altos,mientras que se encontrd
aumentada en un 29% de la poblacién con tasas de fructosamina
en el rango fisiolégico.En este caso la diferencia entre ambas
poblaciones es notable.

Estos resultados se representan en la tabla 5.
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diabeticos n colester triglicer microalbum glucemia
tipo II (mg/dl) (mg/dl) (mg/L) (mg/dl)
LSRR NRCRN
fructosam 31 22019 121%15 11+1 1007
normal
20149
fructosam 17 25014 150+4 168 125%10
elevada
395150
e T e e

En esta tabla, se mnmuestran los valores de las concentraciones
(mediatSEM para p<0,01) de fructosamina, glucemia, colesterol,
triglicéridos y microalbuminuria, atendiendo a la subdivisién de la
poblacién diabética segun los valores de fructosamina,lLos valores expuestos
bajo los epigrafes de fructosamina normal y fructosam elevada corresponden
a los valores medios + SEM de fructosamina.



L _ oo
diabeticos | total colest Triglic microalbum glucemia
tipo II % % % % 3
poblac 100 39 37 21 31
total n=48
fructosam. 64,5 58 29 16 13
normal
n=31
fructosan. 35,5 65 53 29 41
elevada
n=17

En la tabla, se presentan los casos que aparecen en la poblacibén
diabética con los parimetros estudiados elevados, segin los valores de la
concentracién de fructosamina.

* Total: hace referencia al total de la poblacién diabética estudiada
(n=48) .E1 35,5% de los pacientes presentaron los valores de fructosamina
elevados. '
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Colesterol (mg-/dl)
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Fig.10 Fructosamina y colesterol

Estos parametros se determinaron en una poblaciédn diabética
tipo II (n=48).

Los valores fisiolégicos del colesterol se encuentran entre
150-220 mg/dl.
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Fig.1ll1 Fructosamina y triglicéridos

Se representan los valores de estos parametros estudiados en
una poblacién diab&tica tipo II (n=48).

Los limites de normalidad para los triglicéridos se encuentran

entre 70-160 mg/dl.
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- Poblacion diabeticg estudiada
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Fig.13 Triglicéridos en la poblacidén diabética en relacidén a
la concentracién de fructosamina

Se determinaron los niveles de triglicéridos en una poblacién
diabética (tipo II) con las tasas de fructosamina en rango
fisiolbégico (n=31) y otra poblacién con niveles de fructosamina

elevados (n=17)
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2. TRANSFERRINA EN LA DIABETES CLINICA

Se midieron los niveles de transferrina en el suero de una
poblaciédn de 61 diabéticos tipo II y 74 no diabéticos.El
andlisis fué realizado seglin la técnica explicada en el
apartado 6.6 de material y métodos.

El rango de normalidad de la transferrina se encuentra
entre 200-400 mg/dl.

Encontramos que en la poblacién no diabética las tasas de
transferrina mostraban unos valores medios de 34419 mg/dl,y el
grupo de diabéticos presentd unos niveles medios de 29219 mg/dl
(Tabla 7).

2.1 En la diabetes sin otras patologias asociadas

En el grupo de diabéticos (n=61),se distinguid entre una
poblacién de 20 pacientes sin otras patologias asociadas,y en
el grupo de no diabéticos (n=74) se distinguié una poblacién
de 39 personas sin ningGn tipo de patologia (sanos).

En 1la Fig.1l4,se representan 1los valores de las
concentraciones de la transferrina en suero de diabéticos y
sujetos sanos,encontrandose 1los valores medios de los
diabéticos por debajo de los sanos (Tabla 8).
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Transferrina (mg-/dL)
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Fig.14 Concentracién de transferrina en diabéticos tipo II sin
otras patologias asociadas

El estudio se realizé6 en una poblacién sin ninglin tipo de
patologia (sanos n=39) y una poblacibén diabética tipo II sin
otras patologias asociadas (n=20).Los valores obtenidos son la
media *SEM
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Transferrina (mgsdlL)
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Fig.15 Concentracién de transferrina en diabéticos con
patologia de los lipidos

En la fig.se muestra la concentracién de transferrina en
pacientes no diabéticos y diabéticos con alteraciones en los
lipidos (triglicéridos y colesterol).Los valores obtenidos son
la media de las concentraciones de transferrina *SEM.
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Fig.16 Concentracién de transferrina en 1la poblacidn con
patologia hepédtica

Este estudio se realizd en una poblacién con alteraciones de
la funcidn hepética.En esta poblacién se diferencid entre un
grupo de pacientes no diabéticos y otro grupo gque tenia
asociada la diabetes.Los resultados son la media de los niveles
de transferrina *SEM.
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2.2 En la diabetes con alteraciones hepiticas y lipidicas

Igualmente,se selecciond un grupo de 46 diabéticos en el
que 14 presentaban alteraciones hepéticas y 32 alteraciones de
los lipidos;y una poblacién de 38 no diabéticos en la que 13
presentaban alteracién de la funcién hepdtica y 25 alteraciones
de los lipidos.

Los paré&metros medidos en la poblaciébn con patologia
hepadtica fueron GOT,GPT,GGT (Tabla 6) y los parametros
analizados en la poblacién con alteraciones de 1los
lipidos:triglicéridos y colesterol (Tabla 7).

Se obtuvieron resultados similares a los encontrados en
la poblacidén sin otras patologias asociadas (Tabla 8);La
concentracién de transferrina en suero de diabéticos con
alteraciones de los lipidos estaba descendida respecto a los
no diabéticos con la misma alteracién (Fig.15);en la poblacién
de diabéticos con alteraciones hepéaticas se
encontrd, igualmente,descendida la concentracién de transferrina
respecto a la poblacidédn no diabética con patologia hepética
(Fig.16).
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pacientes n GGT GOT GPT
U/l U/l U/l
no diabéticos 13 168130 907 176156
diabéticos 14 531195 10535 178+63

Los valores de los pardmetros son la

media + SEM para p<0,01.

TABLA 7 Par&metros de la poblacibn con alteraciones de los

lipidos
pacientes n TGC colesterol
(mg/dl) (mg/dl)
no diabéticos 25 182,5%39 264%13
diabéticos 32 244142 279,9%20

Los valores de los pardmetros son la media

+ SEM para p<0,01
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TABLA 8 Concentracibdn de transferrina en diabéticos no
insulin-dependientes (tipo II)

pacientes n glucenmia TFR

(mg/dl) (mg/dl)
—

No diabéticos 74 8613 34419
diabéticos 61 18525 29219
sanos 39 8510,6 34011
diabéticos sin otras patolog. 20 191+28 273t18
lipidos alterados 32 87%0,1 35019
lipidos alterados y diabetes 27 184+15 302%10
alteraci6n hepédtica 13 83+4 330428
alt.hepitica y diabetes 14 17632 30924

* No diabéticos:poblacién sana y poblacién que presenta alteraciones
hepaticas y lipidicas sin diabetes asociada.

* piabéticos:toda la poblacién diabética, la gue no lleva asociada
patologfas y la que presenta alteraciones hepiticas y lipidicas.

* Sanos:sujetos que no presentan ningiin tipo de patologia

* Diabéticos sin otras patolog.: pacientes diabéticos gque no tienen
otras patologias asociadas.

* Lipidos alterados: poblacién”"no diabética"que presenta alteraciones
de los lipidos (triglicéridos y colesterol).

* Lipidos alterados y diabetes: —representan la poblacién
de"diabéticos”"que presentan alteraciones de los lipidos.

* Alteraciones hepdticas: poblacién"no diabética"que prsenta
alteracién de la funcién hepética.

* Alteraciones hepdticas y diabetes: poblacién"diabética”que presenta
alteracién de la funcién hepdtica.

Los valores observados son la media * SEM (p<0,01)
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3. ANTICUERPOS ANTIINSULINA EN DIABETICOS TIPO I

En un grupo de 12 pacientes insulin-dependientes con
edades comprendidas entre 17 y 45 afios y 3 sujetos controles, se
determinaron los anticuerpos antiinsulina en suero,antes de la
inyeccién de insulina,mediante 1la técnica anteriormente
explicada en apartado 6.7 de material y métodos.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9.

9 Ac. iinsulina [ab
pacientes n Ac. antiinsulina
— e
controles 3 0,26%0,1
diabéticos 12 0,48+0,2

Los valores obtenidos son la media * SEM por duplicado.
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4. ACTIVIDAD ALDOSA REDUCTASA EN HEMATIES Y TEJIDOS

4.1 Efecto de la concentracién del substrato y de proteinas
sobre la actividad enzimitica

Se analizé la actividad aldosa reductasa en hemolizado de
hematies de pacientes sanos a distintas diluciones (3,9 mg
prot./ml de hemoliz.),con objeto de ver el efecto que ejercia
la concentracién de proteinas sobre la actividad del enzima.

La aldosa reductasa se midibé como se indica en el apartado
6.2.1 de materiai y métodos.La curva obtenida se representa en
la Fig.17.

En la Fig.18,se muestra el efecto de la concentracién del
substrato sobre la actividad aldosa reductasa.Se utilizé el
gliceraldehido a concentraciones variables y el enzima se
mantuvo a concentraciones constantes.

A continuacidn,se compara el efecto de la concentracién
del substrato entre pacientes diabéticos y sujetos sanos.En
este caso,la reacciédn fué lanzada con el enzima.

Las curvas obtenidas (fig.19) alcanzan valores ligeramente
superiores en la diabetes,con una V max de 0,97 mU/mg proteinas
para una concentracién de gliceraldhido de 25 mM y una Km de
8,5 mM;en los sujetos sanos alcanzb una Km de 8,75 mM y una V
max de 0,84 mU/mg de proteinas para una concentracién de
gliceraldehido de 25 mM.

También,analizamos el efecto del almacenamiento del enzima
a una temperatura de -182C sobre la actividad enzimética,a

concentraciones variables del gliceraldehido (Fig.20).
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Actividad enzimatica (mU/mg prot.)
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Fig.17 Efecto de la concentracién de proteinas sobre la
actividad aldosa reductasa en lisado de hematies

La actividad aldosa reductasa se midié en un 1lisado de
hematies,realizado en tampédn fosfato 3mM y pH 7.4,en una
relaciébn 1:20,1:100 y 1:200 (v:v),utilizando 20 pul del
hemolizado (3.9 mg prot/ml de hemol.) para el andlisis del
enzima en las células.
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Aldosa-reductasa (mU/mg prot)
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Fig.18 Efecto de la concentracién del gliceraldehido sobre la
actividad aldosa reductasa en lisado de hematies

Se midié 1la actividad aldosa reductasa en 1lisado de
hematies,utilizando distintas concentraciones del substrato.El
lisado de hematies se realizd en tampdén fosfato 3mM,pH 7,4 en
una relacidén 1:20(v:v),utilizando 20ul del hemolizado para el
andlisis de las células
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Fig.19 Efecto de la concentracién de gliceraldehido sobre la
actividad aldosa reductasa en lisado de hematies de pacientes
diabéticos

La actividad enzimatica fué medida en lisado de hematies de
sujetos sanos (donantes) y de pacientes diabéticos.El lisado
se realizd en tampdn fosfato 3mM,pH 7,4 en una relacibén 1:20
(viv),utilizando 20ul del hemolizado para la medida del enzima
en las células
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. Aldosa-reductasa (mU/mg.prot.)

o ! ! i H

0 0,6 1 1,5 2 2,6
Gliceraldehido (mM)

-8~ fresco —% de 24 horas

FPig.20 Efecto de la concentraciédn de gliceraldehido sobre la
actividad aldosa reductasa en lisado de hematies

Se analizd el efecto del almacenamiento de los hematies sobre
la actividad aldosa reductasa.Los hematies fueron lisados en
tampdn fosfato 3mM,pH 7,4 en una relacién 1:20(v:V).Se
utilizaron 20ul del hemolizado para el andlisis del enzima en
las células.
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4.2 Efecto de la diabetes clinica en hematies humanos

El estudio se realizd en 6 personas sanas (donantes) y 10
pacientes diabéticos con una duracién de la diabétes entre 10
Yy 20 afios.El objeto de este estudio fué comprobar si se
producia acimulo se este enzima en los hematies,como indicador
del aumento de la actividad de la ruta del sorbitol, implicado
en el desarrollo de algunas complicaciones diabéticas.

La actividad enzim&tica observada en diabéticos fué
escasamente mayor que en sujetos sanos.Los valores encontrados

se muestran en la tabla 10.

]
pacientes n Aldosa Glucemia Hb Alc
reductasa (mg/dl) %
(mU/mg prot)
sanos 6 0,41+0,03 90+0,6 4,5%0,1
diabétics 10 0,50%+0,03 1809 6,820,3

La medida de la aldosa reductasa fué realizada en hemolizado de
hematies & una dilucién 1:20,en tampén fosfato a pH 7,5.Los valores de la
actividad enzimética y de los parfmetros medidos son la media * SEM.
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4.3 Efecto de 1la didbetes inducida experimentalmente en
hematies de ratas

En este estudio,se utilizaron 5 ratas controles y 6 ratas
diabéticas para realizar la medida de la aldosa reductasa.lLa
induccién de la diabetes con estreptozotocina se expuso en el
apartado 2 de material y método.

La actividad enzimitica encontrada en ratas diabéticas fué
ligeramente superior a la encontrada en ratas controles,como
también ocurria en la diabétes clinica,vista anteriormente en

humanos (aptdo 1.2).Los resultados se muestran en la tabla 11.

ratas n Aldosa Reductasa
(mU/mg prot)

controles 5 0,34 +0,05

diabéticas 6 0,42 0,14

La actividad enzimitica se midid en el sobrenadante de hemolizado

de hematies a una dilucién 1:20 (v/v).Los valores obtenidos son la media
+ SEM
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4.4 Efecto del estado pre-diabético inducido sobre diferentes
tejidos de ratones

El objeto de este estudio fué comprobar el estado de la
actividad de este enzima antes de la manifestacidén clinica de
la diabetes,puesto que el actGmulo de la aldosa reductasa
interviene en la patogénesis de diversas complicaciones de la
diabetes.

Se utilizaron 4 ratones controles y 4 ratones con pre-
diabetes inducida con estreptozotocina,a dosis subméxima de 25
mg/Kg de peso durante 5 dias,y fueron sacrificados 5 dias
despues de la ultima dosis (ap.2.2).

La actividad aldosa reductasa se midié en homogeneizado
de timo,higado,bazo y corazén.La concentracién final de
gliceraldehido fué de 10 mM.

La actividad enzimdtica encontrada en higado y bazo fué
mayor en los ratones sanos,en timo era superior en pre-
diabéticos y en corazén era practicamente igual en ambos
grupos.Los valores obtenidos se muestran en la tabla 12.

De estos resultados,no podemos establecer claras
diferencias entre ambas poblaciones.



ratones n timo higado bazo corazdén
(mU/g tejido)

controles 4 5,53 5,111 4,1%0,4 240,1
pre- 4 6,7%0,1 2,2+0,1 3,51 2,3%0,1
diabeticos
- — ———

La actividad del enzima fué medida en homogenado de tejidos a una
concentracién del substrato de 10 mM y viene expresada en mU/g de tejido.

Los valores son la media t SEM.
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5. ACTIVIDAD ACETILCOLINESTERASA EN LA DIABETES.

Este estudio se realizé con objeto de comprobar si la
acetilcolinesterasa se encontraba alterada,puesto que esta
enzima parece intervenir en la patogenia de la neuropatia
diabética.

5.1 Efecto de la concentracién del substrato sobre la
actividad enzimidtica.

Se determindé 1la actividad acetilcolinesterasa en
hemolizado de sujetos sanos,a concentraciones variables de la
acetil-tiocolina y manteniendose constante la del enzima.

La curva obtenida se muestra,a continuacién,en la Fig.21.

5.2 Efecto del 4&cido B-hidroxi-butirico,in vitro,sobre 1la
actividad enzimitica en hematies.

Se realizaron incubaciones de hematies sanos,durante 1 h.
a 372C,con adiciones de &cido B-hidroxi-butirico 1 mM,con
objeto de comprobar si este metabolito producia modificaciones
en la actividad acetilcolinestera.El &cido B-hidroxi-butirico
es uno de los cuerpos cetdnicos que aparece elevado en la
cetoacidbésis diabética.

Como se observa en la fig.22,la actividad enzimética era
de 63*SEM mU/mg de prot en ausencia de adiciones y de 54*SEM
mU/mg prot en presencia del Acido B-hidroxi-butirico.

También,se incubaron hematies a 0,5 y 1 mM,a tiempos
variables, a 252C.Se encontrd gue la actividad
acetilcolinesterasa disminuia al aumentar el tiempo de
incubacién.Asimismo la actividad del enzima era menor cuando
se adicionaba &cido B-hidroxi-butirico (fig.23).

En la fig.24,se muestra el efecto del Acido B-hidroxi-
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butirico a diferentes concentraciones,sobre 1la actividad
enzimdtica de hematies sanos,en una incubacién de 24h a
252C.Como se puede observar,la actividad acetilcolinesterasa
es dosis dependiente del &cido B hidroxi butirico,ya que a
medida que aumenta 1la concentracién de este cuerpo
cetdénico,disminuye 1la actividad del enzima.La actividad
acetilcolinesterasa encontrada fué de 110,100,98 y 45 nU/mg de
prot para concentraciones de 0 (sin adiciones),0.5,1 y 2 mM de
dcido B hidroxi butirico.

5.3 Efecto de la diabetes experimental en hematies de ratas
Yy ratones.

Se midid la actividad acetilcolinesterasa en un grupo de
10 ratones controles y un grupo de 10 ratones diabéticos,en los
gue se indujo la diabetes segGn se explicé en material y
métodos (ap.2.2)

En los ratones diabéticos se encontré6 una actividad
enzimdtica de 255 mU/mg prot frente a 169 mU/mg prot
alcanzada en los controles (Tabla 13).

En ratas se realizé la misma medida enzimitica.Se
utilizaron 12 ratas controles y 12 ratas con diabetes inducida.

En la tabla 13,se observa que la actividad acetil-
colinesterasa en las ratas diabéticas (2912 mU/mg prot) era
mayor que en las controles (19%0,6 mU/mg prot),como se Vvib
anteriormente en ratones.
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Animales Estado de n Acetilcolinesterasa
los animales (mU/mg prot)
ratas normales 12 19+0,6
ratas diabeticas 12 29+%2
e -
ratones normales 10 16%9
ratones diabéticos 10 255

La medida de la actividad enzimética fué realizada en hemolizado
de hematies a una dilucién 1:100 (v/v),en tampébn fosfato 3 mM,a pH 7,5.
Los valores obtenidos en ratas fueron la media + SEM de 3
experimentos realizados.
En ratones,los valores son la media t* SEM de 2 experimentos

realizados.
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Fig.21 Efecto de la concentracién de acetil-tiocolina sobre la
actividad actilcolinesterasa en lisado de hematies

Se midid la actividad enzimatica en lisado de hematies a
concentraciones variables de la actil-tiocolina.lLos hematies
fueron lisados en tampdn fosfato 3mM,pH 7,4 en una relacidén
1:100(v:Vv).Se utilizaron 10l del hemolizado para el andlisis
del enzima en las células.
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FPig.22 Efecto del &cido B hidroxi butirico sobre la actividad
acetilcolinesterasa en lisado de hematies

Se incubaron hematies en ausencia y en presencia de &cido 8
hidroxi butirico a una concentracién 1mM,a 372C duranre lh.Los
resultados obtenidos son la media de 3 experimentos realizados
por duplicado.
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Fig.23 Efecto del &cido B hidroxi butirico sobre la actividad
acetilcolinesterasa en lisado de hematies

Los hematies fueron incubados en ausencia y presencia de &cido
B hidroxi butirico a concentraciones 0,5 y 1lmM,a tiempos
variables,a 252C.Posteriormente se lisaron los hematies en
tampén fosfato 3mM,pH 7,4 en una relacibébn 1:100(v:Vv) y se
efectué la medida del enzima.
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Fig.24 Efecto del &cido B8 hidroxi butirico sobre la actividaa
acetilcolinesterasa en lisado de hematies

Se realizaron incubaciones de los hematies en ausencia y en
presencia del acido B hidroxi butirico a concentraciones 0.5,1
Y 2 mM,a 252C durante 24h.Posteriormente se 1lisaron 1los
hematies en tampdén fosfato 3mM,pH 7,4 en una relacidén
1:100(v:v) y se midié la actividad del enzima en las células.
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5.4 Efecto de la pre-diabetes experimental en hematies de
ratones.

Se efectud la medida de la actividad acetilcolinesterasa
en un pool de hematies pertenecientes a un grupo control de 6
ratones y otro pool de hematies de 6 ratones en estado pre-
diabetico.La fase pre-diabética se indujo como se expuso en
apartado 2 de material y método.

Los resultados obtenidos,se exponen en la tabla 14 y se
observa gque la actividad enzimi&tica estaba ligeramente

aumentada en el grupo pre-diabético.

]
ratones Acetilcolinesterasa glucenmia
(nU/mg prot.) (mg/dl)
-
controles 7,4 79
pre-diabéticos 11,2 93

La medida enzimética se realizé en un pool de hematies pertenecientes
a 6 ratones controles y un pool de hematies pertenecientes a 6 ratones
diabéticos,donde se determinaron los valores de la glucémia.
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5.5 Efecto de la diabetes clinica en hematies humanos
El estudio se realizd en hemolizado de hematies de 20
personas no diabéticas y 21 diabéticos no insulin-dependientes

de reciente diagnostico y edades comprendidas entre 22-70 afios.

La actividad acetilcolinesterasa encontrada en los sujetos

no diabéticos fué de 81 mU/mg prot,mientras que en los
diabéticos (tipo II) se observé una actividad de 85 mU/mg
prot. (Tabla 15).

Acetil micro
paciente colinesterasa glucemia fructosamin Hb Ac albuminur
(mU/mg prot) (mg/dl) (umol/1) (%) (mg/1)
no
diabét. 81+14 90%0,5 2208 4,810,1 813
diabét. 85+30 135426 - 375147 5,7%0,3 1848

Los valores de la actividad enzimitica y de los demis pardmetros

medidos son la media * SEM




V DISCUSION
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En este trabajo,examinamos diversos parametros bioquimicos
en la diabetes no insulin-dependiente humana (tipo II).

El primero de ellos fué la fructosamina,indicador de la
glucemia media en un periodo de 2-3 semanas,que permite
diferenciar los diabéticos con un buen control de la glucemia
de los diabéticos con pobre control metabélico (39).Estudiamos
este indicador en diabéticos tipo II,de reciente
diagnostico,comparandose con la glucémia basal y la hemoglobina
glicosilada (Hb A,c).Se observé una elevacién de 1la
concentracién de fructosamina en el 35,5% de los
pacientes,mientras que la Hb A,c se mantuvo en el rango de
normalidad en el 100% de los casos.Respecto a la glucémia
basal,se encontré elevada en mayor prorpocién en la poblacién
diabética con altas concentraciones de fructosamina (41%) que
en el grupo de diabéticos con la fructosamina en el rango
fisiolbgico (13%).

El andlisis de estos parémetros sugiere gue no se puede
establecer una correlacién directa entre 1los niveles de
fructosamina y los de Hb Ac (41),pero si,existe buena
correlacién entre glucemia y fructosamina.

Al comparar los niveles de fructosamina y Hb Ac,la
fructosamina parece mas precisa y sensible (58) y detecta los
cambios en las glucémias mds precozmente que la Hb A,c.Parece
mis Gtil en el seguimiento,a corto plazo,de los cambios en el
control metabbélico.Adem&s de las ventajas de la simplicidad de
la técnica de medida y el bajo costo (59).

Se ha descrito en la literatura,una buena correlacién
entre fructosamina,Hb A;,c y glucémia en estudios de diabéticos
con un pobre control metabdlico mantenido durante largos
periodos de tiempo (58,60,61,62).Estos resultados no estan en
contraposicidén a los expuestos en el presente estudio,puesto
que,la poblacién diabética examinada en 1los trabajos
citados,estaba sometida a ambientes hiperglucémicos durante
tiempo prolongado.Los diabéticos,objeto de nuestro estudio, eran
de diagnéstico reciente;por tanto,la exposicidén a condiciones
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de hiperglucémia mantenida fué durante periodos de tiempo mas
cortos,no permitiendo variaciones en los niveles de Hb A,c.

La Hb A;c (promedio de los valores de las glucémias en un
periodo de 3 meses) seria la medida del control de la glucemia
a largo plazo (63).La Hb A,c y la fructosamina son expresidn de
diferentes periodos del control matabdlico y tienen diferente
significado clinico (41).Ambos paré&metros no pueden ser
sustituido uno por otro,sino que son complementarios,en
particular en la diabetes inestable (58,64).

La fructosamina,la estudiamos en relacién a las
proteinas del suero.Se ha descrito que la concentracidn de
fructosamina est& linealmente relacionada con la concentracién
de proteinas (65),y un acelerado turnover de proteinas puede
disminuir el grado de glicosilacién enzim&tica (40).La
correccién de la concentracién de proteinas disminuye esta
variabilidad (65).

Sin embargo,en nuestro estudio no se encontraron
concentraciones de proteinas por debajo de 1los limites
fisiolbégicos.Y comparando las dos poblaciones de diabéticos
analizadas,se pudo apreciar que la concentracidén de proteinas
se mantenia en niveles fisiolégicos en ambos grupos.Los
resultados mostrados sugieren que la glicosilacién de las
proteinas,en el presente estudio,no estd influida por 1la
concentracién de proteinas plasmaticas.

Igualmente,relacionamos la fructosamina con la
microalbuminuria,por la importancia de este Gltimo parémetro
en la deteccidn precoz de la nefropatia diabética (35) y 1la
implicacidén del mal control de la glucemia del diabético en la
aparicién de esta complicacién.

Observamos que el 21% de los diabéticos presentaban la
microalbuminuria elevada.Estos resultados,confirman los datos
mostrados por Mogensen y Parving et al.(33,34),en el due
diabéticos de reciente diagnostico muestran un significativo
aumento de la microalbuminuria.

Al comparar la poblacibén diabética con la fructosamina



elevada y la poblaciédn diabética con la fructosamina en el
rango fisiologico,encontramos gque la microalbuminuria se
encontraba mds elevada en el grupo de diabé&ticos con mayores
concentraciones de fructosamina.

Esto apoya los resultados de otros autores,en los que el
mal control metabdlico del diabético (la fructosamina se ha
considerado indicador de este control) favorece la aparicién
de la lesibn renal (19).

La microalbuminuria,por su importancia en la deteccién
precoz de la nefropatia diabética,también se examindé en
relacién a las proteinas y la alblGmina del suero.

Los resultados obtenidos muestran que mayores tasas de
microalbuminuria no se corresponden con mayores concentraciones
de proteinas o albGmina sérica,puesto que ambos paré&metros se
encontraron en limites de normalidad.

También fueron examinadas las concentraciones de
colesterol y triglicéridos,en relacién a 1los niveles de
fructosamina.Estos parametros se asocian con un mayor indice
de riesgos vasculares,complicaciones muy frecuentes en los
diabéticos.

Detectamos,que en la poblaciédn diabética con tasas
elevadas de fructosamina, las concentraciones de colesterol eran
ligeramente superiores con un valor medio de 250 mg/dl respecto
a los diabéticos con niveles de fructosamina en rango
fisioldgico (220 mg/dl).Del mismo modo,se presentaron mayor
nimero de casos con altos niveles de colesterol entre la
poblacién con fructosamina alta (65%) que entre los que
presentaron niveles de fructosamina en limites de normalidad
(58%) .

El aumento fué mas notable en 1los niveles de
triglicéridos.Encontramos valores medios de 121 y 175
mg/dl(+SEM) para la poblacidn con niveles de fructosamina en
rango de normalidad y para los que la presentaron por encima
de este rango,respectivamente.Asimismo observamos que el 29%
de la poblacién con limites fisiolbgicos de fructosamina
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presentd niveles altos de triglicéridos frente al 53% de
pacientes con la fructosamina elevada.

Se ha descrito,que valores altos de triglicéridos pueden
producir interferencias en la determinacidén de fructosamina
(66) .Sin embargo,las tasas de triglicéridos encontradas en
nuestro estudio no se distanciaban excesivamente del limite
fisioldégico superior de este parémetro.

Los datos obtenidos sugieren,que cuando la concentracibén
de fructosamina se encuentra elevada,indicadora de un mal
control de la glucemia en la diabétes,aumentan los riesgos de
padecer alteraciones de los lipidos y como concecuencia,los
riesgos de complicaciones arterioscleréticas son mayores.

Ootro de los parametros medido fué la concentracién de
transferrina,proteina del suero que sufre glicosilacién y otras
modificaciones cualitativas en la diabetes (45).

El estudio lo realizamos en pacientes diabéticos tipo II
sin ninguna otra patologia asociada y en un grupo de diabéticos
(tipo II) con alteraciones lipidicas y hepéticas.

En pacientes con diferentes formas de diabetes mellitus
se han detectado cambios en el metabolismo del hierro (67).En
el presente estudio,se mostraron descendidos los niveles de
transferrina sérica en la poblacién diabética.Encotrandose las
concentraciones de transferrina en sujetos sanos y no
diabéticos con alteraciones hepaticas y de los lipidos en
340,350 y 330 mg/dl respectivamente.lLas taéas observadas en
diabéticos sin patologias asociadas,con alteraciones hepéticas
y de los lipidos fueron de 295,302 y 309 mg/dl.

Esto difiere de otras referencias de la literatura donde
se encuentra elevada la concentracidn sérica de transferrina
(46) .E1 citado estudio se realizb6 en pacientes con varios afios

de evolucibédn de la diabetes y afectados de retinopatia.

Segin se ha descrito en otros trabajos,las proteinas
humanas del suero fueron glicosiladas,in vitro,y 1la
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glicosilacién fué linealmente proporcional a la concentracidn
de glucosa y al tiempo de incubacién.La transferrina y 1la
albimina fueron las mayores proteinas que se glicosilaron
significativamente (47).La transferrina glicosilada se
encuentra elevada en la diabetes (tipo I y II) y parece ser un
marcador sensible del control de la glucemia a corto plazo (8
dias de vida media) (48).

Igualmente,se ha descrito que la excrecién renal de
transferrina en orina de 24h.,es mas alta en pacientes con
diabetes de larga duracién que en pacientes diabéticos de
reciente diagnostico y sujetos sanos.Tanto el significado
pronostico como su importancia en el diagnostico precoz de la
nefropatia diabética se encuentran en discusibén (49).

En los referidos estudios,se examindé 1la fraccién
glicosilada y la excrecién urinaria de transferrina,por lo que
existe clara diferencia con el anilisis de la transferrina que
hemos mostrado.

Asimismo,examinamos los antiCuerpos antiinsulina en suero
de pacientes diabéticos tipo I.Estos anticuerpos se encuentran
elevados en fases anteriores a la aparici6én de la diabetes y
en diabéticos que se inyectan insulina (52).

En los experimentos realizados no se encontrd aumento de
estos anticuerpos en los pacientes diabéticos.

otro de los estudios que hemos realizado hace referencia
a la actividad aldosa reductasa,una de las enzimas de la ruta
del sorbitol.Esta via es una ruta menor del metabolismo de la
glucosa que aumenta su actividad en los estados hiperglucémicos
(68) y parece estar implicada en el desarrollo de las
complicaciones diabéticas (9).Hemos analizado esta via en
hematies (de ratas,con diabetes inducida con estreptozotocina
y de pacientes diabéticos),utilizando como indice la actividad
aldosa reductasa.Esta enzima transforma la glucosa en sorbitol
y aumenta en el estado diabético, a consecuencia de 1la
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hiperglucémia (8).

Se conoce que 1la actividad aldosa reductasa y 1la
concentracién de glucosa en plasma son determinantes de los
niveles de sorbitol que se acumula en los tejidos de pacientes
diabéticos.El1 acumulo de este poliol en los tejidos ha sido
implicado en la etiologia de las complicaciones diabéticas
(61) .Segin se describe en la literatura,la aldosa reductasa
exhibe significativas variaciones cualitativas y cuantitativas
en gran cantidad de tejidos y especies,y su distribucidn
permanece en controversia (69).

El propbésito del presente estudio ha sido analizar el
efecto que ejercia la diabétes inducida con estreptozotocina
y la diabetes clinica,sobre la actividad aldosa reductasa,en
hematies.También,realizamos el andlisis del efecto producido
por la pre-diabétes inducida con estreptozotocina sobre la
actividad de este enzima,en distintos tejidos.

Encontramos que la actividad aldosa reductasa en el estado
diabético estaba aumentada con respecto al estado sano,tanto
en animales de experimentacién como en humanos,como ha sido
descrito en repetidas ocasiones en la literatura (65).

Igualmente,examinamos la actividad aldosa reductasa en
ratones,en estado pre-diabético provocado con
estreptozotocina,en los siguientes tejidos:bazo,higado,corazdn
y timo.

Observamos un aumento de la actividad enzimitica en el
timo de los ratones pre-diabéticos,pero no encontramos efecto
de la fase pre-diabé&tica sobre la actividad del enzima en los
restantes tejidos.

Estos resultados sugieren,que los tejidos en los que el
enzima no sufre cambios en su actividad no han padecido
modificaciones de la ruta del sorbitol por efecto del estado
pre-diabético,o0 bién el enzima no es suceptible a 1la
estreptozotocina.



102

Concluimos este estudio,con el examen de la actividad
acetilcolinesterasa,enzima implicada en la neuropatia
diabética.El papel biolégico de este enzima en la membrana del
eritrocito es alin desconocido, aunque algunas de las propiedades
encontradas son similares a las encontradas en la forma
purificada del enzima obtenido de tejido cerebral (13).

Analizamos la actividad acetilcolinesterasa en hematies,
en estados diabético y prediabético inducidos con
estreptozotocina,en ratas y ratones y en 1la diabetes no
insulin-dependiente (tipo II) humana.

Se encontré aumento de la actividad acetilcolinesterasa
en los hematies,tanto en animales como en humanos
diabéticos.Aunque el aumento en la diabetes humana era poco
significativo (81 mU/mg prot en sanos y 85 mU/mg prot en
diabéticos) .El mismo efecto produjo la fase pre-diabética en
los ratones sobre la actividad del enzima,que se encontraba
aumentada con respecto a la actividad enzimé&tica de los ratones
sanos (7 Yy 11 mU/nmg prot en sanos Y pre-
diabéticos,respectivamente)

Se ha descrito una disminucién de la actividad acetil-
colinesterasa en hematies de pacientes diabéticos insulin-
dependientes (tipo I)(13) y en nervio cidtico de ratas con
diabetes inducida con estreptozotocina (15).La reduccién del
acumulo de acetil-colinesterasa es el resultado de una
disminucién en la cantidad de particulas que contienen acetil-
colinesterasa gque est&n en movimiento,las cuales se mueven por
un flujo rdpido.La actividad acetil-colinesterasa es restaurada
por el tratamiento con insulina,al enlentecer el flujo de
membrana,repone la normal actividad del enzima (13,15).Sin
embargo,estos trabajos se han realizado en hematies de
diabéticos tipo I no controlados y en nervio cidtico de ratas
con diabétes inducida experimentalmente,mientras gque nuestro
estudio se ha realizado en hematies de diabéticos tipo II,de
reciente diagndstico (niveles de glucemia en ayuna >125 mg/dl)
Y hematies de ratas y ratones.
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También, estudiamos el efecto, in vitro,que produce el &cido
8 hidroxi butirico sobre la actividad acetilcolinesterasa en
hematies de sujetos sanos.Este metabolito es uno de los\ cuerpos
cetbdnicos que aparece elevado en la cetoaciddsis diabética.

Los resultados obtenidos sugieren que el &cido B hidroxi
butirico actua disminuyendo ligeramente la actividad de este
enzima,cuando se realizan incubaciones durante 1h y a
concentraciones de 1 mM (63iSEM mU/mg prot en ausencia del
metabolito y 56+SEM mU/mg prot en presencia del mismo).Cuando
el tiempo de incubacién de los hematies se prolonga (24h,48h
Yy 4 dias) y se emplean concentraciones de acido B8 hidroxi
butirico de 0,5 y 1 mM,la inhibiccién que produce sobre la
actividad del  enzima,es también pequefia (Fig.23).Sin
embargo,observamos que la inhibiccién de 1la actividad
acetilcolinesterasa era dosis dependiente del &cido B hidroxi
butirico,puesto que al aumentar la concentracidén de este
metabolito se incrementé la inhibiccién del enzima (111,100,98
Yy 45 mU/mg prot para concentraciones de &cido B hidroxi
butirico de 0,0.5,1 y 2 mM,respectivamente).

Aunque no se valoraron las concentraciones de &cido 8
hidroxi butirico en los pacientes diabéticos estudiados,se sabe
gue los niveles de este cuerpo ceténico pueden alcanzar
concentraciones de 4-5 mM en suero a la semana de ayurio.En
muchos aspectos las variaciones metabblicas de la diabetes son
similares a las producidas por ayunos prolongados.Nuestros
datos sugieren que la inhibiccidén ejercida en la actividad
acetil colinesterasa a 2 mM de &cido B hidroxi butirico puede
tener una significacidn fisioldégica.
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Las conclusiones a las que lleva este trabajo son las
siguientes:

l.a) La fructosamina,entendida como conjunto de proteinas
séricas glicosiladas,ha sido tomado como indicador del control
de la diabetes.Los limites de normalidad alcanzan el valor de
285 umol/l.Por encima de este valor se considera un estado
hiperglucémico.En un estudio sobre 48 pacientes diabéticos
(tipo 1II),detectamos que 1la correlacién entre glucosa y
fructosamina son complejas.Se encontré que existe una buena
correlacibébn entre fructosamina y glucosa en un 41% de los
pacientes.Sin embargo en un 59% se observd que a una glucosa
normal correspondia una fructosamina elevada.Asimismo,se
encontrd que solo un 13% de los pacientes con glucosa alta
tenian una fructosamina normal.De ello concluimos gque la
fructosamina es un buen indicador del control de la diabetes,ya
gue incluso con valores normalizados de glucemia se observan
altas tasas de fructosamina.

b) Del anilisis de la fructosamina y hemoglobina glicosilada
(Hb A,c) (indicadora de la glucemia media en 2-3 meses) sobre la
poblacién diabética no insulin-dependiente (n=48),se observé
que la hemoglobina glicosilada se encontraba dentro del rango
fisioldbgico en el 100% de los casos,frente al 35% de pacientes
gue presentaron valores séricos de proteinas glicosiladas
(fructosamina) por encima de los limites de normalidad.De estos
resultados,deducimos que la fructosamina puede ser mis sensible
que la hemoglobina glicosilada para detectar los cambios en los
niveles medios de glucemia,en el estudio de pacientes
diabéticos (tipo II) realizado.

c) Examinamos, igualmente, las proteinas y albimina séricas,como
pardametros que pueden interferir en 1las medidas de
fructosamina.En el presente trabajo,dichos parametros estaban
dentro del rango de normalidad, en todos los casos
estudiados.Ello sugiere gque los niveles encontrados de
proteinas no modificaban la medicién de la fructosamina.
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d) La microalbuminuria,como indicador precoz de la alteracidn
renal diabética,se encontré significativamente elevada en el
21% de los diabéticos tipo II estudiados (n=48) (el rango
fisiolbégico alcanza valores miximos de 20 mg/L).Encontramos
concentraciones altas de microalbuminuria en el 29,4% de los
pacientes con tasas elevadas de fructosamina,frente al 16% de
pacientes con niveles fisiolégicos de fructosamina,que
mostraron aumentada la excrecién renal de micoalbuminuria.Estos
datos sugieren que existe cierta relacién entre la lesibén renal
microscépica y el grado de control de 1la glucemia.Sin
embargo,el problema parece mas complejo,puesto gque cuando la
glucemia media se normaliza,también se producen excreciones
altas de microalbuminuria.

e) En la poblacién diabética tipo II estudiada (n=48),se
observd que los niveles de colesterol se encontraban elevados
en el 65% de los diabéticos con tasas elevadas de fructosamina
Y en el 58% de los que presentaban valores de fructosamina en
el rango de normalidad.De este andlisis concluimos gque los
niveles de colesterol se encuentran altos en la poblacién
diabética (tipo II),en general.La diferencia entre ambas
poblaciones de diabéticos es poco notable.Por lo que es posible
que intervengan otros factores en la determinacién de esta
alteracién.

La concentracién de triglicéridos en 1los diabéticos
estudiados,se apreci6 que se encontraba por encima de valores
fisiolbégicos en el 54% de los pacientes con tasas elevadas de
fructosamina y en el 29% de los que mostraban este paré&metro
dentro de la normalidad.La diferencia encontrada entre ambos
grupos de pacientes fué importante.Ello sugiere gque 1la
alteracién de los triglicéridos estd directamente relacionada

con el grado de glicosilacibén de las proteinas séricas.

2. La transferrina,proteina del suero que trénsporta el
hierro,se encontr6 modificada en el estado diabético.El rango

fisioldébgico se encuentra entre 200-400 mg/dl.Se examindé una
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poblacién con diabetes no insulin-dependiente en la que no se '
encontraron patologias asociadas y una poblacibén en la que se
presentaron alteraciones lipidicas o hepaticas,unidas a la
diabetes.En todos los grupos de diabéticos,se observé un
descenso en los niveles medios de transferrina (292%9).En
sujetos sanos y pacientes con patologias hepadticas y lipidicas
sin diabetes asociada se encontré una concentracién de
transferrina media de 34419.La causa de esta disminucién de los
niveles de transferrina no fueron objetos de nuestro estudio.

3. La aldosa reductasa se ha utilizado como indice del acumulo
del sorbitol,ruta metabdlica menor de la glucosa y que aumenta
su actividad en 1los estados hiperglucémicos.El estudio se
realizé6 en hematies de pacientes diab&ticos no insulin-
dependientes y en hematies de ratas con diabetes inducida con
estreptozotocina.Se observd que en hematies humanos la
actividad del enzima pasaba de 0,41 mU/mg prot.en sujetos sanos
a 0,50 mU/mg prot.en pacientes diabéticos (media+SEM).El mismo
incremento se vié en animales,encontrandose una actividad
aldosa reductasa de 0,34 mU/mg prot.en ratas sanas y 0,42 mU/mg
prot.en ratas diabéticas (media:SEM).

Igualmente,se analizé esta enzima en tejidos de ratones
en estado pre-diabético provocado con estreptozotocina a dosis
submixima,y se encontré6 que la actividad enzimatica no se
modificaba.

En resumen, en los estados diabéticos se produce un aumento
de la actividad aldosa reductasa,pero no ocurre asi en el
estado pre~diabético,donde las modificaciones de la actividad
de esta ruta metabbdlica no son apreciables.

4. La acetilcolinesterasa,enzima posiblemente implicada en la
neuropatia diabética,se estudié6 en hematies humanos de
diabéticos no insulin-dependientes,en hematies de ratas y
ratones con diabetes inducida experimentalmente y en hematies
de ratones en estado pre-diabético provocado con
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estreptozotocina a dosis subméxima.

Se observdé que en la diabetes experimental la actividad
del enzima en hematies de animales sanos era de 19 mU/mg prot
(ratas) y 16 mU/mg prot (ratones),mientras gue en los
diabéticos fué de 29 mU/mg prot (ratas) y 25 mU/mg prot
(ratones) (Los valores representan la mediatSEM).

En la fase pre-diabética se encontrdé que la actividad
enzimdtica en los hematies se incrementaba de 7,4 mU/mg prot
en ratones sanos a 11 mU/mg prot en los ratones pre~diabéticos.

Igualmente,el aumento de la actividad acetilcolinesterasa
encontrado en hematies humanos con diabetes tipo II,fué& poco
notable.Se observd una actividad enzimatica de 81 mU/mg prot.en
sujetos sanos Y 85 nU/mg prot.en pacientes
diabéticos(mediatSEM) .

También se examiné el efecto que producia el acido B-
hidroxi butirico,in vitro,sobre 1la actividad de este
enzima.Para el andlisis se realizaron incubaciones a distintos
tiempos y a concentraciones variables en hematies de sujetos
sanos.Encontramos gue la actividad enzim&tica disminula
ligeramente en presencia de este cuerpo cetbédnico a una
concentracién de 1mM y 1h de incubacién.Se advirtidé una
actividad enzimatica de 64 mU/mg prot en ausencia del
metabolito y 56 mU/mg prot en presencia del mismo(los valores
son la mediat SEM).

De igual forma,se observé que la inhibiccién de 1la
actividad acetilcolinesterasa era dosis-dependiente del &cido
B hidroxi-butirico.Ya que,al incubar los hematies durante 24h
sin ninguna adicidén y con &cido B-hidroxi-butirico a 0.5,1 y
2mM,la actividad enzimatica encontrada fué de 110,100,98 y 45
mU/mg prot,respectivamente.Observamos que este metabolito a 2mM
producia una inhibiccién importante sobre la actividad del
enzima.Ello sugiere que el &cido 8 hidroxi butirico a 2mM
produce una inhibiccién de la actividad acetilcolinesterasa que
podria tener significado fisiolégico.
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