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RESUMEN

Introduccién: la microalbuminuria se asocia con un incremento en la mortalidad
cardiovascular en diabéticos y se comporta como un indicador riesgo vascular en
estos pacientes. El estrés oxidativo afecta la funcion del endotelio y favorece el
dafio vascular.

Objetivo: analizar si la microalbuminuria se asocia con indicadores de estrés
oxidativo en el paciente diabético tipo 2.

Métodos: en 94 pacientes diabéticos tipo 2 que asistieron a Consulta de
Endocrinologia en el Hospital “Hermanos Ameijeiras” se cuantificé excrecién
urinaria de albumina, perfil lipidico, productos reactivos al acido tiobarbiturico,
oxidacion de proteinas y actividad superoxido dismutasa extracelular y catalasa. Se
estratificaron los datos de acuerdo a la presencia de microalbuminuria y el control
glucémico.

Resultados: en pacientes con alta concentracion de glucosa en sangre en ayunas,
un 48,27 % presentd microalbuminuria. La actividad catalasa resulté mayor en los
diabéticos con glucosa en ayunas en el rango de referenciay microalbuminuria.
Existe asociacion entre la actividad de esta enzima y la microalbuminuria (r= 0,434;
p= 0,008. La actividad superdxido dismutasa tiende a ser mas baja en los
diabéticos con alteracion en la glucosa en ayunas y con microalbuminuria. Al tener
en cuenta el control glucémico (HbA1c) no se observan diferencias en presencia o
no de microalbuminuria, aunque el menor dafio oxidativo a biomoléculas se observa
en los controlados sin microalbuminuria.
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Conclusiones: el estudio de la actividad catalasa, puede proporcionar criterios
complementarios en relacién con la evaluacion de la excrecion urinaria de albumina
y el riesgo vascular en el paciente diabético tipo 2.

Palabras clave: excrecion urinaria de albumina, estrés oxidativo, diabetes mellitus
tipo 2.

ABSTRACT

Introduction: microalbuminuria is associated to an increase of cardiovascular
mortality in diabetic patients and acts as a vascular risk indicator in these patients.
The oxidative stress affects the function of the endothelium and favors the vascular
damage.

Objective: to analyze whether the microalbuminuria is associated with oxidative
stress indicators in type 2 diabetic patient.

Methods: in 94 type 2 diabetic patients, who went to the endocrinology service in
“Hermanos Ameijeiras” hospital, their urinary albumin excretion, lipid profile,
thiobarbituric acid-reactive products, protein oxidation and the activity of
extracellular dismutase superoxide and catalase were all quantitated. Data on the
presence of microalbuminuria and glycemic control were stratified.

Results: in patients with high blood glucose concentration on fasting, 48.27 %
presented with microalbuminuria. The activity of catalase was greater in diabetics
with glucose on fasting in the reference range and microalbuminuria. There was
association between the activity of this enzyme and microalbuminuria (r= 0,434;
p= 0.008). The activity of dismutase superoxide tends to be lower in diabetics with
altered glucose on fasting and with microalbuminuria. As to the glycemic control
(HbA1c), there were no differences in presence or absence of microalbuminuria,
although the lower oxidative damage to biomolecules is observed in controlled
patients without microalbuminuria.

Conclusions: the study of the catalase activity may offer supplementary criteria
about the evaluation of urinary albumin excretion and the vascular risk in type 2
diabetic patient.

Keywords: urinary albumin excretion, oxidative stress, diabetes mellitus, type 2.

INTRODUCCION

Un namero creciente de personas con Diabetes mellitus tipo 2 (DM II) se reporta
cada afio. En estudios epidemioldgicos se ha demostrado que la microalbuminuria
(MA) se asocia con un incremento de dos a cuatro veces con la mortalidad
cardiovascular y se considera un marcador de riesgo de complicaciones vasculares
en diabéticos tipo 2.12 Se afirma que la disfuncion endotelial precede a la MA,
aunque esta asociacidn es dificil de establecer por la presencia frecuente de otros
factores de riesgo en estos pacientes.3

El estrés oxidativo (EQO) afecta la funcion del endotelio y favorece el dafio vascular y
la aterotrombosis.* Como consecuencia del deterioro del control glucémico se
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produce en el diabético un incremento en la produccién de especies reactivas del
oxigeno (EROs) en la mitocondria, y dafio a las biomoléculas celulares con el
incremento del EO. La activacion de las vias sensibles al estado redox, como la via
del poliol, de la proteina quinasa C, la formacion de productos terminales de
glicacién avanzada, y el incremento del flujo de las hexosaminas, modulan las
funciones de las células de la pared de los vasos sanguineos. El EO acopla, por
tanto, la hiperglucemia con las complicaciones vasculares en el diabético.>

Algunos autores refieren que el desbalance oxidativo precede el desarrollo del dafio
renal, por lo que el grado de oxidacién ha de incrementarse con la progresion de la
enfermedad.® Incremento en las EROs se ha observado en modelos experimentales
de DM. En animales transgénicos en los que se produce la sobreexpresién de
enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD), se atenua el dafio
renal, y disminuye la excrecién de albimina. Sin embargo, los estudios con
antioxidantes en la nefropatia diabética alin son escasos y en ensayos clinicos de
inhibicién de las via mencionadas no se ha logrado la disminucion de las
complicaciones.”8

Marcadores bioldgicos de EO pudieran complementar las evidencias del riesgo
vascular en presencia de MA por lo que es propdsito del presente trabajo analizar si
en presencia de MA es relevante el desbalance oxidativo en el paciente diabético
tipo 2.

METODOS

Se incluyeron en el estudio94 pacientes diabéticos tipo 2, con edades comprendidas
entre los 50 y 70 afios, entre 2 y 5 anos de evolucidn de la enfermedad, que fueron
atendidos en el Servicio de Endocrinologia del Hospital Clinico Quirargico
“Hermanos Ameijeiras”. Los pacientes no presentaron complicaciones con expresion
clinica de la enfermedad y no ingirieron suplementos antioxidantes en los dos
meses previos. Se trabajé segun las normas éticas establecidas en la convencion de
Helsinki y el Comité de Etica de la institucion aprobd el estudio.

Muestras bioldgicas

10 mL de sangre de la vena cubital de las personas en ayunas de 12 h, fueron
centrifugados a 1500 gravedades durante 15 minutos a 4 °C para obtener el suero,
gue se conservo con antioxidante a -20 °C hasta el momento de su procesamiento.
La albumina se cuantificé en muestras de orina de 24 h.

Métodos analiticos

Glucemia, colesterol total, lipoproteinas de alta densidad (HDLc), triglicéridos y
creatinina se cuantificaron segun los procedimientos normativos operacionales del
centro de investigaciones;® LDLc se calculé mediante la férmula de Friedwald. La
hemoglobina glicada (HbAic) se determind mediante inmunoturbidimetriat® y la
excrecion urinaria de albumina mediante tiras reactivas con anticuerpos
monoclonales antialbumina humana.°

Los productos reactivos al acido tiobarbitlirico (PRATB) como indicador de la
peroxidacion lipidica se cuantificaron segun Yagi,!! y los grupos carbonilo como
indicador de oxidacién de proteinas (POx), segun el método de Reznick,!? la
actividad de las enzimas superdxido dismutasa y catalasa se determiné mediante
métodos cinéticos. 314
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Procesamiento estadistico

El analisis de los resultados se realizé mediante el paquete estadistico SPSS 15.0
para Windows. Se aplicé la prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnov. Se
estimd la diferencia entre los grupos mediante estadistica no paramétrica que
incluyd analisis de varianza de Kruskal-Wallis, y prueba de correlacion de
Spearman, con el fin de verificar diferencias entre grupos, y establecer asociaciones
entre las variables.

Se realizé la transformacion de variables sin distribucidon normal y se aplicé analisis
de varianza y un modelo de regresion lineal para estimar el efecto de una variable
sobre otra. Las diferencias se consideraron significativas cuando p< 0,05.

RESULTADOS

En los resultados que se presentan en la tabla 1 no se observan diferencias en el
perfil lipidico en presencia o no de microalbuminuria. Los niveles de triglicéridos
estan dentro del intervalo de referencia y se observé asociacion entre triglicéridos y
MA (r= 0,381; p= 0,022) cuando la concentracién de glucosa en sangre fue menor
de 6,2 mmol/L. En presencia de MA, los niveles de los productos reactivos al acido
tiobarbiturico y de la oxidacion de proteinas solo tienden a ser mayores.

Tabla 1. Variables hemoguimicas y de estrés oxidativo en diabéticos tipo 2 segun la excrecidon urinaria
de albdmina

Excrecion urinaria de albimina Excrecidn urinaria de albimina
=< 30 mg/24 h > 30y < 300 mg/24 h
n= 50 n= 44
Media £ DE IC Mediana Madia £ DE IC Mediana
Gay (mmol/L) 7,46 £ 2,78 6,67-8,25 5,90 8,49 + 3,27 7,50-9,49 8,05
HbAq (%) 6,29 £ 1,42 5,88-6,99 6,52 6,31+ 1,32 5,91-6,71 6,50
Creatinina {mg/dL) | 85,82 £ 10,91 | 82,71-88,92 | 84,00 89,02 £ 15,70 84,24-93,80 87,05
C {mmaol/L) 4,45 + 1,57 4,01-4,90 4,50 4,70+ 1,53 4,23-5,16 4,65
TG (mmol/L) 1,47 £ 0,906 1,19-1,74 1,20 1,62 £ 0,81 1,37-1,86 1,55
HDL: {mmol/L) 0,81 £ 0,51 0,66-0,95 0,90 0,83 £ 0,46 0,69-0,97 1,00
LOLc (mmol/L} 2,96 £ 1,15 2,64-3,29 3,10 3,12 £ 1,35 2,70-3,53 3,10
PRATE {(nmaol/mL) 2,16 £ 1,46 1,74-2,57 1,72 2,53 +1,92 1,95-3,12 2,12
SOD (U/mL} 9,63 £ 9,94 6,80-12,45 5,05 §,12 = 8,68 5,48-10,76 4,87
CAT (U/mL) 81,84 £ 56,40 | ©5,81-97,87 | 64,03 99,72 £ 77,62| 76,12-123,32 67,88
E?Diéiir:wl:joumg 1,88 £ 1,50 1,45-2,31 1,63 2,36+ 1,55 1,88-2,83 2,11

Gay: Concentracién de glucosa en sangre en ayunas; HbAic: hemoglobina glicada; C: colesterol total sérico;
TG: triglicéridos; LDLc: colesterol de las lipoproteinas de baja densidad; HDLc: colesterol de las lipoproteinas
de alta densidad; PRATE: productos reactivos al acidotiobarbitdrice; SOD: actividad superoxidodismutasa;
CAT: actividad catalasa; POx: proteinas oxidadas.
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Tabla 2. Indicadores hemoquimicos y de estrés oxidativo en diabéticos segun glucemia y excrecion urinaria de albdmina

HbAq1:

Creatinina (mg/dL)
C {mmol/L)

TG (mmal/L)

LDLe (mmol/L)
HDLc {mmel/L)
PRATB {(nmaol/mL)
SOD (U/mL)

CAT (U/mL)

Glucemia < 6,2 mmal/L
Excrecion Urinaria de Albamina

< 30 mg/24 h
n= 20
Media (IC)

5,72 (5,01-6,43)
84,70 (79,35-90,05)
4,25 (3,51-4,59)
1,17 (0,82-1,51)
2,86 (2,31-3,31)
0,94 (0,63-1,16)
2,17 (1,50-2,83)
14,32 (8,35-20,28)
64,00 {50,07-77,94)
1,71 (1,06-2,15)

=0y < 300 mg/24 h

n= 16

Media (IC)
6,13 (5,31-6,95)
89,12 (79,35-98,90)
5,13 (4,37-5,89)
1,57 (1,15-1,98)
3,58 (2,87-4,29)
0,81 (0,54-1,08)
2,54 (2,03-3,05)
7,68 (3,35-12,01)

156,93 (85,20-193,66)"

1,63 (1,32-2,06)

Glucemia = 6,2 mmaoal/L

Excrecion Urinaria de Albumina

< 30 mg/24 h
n= 30

Media (IC)
6,67 (6,21-7,13)
86,57 (82,58-90,55)
4,60 (4,01-5,19)
1,68 (1,28-2,07)
3,24 (2,77-3,70)
0,75 (0,57-0,93)
2,49 (1,59-2,72)
6,51 (4,28-8,73)
03,74 (68,89-118,59)

> 30 y< 300 mg/24 h
n= 28

Media (IC)
6,42 (5,95-6,88)
88,96 (83,39-94,53)
4,46 (3,85-5,06)
1,65 (1,32-1,98)
2,86 (2,34-3,37)
0,84 (0,67-1,02)
2,53 (1,63-3,43)
8,38 (4,85-11,92)
77,03 (58,14-95,93)

2,17 (1,44-2,70) 2,68 (2,05-3,43)

POx (nmol/mg proteina)

Fuente: Datos de la investigacién *p= 0,039.
EUA: Excrecion urinaria de albdmina; HbAz:: Hemoglobina glicada.

En el 61,7 % de los pacientes se reflejan altas concentraciones de glucosa en
sangre en ayunas (glucosa = 6,2 mmol/L) (tabla 2). En estos pacientes un 48,27 %
presentd excrecion urinaria de albumina por encima de 30 mg y menores de 300 mg
en 24 h, resultado similar a los diabéticos con glucosa en ayunas < 6,2 mmol/L, en
los que el 44,44 % presentd MA. La actividad de la enzima catalasa resultd
diferente entre los grupos segun glucemia y MA (p= 0,039), en particular en los
casos con glucosa en ayunas en el rango de referencia, es mayor la actividad en
presencia de MA (tabla 2). Existe asociacidon entre la actividad de esta enzima y la
presencia de MA (r= 0,434; p= 0,008; figura). La actividad SOD tiende a ser mas
baja en los diabéticos con alteracion en la glucosa en ayunas y con MA.

Log CAT

Uil Glucemia <62 mmolfll

_ Glucemia 62 mmol/L

[+]

10000~

%] L]

T T T T T T T T T
o i = 5 1m o =1 s 1m
Excrecidn urinaria de albimina Excrecidn urinaria de albimina

mg/2dh mo/2dh

Fig. Excrecién urinaria de albimina y actividad catalasa atendiendo a la
concentracion de glucosa en sangre.
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Al tener en cuenta el control glucémico (HbAic) no se observan diferencias en
presencia o no de MA, aunque el menor dafio oxidativo a biomoléculas se observa

en los controlados sin MA (tabla 3).

Tabla 3. Indicadores hemoguimicos y de estrés oxidativo en diabéticos segln control glucémico y excrecidn urinaria

de albdmina

HbAi: < 7 %
Excrecién Urinaria de Albimina
< 30 mg/24 h =30y < 300 mg/24 h
n= 33 n= 30
Media (IC) Media (IC)
Gay (mmol/L) 6,92 (6,16-7,69) g,20 (7,00-9,39)
Creatinina (pmol/L) 86,60 (82,78-90,42) | 88,56 (79,35-98,90)
C (mmol/L) 4,39 (3,69-4,89) 4,58 (3,98-5,18)
TG (mmol/L) 1,33 (0,96-1,69) 1,39 {1,17-1,61)
HDLc (mmol/L) 0,78 (0,60-0,95) 0,81 (0,63-0,98)
LDLc {mmol/L) 3,04 (2,59-3,49) 3,12 (2,56-3,67)
PRATB (nmol/mL) 2,12 (1,71-2,53) 2,44 (1,75-3,12)
SoD (U/mL) 10,76 (6,68-14,83) 9,42 (5,68-13,17)
CAT (U/mL) 75,74 (62,25-89,22) | 112,62 (80,85-144,40)
POx (nmel/mg proteina) | 1,49 (1,12-1,886) 2,42 (1,85-3,00)

HbAc = 7 %
Excrecion Urinaria de Albimina

< 30 mg/24 h
n= 17
Media (IC)

8,49 (6,65-10,33)
84,29 (78,46-90,11)
4,78 (4,12-5,43)
1,75 (1,33-2,16)
0,86 (0,58-1,13)
3,11 (2,57-3,66)
2,24 (1,22-3,25)
7,43 (4,56-10,30)
93,60 (51,84-135,54)
2,64 (1,64-3,64)

Fuente: Datos de la investigacion.
HbAic: hemaoglobina glicada; Gay: glucosa en ayunas.

DISCUSION

=30y = 300 mg/24 h
n= 14

Media {IC)
9,13 (7,15-11,11)
90,00 (77,95-102,04)
4,95 (4,16-5,75)
2,10 {1,49-2,70
0,87 (0,60-1,15
3,12 (2,48-3,76
2,74 {1,49-3,98
5,34 (3,29-7,39)
72,08 (42,79-101,37)
2,21 {1,28-3,15)

St | S | S | ®

En la evaluacién del paciente diabético es importante el estudio de la concentracién

de glucosa en sangre, la hemoglobina glicada, el perfil lipidico y de aquellos

indicadores que ofrezcan informacion en relacién con el riesgo vascular, como la
presencia de MA.1516 Cambios en la pared arterial se identifican de inicio con este

biomarcador.'?

La MA se encuentra con frecuencia en los pacientes diabéticos. De hecho, en el
presente estudio el 46,8 % de los diabéticos presentd este signo clinico, prevalencia
similar a la observada por Pasko y colaboradores, en 321 pacientes diabéticos tipo

2 de Albania'® Zakerkish y colaboradores solo observaron el 20,6 % de 350

pacientes diabéticos que recibieron atencion en la clinica del diabético del Hospital

Golestan en Iran.'°

Aunque los niveles de triglicéridos estan dentro del intervalo de referencia, la
asociacidn entre triglicéridos y MA se corresponde con evidencias de diversos

autores. Tanto la DM como la enfermedad renal crénica estan asociadas con

hipertrigliceridemia, menor HDLc y albuminuria.?®

Alteraciones en el perfil lipidico constituyen un factor de riesgo cardiovascular y se
asocian con enfermedad renal cronica en la DM. Existen evidencias de la asociacion
entre las alteraciones lipidicas y la excrecidén urinaria de albumina en pacientes con
DM. Tal es el caso de la asociacidn entre un incremento en la excrecion de albimina
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con lipoproteinas que contienen Apoproteina B y el fenotipo
hipertriglicéridos/hiperapoproteina B.?!

En este contexto se considera que las dislipidemias se asocian con aterosclerosis
glomerular, glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial, alteraciones que intervienen
en el incremento de la excrecidon urinaria de albimina.?2

En el estudio de Pasko, se demostré que el colesterol y los triglicéridos tienden a
ser mayores en presencia de MA. Wang y colaboradores encontraron asociacion de
las variables lipidicas con macroalbuminuria y no con MA, en un estudio con 755
personas mayores de 18 afios; mientras que Akbas encontré mayor albuminuria en
645 pacientes diabéticos cuando el indice aterogénico (triglicéridos/HDLc) fue
mayor. Bose investigd la relacién entre proteinuria, dislipidemia y disglucemia en
participantes en el National Kidney Foundation-Kidney Early Evaluation Program. En
los 2141 diabéticos incluidos, no se encontrd asociacion entre lipidos y MA.23

Es aun incierto, por tanto, si las alteraciones en el metabolismo de los lipidos
contribuyen a la progresion de la enfermedad renal crénica, o si la progresion de
esta enfermedad causa la dislipidemia.

Los efectos combinados de las alteraciones metabdlicas en el paciente diabético son
multiplicativos, con mayor repercusién en los sistemas bioldgicos que favorecen el
desbalance oxidativo y un defecto en la funcidn del endotelio. Se reporta que la
disfuncién endotelial precede a la microalbuminuria, aunque en algunos pacientes
diabéticos tipo 2 pueden estar ausentes las evidencias de disfuncion endotelial y
estar presente la MA.3

El desbalance oxidativo, que contribuye al dafio vascular, se identifica a través de la
deteccién de productos finales de la peroxidacion lipidica y dela oxidacién de
proteinas, asi como de la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido
dismutasa extracelular y catalasa. Este desbalance puede ser local, y se puede
extender a otros 6rganos, de modo que el EO sistémico pudiera ser, en efecto, uno
de los mecanismos involucrados en la fisiopatologia del dafio a drganos diana en el
paciente diabético.

En el presente trabajo solo se constata que el dafo a biomoléculas tiende a ser
mayor en presencia de MA. En la DM la presencia de hiperglucemia condiciona el
incremento en la generacion de especies oxidantes reactivas por una mayor
actividad en las fuentes enzimaticas y no enzimaticas.>24 En este contexto, la
exposicidn de la vasculatura a la hiperglucemia, induce la producciéon de anién
superdxido y otras especies reactivas, con lo que se favorece la oxidacion de los
acidos grasos, el EO, la disfuncion endotelial y la MA.3

La MA puede ser consecuencia del incremento en las EROs. De hecho, llama la
atencién la asociacién entre MA vy actividad catalasa (r= 0,434; p= 0,008) en
diabéticos normoglucémicos, lo que hace pensar en la posibilidad de utilizar la
actividad de esta enzima como criterio complementario en la evaluacion del riesgo
a complicaciones.

La catalasa tiene como sustrato al perdxido de hidrogeno, una especie reactiva del
oxigeno. Una mayor actividad de la enzima es reflejo de mayor presencia de dicho
sustrato, lo que compromete alin mas el metabolismo oxidativo. En estas
condiciones es mayor la posibilidad de formacién del radical hidroxilo a partir de la
interaccion del perdxido de hidrégeno con el anidén superdxido. Esta ultima especie
reactiva es detoxificada por la superdxido dismutasa, enzima que puede ser
inhibida por el producto de su reaccidén, que es el perdxido de hidrégeno.?®
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La permeabilidad de los capilares glomerulares depende de la estructura de la
barrera de filtracién glomerular, formada por el endotelio con su glicocalix, la
membrana basal glomerular y los podocitos. Las especies reactivas disminuyen la
produccidn de proteoglicanos con carga negativa como el heparan sulfato,
disrumpen el glicocalix endotelial de la barrera de filtracion glomerular (BFG),
interfieren con la biodisponibilidad de 6xido nitrico y estimulan el factor de
transcripcidon nuclear kB, condiciones que alteran la permeabilidad de la barrera
glomerular y conducen a mayor excrecion urinaria de albiimina.326

Los podocitos, componentes de la BFG, también producen EROs en condiciones de
hiperglucemia y expresan angiotensina II y sus receptores.?’

El dafio oxidativo ya existe en la Diabetes sin nefropatia. Shao y colaboradores afirman
que este dafio se incrementa con la severidad de la MA. Estos autores demuestran
que los niveles de dienos conjugados, de nitrotirosina y de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina,
como indicadores de peroxidacion lipidica, del dafo a proteinas y al acido
desoxirribonucleico, en orden, fueron superiores en diabéticos con MA entre 200 y
300 mg/24 h, en relacion con los diabéticos con MA entre 30 y 200 mg/24 h y los
diabéticos que no presentaron MA.28

En el estudio de Ozdemir, los diabéticos con MA presentaron incremento en la
peroxidacion lipidica, que se expresd en un aumento en los niveles de
malonildialdehido en relacion con los que no presentaron esta condicién.??

Vicentini y colaboradores si encontraron asociacion positiva entre MA,
malonildialdehido, grupos carbonilo, lipoproteinas de baja densidad vy triglicéridos,
asi como entre la hemoglobina glicada, el dafio a biomoléculas y MA.3°

En algunos estudios no se ha encontrado asociacion entre la peroxidacion lipidica y
los sistemas antioxidantes, lo que pudiese estar en relacion con la participacion de
otros factores, relacionados o no con el metabolismo oxidativo, dada la complejidad
de mecanismos regulatorios que intervienen en la dindmica oxidativa y el
funcionamiento del endotelio.

CONSIDERACIONES FINALES

La mayor oxidacién de lipidos y proteinas esta en correspondencia con el menor
control metabdlico y la presencia de MA. El estudio de la actividad catalasa, puede
proporcionar criterios complementarios en relacién con la evaluacion de la
excrecion urinaria de albimina y el riesgo vascular en el paciente diabético tipo 2.
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