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Resumen

El estrés oxidativo es definido como pérdida del
equilibrio entre la produccion de radicales libres o de
especies reactivas de oxigeno y los sistemas de defensa
antioxidante, y que tiene efectos deletéreos sobre
los carbohidratos, los lipidos y las proteinas. Ademds,
ha sido relacionado con la progresion de diferentes
enfermedades cronicas y con la apoptosis.

Se ha demostrado que la diabetes mellitus es una
enfermedad que cursa con estrés oxidativo, a través de
diferentes mecanismos bioquimicos como la gluco-
silacion excesiva de proteinas, la autoxidacion de la
glucosa y la activacion de la via de los polioles, estos
mecanismos son desencadenados por la presencia de
hiperglicemia. Este estado de estrés oxidativo pudiera
estar implicado tanto en la patogenia de la aterosclerosis
como de las complicaciones cronicas no aterosclerosas
del diabético.

La medicion del estrés oxidativo puede ser util para
investigar su papel en la aparicion y el desarrollo de las
complicaciones cromicas diabéticas, asi como de las
maniobras para prevenirlas, incluyendo la adminis-
tracion de antioxidantes. Se han utilizado diferentes
pruebas de laboratorio con el fin de obtener un método
prdctico, sensible, especifico y accesible para la
determinacion de este estado en la practica clinica. A
pesar de que dicho método no se encuentra disponible
aun, y de que la utilidad de los existentes necesita ser
confirmada en la practica diaria con el paciente
diabético, se recomienda cuantificar los niveles de
glutation oxidado y reducido (GSSG/GSH) y de los
compuestos reactivos al dacido tiobarbiturico (TBARS).

Palabras clave: Diabetes mellitus, estrés oxidativo,
radicales libres, antioxidantes

Summary

Oxidative stress has been defined as a loss of
counterbalance between free radical or reactive oxygen
species production and the antioxidant systems, with
negative effects on carbohydrates, lipids, and proteins.
It is also involved in the progression of different
chronic diseases and apoptosis.

Diabetes mellitus is associated to a high oxidative
stress level through different biochemical pathways,
i.e. protein glycosylation, glucose auto-oxidation, and
the polyol pathway, mainly induced by hyperglycemia.
Oxidative stress could also be involved in the
pathogenesis of atherosclerotic lesions and other
chronic diabetic complications.

Measurement of oxidative stress could be useful
to investigate its role in the initiation and development
processes of chronic diabetic complications and also
to evaluate preventive actions, including anti-
oxidative therapy.

Different attempts have been made to obtain a
practical, accurate, specific, and sensitive method to
evaluate oxidative stress in clinical practice. However,
this ideal method is not currently available to date
and the usefulness of the current methods needs to be
confirmed in daily practice. We suggest quantifying
oxidated and reduced glutation (GSSG/GSH) and
the thiobarbituric reactive substances (TBARS) with
currently alternatives. Currently available alternative
methods while we await better options.
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Medicion del estrés oxidativo en diabéticos

El estrés oxidativo y su participaciéon en los
procesos patolégicos

La produccion aumentada o acelerada de radica-
les libres (RL) y de especies reactivas de oxigeno
(EROs) conocida como estrés oxidativo en diversas
condiciones fisiolégicas y fisiopatoldgicas, asi como
surelacion con el desarrollo de diversas enfermeda-
des, como en la diabetes mellitus, el cancer, la
aterosclerosis, la enfermedad de Parkinson y la
artritis reumatoide, han adquirido importancia en
forma reciente.™

En el organismo existe un equilibrio entre las
moléculas pro-oxidantes y los sistemas de “defen-
sa” antioxidante.®>” Los pro-oxidantes, como elanion
superoxido (O,"), son producidos por la liberacion
de electrones de altaenergiaalolargodelacadena
de transporte electronico mitocondrial y por las
reacciones enzimaticas catalizadas por la xantino-
oxidasa, el citocromo P,y la fosfolipasa A,.

Mientras que el peroxido de hidrégeno (H,0,) se
produce a nivel de la cadena mitocondrial de trans-
porte electrénico por la auto-oxidacion de algunas
moléculas de bajo peso molecular y por la
dismutacién del anion superoxido mediada por la
enzima superoxido dismutasa (SOD). La siguiente
reaccion quimica ilustra el proceso:

20,+2H,0—-2H,0,+0,

El peroxido de hidrégeno, como tal, no es muy
reactivo. Sin embargo, en presencia de metales
reducidos, como el fierro 2 (Fe?*) y el cobre (Cu*),
se convierte en el radical libre hidroxilo (HO:), alta-
mente reactivo, de acuerdo a un proceso conocido
como reaccion de Fenton:

H,0,+ M™ — HO + HO" + M ("*)*

Donde M es cualquier ién metalico y n+ repre-
senta la valencia.

El anién peroxinitrito (ONOQO-) se forma por la
reaccion entre el 0xido nitrico (NO) con el 0,". Este
ion es también una molécula altamente reactiva
que se rompe para formar HO:, de acuerdo a la
ecuacion quimica siguiente:

ONOO" + H*— ONOOH — HO- + NO,
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Por otra parte, existe un sistema de defensa
celular contra estas especies reactivas de oxigeno,
al que contribuyen mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos. Dentro de los primeros se encuen-
tran enzimas como la catalasa (CAT), la superdxido
dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa (GSH-
Px). La SOD se presenta en tres formas, una
extracelular, otraintracelular dependiente de cobre
y zinc, y una mitocondrial dependiente de manga-
neso. Estas tres formas de la SOD convierten al
HO-en H,O,, el cual es removido en su mayor parte
por la GSH-Px, que utiliza el H,O, para que el
glutation reducido (GSH) sea oxidado (GSSG), de
acuerdo a la siguiente ecuacion quimica:

2H,0,+2GSH —2H,0 + 0, + GSSG + 2 H*

Posteriormente, el GSSG se convierte nueva-
mente a la forma reducida en una reaccion adicio-
nal, dependiente de N-adenosin difosfato reducido
(NADPH), catalizada por la glutation reductasa
(GSH-Red). La CAT también contribuye a la elimi-
nacion de H,0,,.

Otros componentes del sistema de defensa
celular son las vitaminas hidrosolubles (como la
vitamina C) y liposolubles (como la vitamina E y los
tocoferoles) y ciertas proteinas plasmaticas, como
la transferrina (que une Fe?*y, por lo tanto, reduce
su participacion en los procesos de formacion de
radicales libres), la ceruloplasmina (oxida el Fe 2*
sin liberacion de EROs), el acido urico (que une
Fe? y Cu*, capta radicales libres e inhibe la
peroxidacion lipidica), y la metalotionina y la hemo-
oxigensa 1 (Figura 1).

El estrés oxidativo conduce a cambios
bioquimicos sobre algunas moléculas fundamen-
tales, como los carbohidratos, los lipidos, las pro-
teinas y los acidos nucleicos, los cuales pueden
producir dafo tisular.®'° Estos cambios se han
relacionado con el dafio vascular en la progresion
de la aterosclerosis, e incluso en la apoptosis."
Igualmente, se ha demostrado que el O, produci-
do por las células endoteliales disminuye la activi-
dad vasomoduladora del Factor Relajante Deriva-
do del Endotelio (FRDE) u 6xido nitrico, que el HO:
puede ser citotéxico en las células endoteliales.?Al
O, también se le ha implicado en el dafio tisular
resultante enlos procesos de isquemia reperfusion
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y en la aterosclerosis. Por el contrario, la adicién
experimental de la SOD a anillos de aorta animal
produce un incremento en la actividad del FRDE y

en la relajacion vascular.™
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Figura 1. En condiciones fisiolégicas, el organismo se encuentra en un
estado de equilibrio oxidativo, donde existe un balance entre moléculas
pro-oxidantes y los sistemas antioxidantes de defensa, como se ilustra
en el nivel superior de la grafica. Cuando este equilibrio se pierde, ya sea
por incremento de los pro-oxidantes, disminucion de los anti-oxidantes
0 a la combinacion de ambos eventos, se produce el estrés oxidativo,
ilustrado en el nivel inferior de la figura. Las abreviaturas utilizadas en
esta figura se encuentran definidas en el texto o en el cuadro Il

Participacion del estrés oxidativo en la diabetes
mellitus

El estrés oxidativo es reconocido como un ele-
mento fundamental en el desarrollo de diversos cam-
bios fisiopatoldgicos relacionados con algunas de las
complicaciones cronicas en el paciente diabético. "
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Se reconocen principalmente tres mecanismos
fisiopatologicos como responsables de un incre-
mento del estrés oxidativo en estos pacientes:

1. Laviade los polioles, a través de la participa-
cion del potencial de oxido-reduccion de la
enzima aldosa reductasa, con acumulacion
intracelular de sorbitol y fructosa;®

2. La glucosilacién exagerada de proteinas, con
la formacion de productos de glucosilacién
intermedia y avanzada, por ejemplo la
carboximetilisina y la hidroximetilisina; ¢y

3. La auto-oxidacion de la glucosa (a partir de la
enolizacion de la glucosa con formacion de
productos intermedios como la 3-desoxiglu-
cosona).'s17

La hiperglicemia es el elemento fundamental en
estos mecanismos, los cuales son capaces de
condicionar cambios en la estructura bioquimica
tisular, provocando alteraciones en las caracteris-
ticas fisicoquimicas de estructuras basicas como
la colagena; éstas, a su vez, estan relacionadas
con la aparicién de complicaciones tardias, carac-
teristicas de la enfermedad (Figura 2)."7

HIPERGLUCEMIA
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Figura 2. Esquemade la participacion del estrés oxidativo en la diabetes
mellitus, teniendo como evento central a la hiperglicemia. La secuencia
de eventos que se desarrollan conduce a un estrés oxidativo que, a
su vez, participa en las complicaciones cronicas de los diabéticos.
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Por otra parte, la aterosclerosis, que favorece la
elevadamorbilidad y mortalidad enladiabetes mellitus
a través del incremento en el riesgo de enfermedad
cardiovascular y cerebral,'® tiene una mayor veloci-
dad de presentacion en el paciente diabético compa-
rada con la poblacién general.'®'®Se ha relacionado
ala ateroesclerosis con la participaciéon de procesos
y moléculas pro-oxidantes,?® como el incremento de
la peroxidacion lipidica a partir de la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL-Ox).?' Estas
LDL-Ox, a diferencia de las LDL nativas, tienen una
gran capacidad de estimulacion de factores
quimiotacticos, evitan la migracién de macréfagos,
inducen la respuesta inmune,??? y son facilmente
fagocitadas formando las llamadas “células espu-
mosas”. Estas LDL-Ox son depositadas en el espa-
cio subendotelial vascular, favorecen una mayor
produccion de radicales libres,? y son los compo-
nentes mas importantes de la estria grasa, cuya
formacion es un paso fundamental en el desarrollo
de la placa ateromatosa.?'?> Asi mismo, los proce-
sos de peroxidacion lipidica, capaces de producir
alteraciones en las membranas celulares, han sido
observados en un grado mayor enlos diabéticos que
en la poblacion normal.?4?” La oxidacién de las LDL
pudiera tener un efecto deletéreo sobre la funcién
vasculary la actividad del endotelio microvascular.?
La alteracion endotelial, proceso fundamental en el
desarrollo de laenfermedad vascular del diabético,?®
se ha relacionado con aumento en la actividad de
algunos pro-oxidantes como el ONOO- (a partirdela
catalisis del oxido nitrico por la enzima 6xidonitrico
sintetasa) y del radical O,",*>*? los cuales interfieren
con la relajacion vascular.®>* Esto ha sido demos-
trado de manera experimental y clinica.?*%

Se ha relacionado también a la actividad de los
RL con el control metabdlico del diabético. Aguirre y
cols,* demostraron una relacién significativa entre
los niveles elevados de glucemia, los productos de
glucosilacion y la disminucion del potencial
antioxidante en el plasma de los pacientes diabéti-
cos tipo Il. Paolisso y cols.,*3° propusieron que el
descontrol metabdlico se debe a la disminucién en
la produccién insulinica, por efecto de los RL sobre
la actividad de la célula B pancreatica, a través de
mecanismos como:

a) Cambios en la fluidez lipidica de las membra-
nas celulares;
b) Incremento del GSSG con respecto al GSH;
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c) Produccién de aldehidicos toxicos provenien-
tes de acidos grasos poli-insaturados; y
d) Disminuciénde antioxidantes comolavitamina
E.38-40

La asociacién entre el estrés oxidativo, las com-
plicaciones crénicas caracteristicas de la diabetes
mellitus (como la neuropatia, la retinopatia y la
nefropatia diabética) y un estado procoagulante ha
sido demostrada tanto experimental como
clinicamente (Cuadro I) .#"*® Sin embargo, alin no
se ha precisado si el estrés oxidativo es un reflejo
del estado de oxido-reduccion resultante de las
complicaciones en la diabetes, o bien si el aumento
de los niveles del estrés oxidativo es el que las
determina. Para contestar estas preguntas sera
necesario identificar y cuantificar estas sustancias
oxidantes endiferentes etapas delaevoluciondela
enfermedad, por ejemplo durante la intolerancia a
la glucosa, en la diabetes mellitus temprana o
avanzada, y en la diabetes con o sin complicacio-
nes.

La cuantificacion del estrés oxidativo en la
diabetes mellitus

El estrés oxidativo se ha determinado a través

de la cuantificacion:

1. directa de radicales libres,

2. indirecta, del efecto de los radicales libres,

3. delas enzimas de los sistemas antioxidantes, y

4. de vitaminas y proteinas con actividad antioxi-
dante.

La determinacion de la actividad de los RL o de
las EROs es dificil debido a la alta reactividad de
estos fragmentos moleculares y a su breve vida
media, que llega a ser de milisegundos, o incluso
nanosegundos (Cuadro 11).#5 Algunos métodos
cuantifican en forma indirecta la actividad de es-
tos fragmentos moleculares y su efecto sobre los
carbohidratos, los lipidos y las proteinas celula-
res. En el caso de la peroxidacion lipidica se miden
algunos intermediarios del metabolismo de los lipidos
y de las lipoproteinas, a través de la cuantificacion,
porejemplo, del malondialdehido, el pentano exhala-
do, los dienos conjugados y las especies reactivas
del acido tiobarbiturico (TBARS).#6

El estrés oxidativo se hamedido también através
dela determinacion de laactividad de enzimas como
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4 N
Cuadro I. Evidencia de participacion del estrés oxidativo de las complicaciones crénicas de diabetes mellitus
Autor Ao Ref. No. Casos Tipo de estudio Complicaciones Parametro o prueba

de laboratorio
Ceriello A. et al 1995 44 9 Clinico Controlado Hipercoagulabilidad Fragmentos de
(9 DM Il 'y 7 controles) protrombina (F1+2)
y niveles de GSH
Low P et al. 1997 41 Animal Modelo Experimental Neuropatia GSH
(Ratas) con STZ y acido o-
lipoico
Horie K et al. 1997 43 19 Clinico Nefropatia Acumulacion de
(13DMII,3NCM, productos de
y 3 NIgA) glucosilacion
en mesangio
Ceriello A et al 1997 54 46 Clinico controlado Hipercoagulabilidad Parametro de
(46 DM I capacidad total
y 47 controles) antioxidante (TRAP)
SamiecPSetal. 1998 42 73 Clinico Retinopatia GSHy GSSH
(73DM Iy
46 controles)
Grattagliano |. et al. 1998 59 19 Clinico controlado Retinopatia Malondialdehido (MDA)
(19DMI1I Proteinas carbonil y
y 21 controles) sulfihidril Vitamina E
. J

DM II=pacientes con diabetes mellitus tipo II; IgA= pacientes con nefropatia por IgA, NCM= pacientes con nefropatia por cambios minimos,

STZ= estreptozotocina.

Cuadro Il. Principales radicales libres y especies
reactivas de oxigeno
Simbolo  Especie Reactiva de Oxigeno Vida Media (seg)

HO: Hidroxilo 10-9

RO Alcohoxilo 10-6

ROO Peroxilo 7

NO: Oxido Nitrico 1a10

O, Superoxido *

ONOO Peroxinitrito 0.05-1.0

H,0, Peroxido de hidrégeno *

Q- Semiquinona dias

. J

* catalizado por enzimas especificas, y su vida media depende de
su presencia.

las del sistema del glutation (la GSH-Px y la GSH-
Red). EI GSH es un tiol de bajo peso molecular
(gamma-glutamilcisteinilglisina), representa la prin-
cipal reserva citoplasmatica de cisteina y tiene mul-
tiples funciones celulares, pero principalmente ac-
tlacomo antioxidante intracelular.*” Al glutatién sele
ha medido en diversos estudios de tipo experimental
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y clinico,®3° tanto en poblaciones de diabéticos
como en sujetos sanos, y se expresa como un indice
de glutation reducido/oxidado (GSH/GSSG).484°
Otros métodos utilizan la cuantificacién de otras
actividades enzimaticas, como la de la superdxido
dismutasa (SOD)y la catalasa (CAT),*505" asi como
la medicion de las concentraciones plasmaticas de
vitamina E y C, de acido Urico, de proteinas, comola
ceruloplasminaYy la transferrina,? y la cuantificacion
de productos de degradacion nuclear como la 8-
oxo-desoxiguanosina y la fragmentacion del DNA.%3

Algunos autores han propuesto la determinacién
deunparametrototal de capturaantioxidante 0 “TRAP”
(Total Radical Trapping Antioxidant Parameter). Este
parametro es considerado aceptable, ya que propor-
cionainformacionadecuada sobre la capacidad sérica
antioxidante; de hecho, en pacientes diabéticos se
han descrito niveles bajos del TRAP.>*

Sin embargo, la mayor parte de los métodos
requieren de la utilizacién de equipo sofisticado,
reactivos de elevado costo y personal capacitado;

253




Medicion del estrés oxidativo en diabéticos

caracteristicas que dificultan su disponibilidad en
laboratorios convencionales. Y, aunque es cuestio-
nable la utilidad de estos métodos en su aplicacion
clinica, la evidencia actual de la participacién del
estrés oxidativo en los procesos fisiopatologicos
de la diabetes mellitus hace necesario cuantificar el
perfil pro-oxidante/antioxidante en estos pacientes.

Elconocer el estado de “oxidacion” del diabético
ofrece una serie de interesantes oportunidades
para explorar la asociacion entre pro-oxidantes, el
descontrol metabdlico y su participacion en las
complicaciones, asi como investigar si el estricto
control glucémico pudiera mejorar este perfil
oxidativo. También resultaria conveniente determi-
nar si el tratamiento dietético, la actividad fisica, el
tratamiento farmacolégico de la diabetes o la admi-
nistracion de farmacos hipocolesterolemiantes
tienen algun efecto sobre la produccion de RL o de
EROs en estos pacientes, y si es recomendable la
utilizacion o no de medicamentos antioxidantes.

Si bien los métodos, como se menciond ante-
riormente, presentan algunas dificultades en los
estudios clinicos, existe predominio enlatendencia
acuantificarlarelacion GSSG/GSHylos TBARS,>*
" para los cuales existen métodos relativamente
sencillos, que han demostrado su utilidad tanto en
sujetos sanos como en diversas patologias, asi
como en condiciones basales y en diversas situa-
ciones de estrés, como el ejercicio fisico.5®

Finalmente, sera necesario continuar investi-
gando con el fin de contar con un método de
laboratorio util y practico que permita la medicion
del estrés oxidativo en la valoracion clinica del
paciente diabético.
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