Actividad de la enzima antioxidante
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Los seres vivos han desarrollado diversos mecanismos mo-
leculares, donde participan antioxidantes enzimaticos y co-
factores minerales, los cuales permiten la estabilizaciéon de
estas especies reactivas y ofrecen proteccién contra sus
efectos dafninos. Se ha determinado que en la diabetes exis-
te una mayor produccion de radicales libres, razén por la cual
el objetivo del presente estudio fue determinar la actividad
de la enzima superéxido dismutasa (SOD) y su relacion con
los niveles de cobre (Cu) y zinc (Zn) en pacientes con dia-
betes mellitus tipo 2 (DM2). Fueron tomadas muestras san-
guineas en ayuno de 34 pacientes diabéticos y 30 sujetos
no diabéticos (controles), para medir la actividad de la Cu
/Zn-SOD eritrocitaria y cuantificar Cu y Zn en suero y eritro-
citos, mediante métodos espectrofotométricos. Los pacien-
tes con DM2 presentaron una actividad de la Cu /Zn-SOD
significativamente inferior (1839+101 U/g Hb) a los controles
(2573+161 U/g Hb) (p<0,05). En diabéticos, los niveles de co-
bre sérico (59,50+6,02 pg/dL) y eritrocitario (1,76+0,14 pg/g
Hb) fueron significativamente mayores que en los controles
(55,45+5,80 pg/dly 1,27+0,13 pg/g Hb) (p<0,05). El Zn sérico
en diabéticos (119,59+6,73 pg/dl) fue significativamente bajo
en comparacion con los controles (134,74+9,43 pg/dl), pero
los diabéticos tenian mas Zn en eritrocitos (39,13+1,05 pg/g
Hb) que los controles (31,62+1,75 pg/g Hb) (p<0,05). La ac-
tividad de la Cu /Zn-SOD sélo se correlacion6 positivamente
con el Zn sérico en controles (r=0,712; p<0,05). Los resul-
tados sugieren que los pacientes con DM2 presentan una
alteracion en el sistema de defensa antioxidante endégeno
mediado por la SOD y sus cofactores.

Palabras claves: Diabetes mellitus tipo 2, superéxido dismu-
tasa, cobre, zinc.

Living beings have developed diverse molecular mechanisms,
including enzymatic antioxidants and their mineral cofactors,
which allow for the stabilization of these reactive species in
order to offer protection against their damaging effects. An
elevated production of free radicals has been associated with
diabetes. The objective of this study was to determinate the
activity of the enzyme superoxide dismutase (SOD) and its re-
lations with the levels of copper (Cu) and zinc (Zn) in patients
with type 2 diabetes mellitus (DM2). Fasting blood samples
were taken in 34 diabetics and 30 non diabetic subjects (con-
trols), with the purpose of measuring the erythrocyte activity
of Cu/Zn-SOD, as well as to quantify serum and erythrocyte
Cu and Zn with spectrophotometric methods. The SOD activ-
ity in patients with DM2 was significantly lower (1839+101
U/g Hb) than in controls (2573+161 U/g Hb) (p<0.05). Copper
levels in diabetic serum (59.50+6.02 mg/dL) and erythrocyte
(1.76+0.14 pg/g Hb) were significantly higher than in controls
(55.45+5.80 mg/dL and 1.27+0.13 pg/g Hb) (p<0.05). Serum
Zn in diabetics (119.59+6.73 mg/dL) was significantly lower
than in controls (134.74+9.43 mg/dL), but the diabetics had
higher Zn in erythrocyte (39.13+1.05 pg/g Hb) than the con-
trols (31.62+1.75 pg/g Hb) (p<0.05). A significant positive cor-
relation between Cu/Zn-SOD activity and serum Zn (r=0.712,
p<0.05) was only found in controls. These results suggest
that the patients with DM2 present an alteration in the endog-
enous system of antioxidant defences mediated by the SOD
and its cofactors.

Key words: Type 2 diabetes mellitus, superoxide dismutase,
copper, zinc.




Introduccion

La diabetes mellitus es un estado cronico de hiperglicemia
que afecta alrededor de 124 millones de personas en el
mundo'. Aun cuando existen varios tipos de diabetes, cer-
ca del 90% de las personas afectadas presentan la tipo 2
(DM2), conocida comunmente como diabetes mellitus no
dependiente de insulina. Estos pacientes por lo general son
obesos, cursan con elevados niveles de insulina plasmatica,
resistencia a la insulina y usualmente deficiencia relativa de
esta hormona2.

En la diabetes, se producen una serie de cambios metabdlicos
que ponen de manifiesto una mayor produccién de especies
reactivas del oxigeno (ERO), también llamadas radicales li-
bres®. Las mismas, son atomos o moléculas que en su estruc-
tura atomica presentan un electrén desapareado o impar en el
orbital externo, dandole una configuracion espacial que gene-
ra una alta inestabilidad, reaccionando y alterando a la vez las
funciones de diferentes biomoléculas incluyendo carbohidra-
tos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos*. El desbalance en la
produccion de ERO y las defensas antioxidantes, provoca un
dano conocido como estrés oxidativo, que lleva a una variedad
de cambios fisiologicos y bioquimicos, tales como glicosilacion
de proteinas, peroxidacion lipidica y autoxidacion de la gluco-
sa, los cuales provocan el deterioro y muerte celular®®.

Dada la alta reactividad de las ERO, los seres vivos han de-
sarrollado diversos mecanismos eficientes que permiten la
estabilizacion, eliminacion y proteccion contra sus efectos
dafninos’. Entre estos mecanismos se destacan enzimas an-
tioxidantes, como la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT) vy la glutation peroxidasa (GPX), las cuales requieren
para su actividad biocatalitica de ciertos elementos minerales
que actuan como cofactores®®. Resultados experimentales
sustentan la hipétesis de una relacion directa entre los nive-
les de minerales y la actividad de las enzimas antioxidantes™.
Particularmente la SOD requiere de cobre (Cu) y Zinc (Zn)
como cofactores, los cuales, ademas de su capacidad an-
tioxidante, desempefan otras importantes funciones a nivel
celular, relacionados con la inmunidad, maduracion sexual,
expresion de informacion genética, produccion de energia,
entre otras'.

En los pacientes diabéticos se han encontrado deficiencias
dietéticas de minerales y vitaminas, por lo que actualmente
existe un mayor interés en el control metabdlico desde el pun-
to de vista nutricional®'3. Ademas, existen estudios recientes
que han demostrado que esta patologia conlleva a altera-
ciones del metabolismo de ciertos minerales encontrados en
cantidades trazas en la sangre'*'s. Sin embargo, debido a los
resultados contradictorios sigue en discusion el papel de la
diabetes en el estado mineral del Cu y Zn'®'” y su efecto en
la actividad de enzimas antioxidantes.

Por todo lo antes expuesto, se considerd importante deter-
minar la actividad de la enzima antioxidante SOD y su rela-
cion con los niveles séricos y eritrocitarios de sus cofactores
Cu vy Zn en pacientes diabéticos tipo 2, a fin de contribuir con
la busqueda de nuevos sensores metabdlicos, que permitan
pronosticar y diagnosticar la diabetes. Asi como también,
junto a otros medios diagndsticos especificos, permita eva-
luar las consecuencias de la excesiva produccion de radica-
les libres en la enfermedad.

Materiales y métodos

Se estudié una muestra de 34 pacientes adultos con diabe-
tes mellitus tipo 2, los cuales asistieron a la consulta del Cen-
tro de Investigaciones Endocrino-Metabdlicas “Dr. Félix Go-
mez”, ubicado en la Facultad de Medicina de la Universidad
del Zulia, Maracaibo, Venezuela, con un tiempo de evolucion
de la enfermedad de 5-10 afos, sin patologias asociadas ni
complicaciones de la diabetes. La seleccion de los mismos
fue realizada en forma aleatoria, incluyendo pacientes de
ambos sexos con edades comprendidas entre 34 y 59 anos
que cumplieran con los criterios anteriores. Con propdsitos
comparativos, fueron evaluados 30 individuos sin historia de
diabetes mellitus (grupo control). Se excluyeron todos los su-
jetos que estuvieran consumiendo suplementos antioxidan-
tes al menos un mes previo a la toma de las muestras san-
guineas. Para realizar una valoracion antropométrica de los
voluntarios, se registré el peso, la talla y se calculd el indice
de masa corporal (IMC). En todos los procedimientos efec-
tuados se siguieron las normas de la Segunda Declaracion
de Helsinki para la investigacidon con seres humanos.

Fueron colectadas muestras de sangre de los pacientes dia-
béticos y controles por venopuncion en el area antecubital,
realizada en horario matutino y previo ayuno de 12 horas. Se
dispensd un volumen adecuado de sangre en tubos quimica-
mente limpios sin anticoagulante para la separacion del sueroy
en tubos con heparina o EDTA, para obtener sangre completa.

Determinaciones bioquimicas. Se determind la glicemia ba-
sal (mg/dl), colesterol total (mg/dl), triacilglicéridos (mg/dl) y
colesterol asociado a las HDL (mg/dl), segun métodos enzi-
maticos normalizados (Human, Gesselschalt, Alemania). Adi-
cionalmente, se midid la fraccion de hemoglobina glicosilada
(HbA1c) en los pacientes diabéticos, empleando un sistema
basado en la separacion de esta molécula por cromatografia
de afinidad con derivados del acido borénico (NycoCard™
HbA1c, Primus Corp, USA). La concentracion total de hemo-
globina se cuantificd mediante el método de la cianometahe-
moglobina (Wiener Lab., Argentina).

Ensayos de actividad enzimadtica. La actividad de la enzima
Cu/Zn-SOD fue medida en los lisados de eritrocitos, prepa-
rados dentro de las 4 h siguientes a la venopuncién. Se cen-
trifugd un volumen de 500 pl de sangre heparinizada a 1000
g por 10 minutos para separar el plasma. La capa sobrena-
dante fue retirada y los eritrocitos se lavaron tres veces con
solucién salina fria (9,0 g/l de NaCl). Se produjo hemodlisis
agregando 4 volumenes de agua desionizada fria. Los hemo-
lisados fueron ultracongelados a -80°C en alicuotas de 500 pl,
para su posterior analisis. Se utilizd un kit comercial basado
en un método espectrofotométrico (Bioxytech® SOD-525™,
Oxis Research, USA). La actividad especifica fue medida a
una longitud de onda de 525 nm, previa extraccién de la enzi-
ma con una mezcla de etanol/cloroformo 62,5/37,5 (v/v). Los
resultados fueron expresados en U/g de hemoglobina.

Cuantificacion de minerales. Se realizaron determinaciones
de cobre y zinc tanto en suero como en lisado de eritrocitos,
los cuales fueron sometidos a digestion en bombas tipo Parr
(18, con acido nitrico (HNO,) concentrado. Las muestras dige-
ridas se analizaron por espectrofotometria de absorcion até-
mica, en un equipo Perkin Elmer 3100 calibrado a 324,8 nm
(Cu) y 213,9 nm (Zn). Las concentraciones de los minerales



fueron expresadas en pg/dl en suero 6 pg/g de hemoglobina.
Se valoré la exactitud y precision de la técnica empleando
muestras de materiales de referencia (tejido de hoja de me-
locotén NIST 1547, tejido de ostra NIST 1566a, USA).

Anadlisis Estadistico. Se comprobd la distribucién normal de
los datos obtenidos mediante el test “W” de Shapiro-Wilks.
Los resultados fueron expresados como el promedio + el
error estandar. Se aplico el test “t” de Student, con la finalidad
de estudiar diferencias entre el grupo de pacientes con dia-
betes mellitus tipo 2 y controles. El coeficiente de correlacion
de Pearson fue usado para investigar asociaciones entre la
actividad enzimatica de la Cu /Zn-SOD vy los niveles de mine-
rales. Se considerd estadisticamente significativo un valor de
p<0,05. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con
el programa SPSS 10.0.

Resultados

La Tabla 1 muestra las caracteristicas clinicas-bioquimicas
de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y los controles
evaluados en el presente estudio. No hubo diferencias signifi-
cativas entre ambos grupos en cuanto a la edad, IMC, coles-
terol total y HDL-colesterol. La glicemia basal y los triacilgli-
céridos fueron significativamente mayores en los diabéticos
en comparacion con los controles (p<0,05).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas - bioquimicas de los pacientes

diabéticos y controles

Edad (anos) 56 + 1 52+3
Sexo (M/H) 18/16 20/10
IMC (kg/m2) 28+2 29 +1
Glicemia basal (mg/dl) 174 + 12 85+3*
Colesterol total (mg/dl) 230 + 20 226 + 11
Triacilglicéridos (mg/dl) 352 +£94* 225+ 35*
HDL-colesterol (mg/dl) 38=+5 39=+4
Hemoglobina glicosilada (%) 12 +1 -

* p<0,05 “t” de Student. Sexo: M: Mujeres/H: Hombres.

En la Tabla 2 se presentan los resultados sobre la actividad
de la enzima superdxido dismutasa, los niveles de cobre y
zinc para los grupos en estudio. Los pacientes diabéticos
presentaron una actividad de Cu/Zn-SOD significativamente
inferior a los controles (p<0,05). En los diabéticos, los niveles
de cobre en suero y eritrocitos fueron significativamente ma-
yores que en los controles (p<0,05). La concentracion sérica
de Zn vy la relacion Cu/Zn en los diabéticos fueron signifi-
cativamente bajas en comparacién con los controles, pero
los eritrocitos de los diabéticos contenian mas Zn que los
controles (p<0,05).

Tabla 2. Actividad de la enzima superdxido dismutasa y niveles

de cobre y zinc en pacientes diabéticos y controles

SOD (U/g Hb) 1839 = 101 * 2573 + 161 *
Cu sérico (ug/dl) 59,50 + 6,02 * 55,45 +5,80 *
Zn sérico (pg/dl) 119,59 £ 6,73 * | 134,74 £+ 9,43~
Cu/Zn sérico 0,62 + 0,08 * 0,74 +0,19*
Cu eritrocitario (pug/g Hb) 1,76 £ 0,14 * 1,27 £0,13*
Zn eritrocitario (pg/g Hb) 39,13 +1,05* 31,62+1,75*

* p<0,05 “t” de Student.

La Tabla 3 muestra el andlisis de correlaciones entre la activi-
dad de la superéxido dismutasa y los niveles de minerales en
los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y controles. Sélo se
encontré una significativa correlacion positiva entre la activi-
dad de la SOD y Zn sérico en los controles (r=0,712; p<0,05).

Tabla 3. Correlaciones entre la actividad de la enzima

superoxido dismutasa y los niveles de cobre y zinc
en pacientes diabéticos y controles.

SOD-Zn sérico -0,271 NS 0,712 <0,05
SOD-Cu sérico -0,210 NS 0,334 NS
SOD-Zn eritrocitario -0,243 NS 0,270 NS
SOD-Cu eritrocitario | 0,209 NS -0,249 NS

* Coeficiente de correlacion de Pearson.

En la diabetes se producen una serie de cambios que de
forma indirecta indican la existencia de un marcado estrés
oxidativo, debido al incremento en la formacion de radicales
libres del oxigeno y la disminucidn de los niveles plasmaticos
e intracelulares de los antioxidantes'?'. El propdsito de este
estudio fue determinar la actividad de la enzima antioxidante
SOD vy su relacion con los niveles de sus cofactores cobre y
zinc en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

** Significancia. NS: No significativo.

Los resultados permitieron evidenciar en el grupo de pacien-
tes diabéticos una actividad significativamente disminuida de
la enzima SOD, en comparacion a los controles, lo que con-
cuerda con los trabajos de Vergaray??, Gugliucci?® y Bhatia?,
realizados en diabéticos cronicos. Se ha demostrado que la
actividad baja de esta enzima es consecuencia de los ele-
vados niveles de perdxido de hidrégeno producido durante
la reaccién, que inhiben a la enzima por retroalimentacion
negativa®?’. En efecto, se ha observado que inicialmente se
produce un incremento de la SOD , como respuesta a la ele-
vada generacion del anion superoxido (O,') en la célulay su
eliminacion por la enzima; sin embargo, la intensa produccién
de este radical por un tiempo prolongado, agota la estimu-
laciéon de la actividad enzimatica, ya que el producto de la
reaccion puede inhibirla.

Algunos estudios han fallado en demostrar diferencias en la
actividad de la SOD entre diabéticos y no diabéticos®. Otros
por el contrario, han encontrado en estos pacientes, una
actividad elevada de la enzima SOD; pudiendo dicho incre-
mento estar asociado con el desarrollo de complicaciones de
la diabetes como las retinopatias® y enfermedades cardio-
vasculares®. La razén de la inconsistencia en los resultados,
puede deberse a la heterogeneidad de los pacientes diabéti-
cos, relacionado con la edad, diferencias raciales y a proce-
sos inflamatorios que no se tomaron en consideracion en el
momento de la toma de muestras, ademas de la diversidad
de protocolos de investigacion y al uso de diferentes métodos
para la determinacion de la actividad enzimatica.

Por otro lado, los diabéticos evaluados presentaron valores
elevados de hemoglobina glicosilada (HbA, ), lo cual eviden-
cia en estos pacientes un pobre control metabdlico de la en-




fermedad, que podria a su vez contribuir en la disminucion
de la actividad de la SOD por glicosilacién de la enzima??3!.
El descontrol de la glicemia conduce al incremento de la ve-
locidad de los procesos de glicosilacion y oxidacion de lipi-
dos y proteinas, lo que provoca cambios conformacionales
de estas macromoléculas y por lo tanto el deterioro de sus
funciones™®.

Con respecto a la concentracion de minerales (Cu y Zn), a
diferencia de lo reportado por Chen y col.®2, se encontrd que
los pacientes diabéticos presentaron niveles de cobre séri-
cos y eritrocitarios significativamente mas elevados que los
controles, lo que concuerda con estudios previos®. Ademas,
se ha reportado que los niveles de cobre plasmatico estan
mas elevados en aquellos pacientes diabéticos que presen-
tan complicaciones®. En este sentido, se ha establecido la
hipotesis de que las alteraciones en el metabolismo del co-
bre contribuyen a la progresion de las patologias relaciona-
das con la diabetes, debido a que las proteinas glicosiladas
presentan una mayor afinidad por los metales de transicién
como el cobre®.

Cuando se evaluaron los niveles séricos de zinc, estos re-
sultaron significativamente bajos en los diabéticos, lo cual se
corresponde con la mayoria de las investigaciones realiza-
das con diabéticos tipo 1%¢y tipo 2'2% aunque difieren de
otros estudios'®'”. Esta aparente hipozincemia puede ser el
resultado de pérdida urinaria, de disminucion en la absorcion
intestinal de este mineral, o de ambas condiciones®*%*. La
disminucion en los depdsitos tisulares de Zn es otro hallazgo
concurrente en los pacientes diabéticos, pero no esta claro
aun si es debido a la hiperzincuria, a un evento independiente
relacionado al efecto de la insulina o a la hiperglicemia, con
la resultante disminucién del Zn corporal total y la eventual
disminucion sérica de zinc*.

Esta menor concentracién de Zn en los diabéticos, podria
también reflejar un incremento en la entrada de este mineral
al eritrocito, como un mecanismo compensatorio debido a la
mayor utilizacién del mismo en los sistemas antioxidantes de
estas células, lo que se sustenta con nuestros resultados,
donde se evidenciaron niveles de zinc eritrocitario significa-
tivamente elevado en los pacientes diabéticos. Por otro lado,
el analisis de la relacion Cu/Zn en suero, permitio evidenciar
en los pacientes diabéticos un valor significativamente menor
en comparacién con los controles, contrario a los reportado
por otros autores que han sefalado un aumento de esta rela-
cion en diabetes mellitus tipo 24'.

Varios estudios comprueban la hipétesis de una relacién di-
recta entre los niveles de cobre, zinc y la actividad de la SOD
en individuos sanos y con diferentes patologias**“4, pero los
reportes en diabéticos son escasos. A pesar de que ésta es
una enzima antioxidante de primer orden que requiere de Cu
y Zn para su actividad, los niveles bajos de la misma de-
tectados en los diabéticos del estudio no estan directamente
relacionados con las variaciones encontradas en los niveles
séricos y eritrocitarios de estos elementos traza, sino que
pueden corresponder principalmente al efecto de la glicosila-
cion sobre la actividad enzimatica.

Generalmente, se asocia la deplecion en la SOD con una in-
adecuada disponibilidad de Zn y Cu en los eritrocitos para la

funcién de esta enzima, pero sorprendentemente el contenido
de ambos minerales fue mas elevado en los eritrocitos de los
diabéticos, lo que a su vez permite explicar la tendencia obser-
vada en este grupo hacia correlaciones negativas entre la ac-
tividad de SOD vy los niveles de estos minerales. Por otro lado,
en los sujetos no diabéticos el Zn sérico se correlaciond posi-
tivamente con la actividad de SOD; sin embargo, Agte y col.*
reportaron en sujetos sanos una correlacion inversa entre la
actividad de la SOD vy la captacion de Zn por los eritrocitos.

La investigacion realizada sugiere que los pacientes con dia-
betes mellitus tipo 2 presentan una alteracion en el sistema
de defensa antioxidante enddégeno mediado por la SOD y sus
cofactores. Los resultados de este estudio aportan informacion
de referencia a nivel local, ademas la posibilidad de aplicar los
conocimientos generados, a fin de evitar o retardar la aparicion
de las complicaciones crénicas de la diabetes en terapias es-
pecificas con la enzima y/o la suplementacién de minerales.
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