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Resumen

En la actualidad, la diabetes mellitus (DM) plantea un grave problema
mundial de salud publica, debido a que ha aumentado su incidencia y
prevalencia. En 1980 ocupd el noveno lugar como causa de muerte, para
colocarse a finales de los 90, en el tercero y primer lugar en el grupo de 55 a 64
afnos.

Estudios recientes sugieren que la diabetes esta relacionada con una
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) causada por la
hiperglucemia, y que este evento es clave en la patogénesis de las
complicaciones asociadas a la diabetes.

La cadena respiratoria de la mitocondria es la principal fuente de (ERO),
por lo que parece ser el paso inicial y principal acontecimiento involucrado en
las complicaciones de la diabetes. El aumento de ERO provoca acumulacién
de metabolitos, tales como, fructosa, sorbitol y las triosas fosfatos, éstos
ultimos pueden provocar productos de glicosilacion avanzada, asi como un
incremento en la sintesis de diacilgliceroles, los cuales activan a la proteina
cinasa C. Por otro lado, hay una alteracion en la proporcion normal entre los
nucleétidos de niacinamida reducidos con respecto a los oxidados,
conduciendo a una deficiencia en los sistemas antioxidantes.

Se inyectd via intraperitoneal 30 mg/Kg de estreptozotocina a ratas
macho Wistar de 11 meses de edad para inducir la diabetes. Fueron
sacrificadas a las 1, 3, 6, 9, y 12 semanas postinduccion. Se aislaron las
mitocondrias de riidn, a las cuales se les evalud 6xido nitrico (NO), oxidacion
de lipidos, asi como la actividad de la aconitasa, utilizada como marcador de
dafo oxidativo. Los resultados mostraron un incremento en los niveles de éxido
nitrico y en la oxidacion de lipidos, asi como una disminucion en la actividad de
la aconitasa en las ratas diabéticas, con respecto al control. Estos resultados
afirman que durante la diabetes en edad avanzada hay dafo a nivel
mitocondrial causado por el estrés oxidativo y nitrosativo.

Metodologia

Se utilizaron ratas macho Wistar de aproximadamente 11 meses de
edad (600-700gr), debido a que se consideran ratas en edad adulta mayor, la
cual es equiparable a la edad donde se registra la mayor incidencia de diabetes
en los humanos. Se les indujo la diabetes con una inyecciéon de
estreptozotocina (30 mg/Kg de peso.) en la region peritoneal.

Las mitocondrias de rifidn fueron aisladas por centrifugacion diferencial y
purificadas a través de un gradiente de Percoll. La proteina mitocondrial fue
cuantificada por el método de biuret.



La produccion de éxido nitrico por la mitocondria (1 mg) fue evaluada por
cambios en la absorbencia a 546 nm mediante el método de Griess (Green et
al., 1982).

El ensayo de lipoperoxidacion (TBARS) esta basado en la cuantificacion
de malondialdehido (MDA), el principal producto de la peroxidaciéon de los
acidos grasos poliinsaturados de membrana (Buege y Aust, 1978). Una
molécula de MDA reacciona con dos moléculas acido tiobarbiturico (TBA),
formando un aducto MDA-TBA, que absorbe fuertemente a 535 nm.

La actividad de la aconitasa fue determinada usando isocitrato como
substrato (90 mM Tris pH 8.0, 20 mM isocitrato, y 8-24 ug de proteina).
(Henson y Cleland, 1967).

Resultados

Los resultados mostraron un incremento significativo de o6xido nitrico
mitocondrial de riidn de ratas con 1 y 6 semanas de hiperglucemia, con
respecto a las ratas control, mientras que en la semana 9 no se observd una
diferencia significativa.

En nuestros resultados también se observd un incremento en el grado
de lipoperoxidacion en ratas con 1, 6 y 9 semanas de hiperglucemia, con
respecto al control.

De igual manera, se determiné la actividad de la aconitasa mitocondrial,
ya que es usada como marcador de dafo oxidativo, y se observé una
disminucién en la actividad de la misma, que con respecto a las ratas control.
Lo que comprueba un aumento en la produccion de ERO y ERN y por lo tanto,
un dafo oxidativo y nitrosativo, respectivamente. Por o que se concluye que el
estrés oxidativo y nitrosativo juegan un papel importante en el dafio renal en
mitocondrias durante la diabetes.
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Fig. 1.
NIVELES DE OXIDO NiTRICO POSTINDUCCION
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Fig. 2.
NIVELES DE LIPOPEROXIDACION POSTINDUCCION
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Fig. 3
ACTIVIDAD DE LA ACONITASAPOSTINDUCCION
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