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RESUMEN

Objetivos: Cuantificar las concentraciones sericas de inmuno-
globulinas glicosiladas (Igglc) en pacientes con macroangio-
patin diabética y precisar si el pardmetro es afectado por el sexo,
el tipo de diabetes mellitus y el grado de control metabdlico.
Material y métodos: Se estudiaron 87 pacientes con macroan-
giopatia, diabética, sin distincion de sexo y tipo de dinbetes melli-
tus (DM), con una edad promedio de 62,5 aftos y, cono grupo de
referencias, 43 personas sanas no diabéticas con un rangoe de
edad entre 32 y 68 anos. Se cuantificaron las concenfraciones de
glucosa, fructosamina (FA), inmunoglobulinas glicosiladas
(Igglc) y el porcentaje (%) de hemoglobina glicosilada (HbATc).
Resultados: Los diabéticos tenian concentraciones de Iggle
significafivamente mayor (p < 0,001) que los no diabéticos,
independiente del tipo de DM. Los pacientes mal controlados
(FA 22,7 mmol/L) mostraron niveles de Iggle mds altos (p <
0,001) que los bien controlados (FA < 2,7 mmol/L).
Correlaciones lineales directas fueron encontradas entre los
valores de Igglc: glucosa (r = 0,36 p<0,05), HbAlc (r = 0,399
p<0,05) y FA (r = 0,39 p<0,05). No hubo diferencia significa-
tiva en los niveles de Iggic entre hombres y mujeres.
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Conclusiones: La Igglc estd incrementada en los pacientes
dinbéticos, independiente del tipo de DM y del sexo, pero el
aumento depende del control glicémico de los mismos.
Palabras claves: Glicosilacion no enzimatica, diabetes
mellitus, complicacion vascular, control glicémico,
inmunoglobulinas.

SUMMARY

Objective: To measure serum levels of glycosilated immuno-
globulins (Igglc) in patients with a diabetic macroangiopathy,
and fo assess potential influences of sex, type of diabefes or
metabolic control on them.

Materials and Methods: A series of 87 patients with diabe-
tic macroangiopathy (male and female, regardless of diabetes
type; mean age 62,5 years) and a control group of 43 non-dia-
betic healthy volunteers (age, 32-68 years) were studied.
Glucose, fluctosamine (FA) and glycosilated immunoglobulins
(Igglc) levels, as well as percentage (%) of glycosilated hemo-
globin (HbAlc) were measured.

Results: Igglc levels in diabetic patients were significantly
higher (P < 0,001) than in non-diabetic patients, regardless of
DM type. Igglc levels were also higher in poorly controlled
patients (FA > mmol/L) than in well controlled patients (FA
< 2,7 mmol/L) {p < 0,001). Direct linear correlations were

found between Iggle levels and the following variables: glucose

(r=10.36; p<0,05), HhAlc (r=0,399; p < 0,05), and FA (r =
0,39; p < 0,05). No significant differences were observed for
Igglc levels between men and women.

Conclusions: Increase Igglc are found in diabetic patients,
regardless of DM type and wex, but the increase depends on
glycemic control tn these patients.

Key words: Non-enzymatic glycosylation, dibetes mellitus,
vascular complications, glycemic control, immunoglobulins.
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Introduccion

El efecto citotdxico de la glucosa sobre las proteinas
plasmaticas y tisulares provoca que las mismas modifi-
quen sus propiedades fisico-quimicas y pierdan sus fun-
ciones biol6gicas. El ataque directo de la glucosa sobre
las proteinas se conoce como proceso de Glicosilacién
No Enzimatica (GNE) (1, 2). El estudio de la GNE ha
cobrado gran importancia en los ultimos tiempos por
presentar una participacién directa en la fisiopatologia
de las complicaciones vasculares de la diabetes mellitus
(DM) (3-6).

Se supone que la glicosilacién de las proteinas del sis-
tema inmune pudiera tener algtin papel en la susceptibi-
lidad incrementada que tienen los diabéticos a la sepsis.

El objetiva de este trabajo fue determinar las concentra-
ciones de Igglc en pacientes con macroangiopatia diabéti-
ca e identificar si el parametro estd afectado por la edad,
el sexo, el tipo de DM y el grado de contro] glicémico.

Material y métodos

Se estudiaron 87 pacientes diabéticos, ambulatorios
con el diagndstico clinico y hemodinamico de la macro-
angiopatia diabética, sin lesiones tréficas y procesos sép-
ticos asociados. La muestra fue seleccionada de los
pacientes que asistieron a la consulta de Prevencién de
Angiopatia Diabética del Instituto Nacional de
Angiologia y Cirugia Vascular (INACV), sin distincion
de sexos y con un tiempo de conocida la diabetes que
oscilé entre 1y 40 afios.

La muestra incluia ambos tipos de DM, donde el
34,5% (N=30) eran diabéticos tipo [ (DMTI) con una
edad promedio de 53,9 afios (rango: 24-76 afios) y el 65,5
% (N=57) eran diabéticos tipo II (DMTII) con un prome-
dio de edad de 65,1 afios (rango: 46-86 anos).

El grupo de referencia estuvo integrado por 43 perso-
nas supuestamente sanas, no diabéticas, de ambos sexos
y con una edad promedio de 50 afios (rango, 32-68 afios),
todas procedentes de las dreas de salud del Municipio
Cerro.

La toma de muestra sanguinea se efectud en el horario
de la manana, después de un ayuno de 12 horas,
mediante puncién de una vena del antebrazo estando
los pacientes en posicién dectibito supino.

A todas Jas muestras se le cuantificaron las concentra-
ciones séricas de glucosa con un juego de reactivos

comercial de glucosa-oxidasa de la firma alemana
Boehringer-Mannheim, de fructosamina (FA) (7) y el
porcentaje (%) de hemoglobina glicosilada (HbA1c) (8).

La cuantificacion de las Igglc se realizo por el siguien-
te procedimiento:

Obtencion de las tnmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas fueron obtenidas por precipita-
cién selectiva con sulfato de amonio saturado [(NH,),
504], A un 1 mL de suero se le anadié 1 mL de solucién
precipitante, la que se dejo en reposo por 10 minutos;
pasado este tiempo se centrifugé 15 minutos a 4.000
r.p.m.. El precipitado se lavo 3 veces con solucion preci-
pitante diluida 1:2, manteniendo las mismas condiciones
de reposo y centrifugacién, después de lo cual fue con-
servado a menos 20 °C hasta la medicion del grado de
glicosilacion. Como criterio de pureza se realizé una
inmunoelectroforesis utilizando antisueros especificos
contra proteinas plasmaticas totales, albtimina e inmu-
noglobulina G (IgG).

Cuantificacion del grado de glicosilacion de las inmunoglo-
bulinas:

El precipitado se disolvié en 1 mL, de buffer bicarbo-
nato (Na, CO, / NaHCO, ) 0,1 mol/ L a pH de 10,3. A
un tubo de ensayo que contiene 500 uL de una prepara-
cion de nitroazul de tetrazolium (NBT) 0,25 mmol/L en
el buffer de bicarbonato, se le anadi6 50 pL del precipita-
do disuelto. La mezcla se incubd durante 15 minutos a
56 °C, pasado este tiempo la reaccidon de color fue deteni-
da con acido sulftrico (H,SO,) 2,5 eq-g/L. La absorban-
cia fue leida a una longitud de onda () de 530 nm contra
blanco reactivo.

Patrones:

Se trabajé con un patrén secundario consistente en
una mezcla de suero de pacientes diabéticos con concen-
traciones de FA superior a 5 mmol/L, el cual fue calibra-
do contra el 1-Deoxi-1-Morfolino-D-Fructosa (DMF) a
una concentracién de 4 mmol/L. La curva fue construi-
da con 4 patrones a concentraciones de 4, 2, 1 y 0,5
mmol/L.

El procedimiento fue validado con el método descrito
por Trivielle y colaboradores (8), la precision fue determi-
nada mediante la prueba de repetibilidad a un pool de
suero de donantes voluntarios.
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Analisis estadistico

Se caleuld la media (x) como medida del valor central,
la desviacién estandar (DE), el coeficiente de variacién
(CV) y el Error Tipico de la Media (ETM), como medidas
de dispersion. El analisis de varianza de una via (ANO-
VA) y la prueba t de Student para muestras no pareadas
fueron los estadisticos utilizados para comparar los
resultados. Se calculd el coeficiente de correlacion de
Pearson para conocer la asociacion entre los valores de
Iggle determinados por dos técnicas diferentes; también
se realizd una matriz de correlacion para precisar la rela-
cién entre las variables estudiadas. Los resultados son
expresados en media + ETM.

Resultados

El método usado mostrd un coeficiente de variacién
de 4,06 %. La prueba de normalidad indicé que las con-
centraciones de Igglc tenfan una distribuciéon normal en
la muestra estudiada. Una correlacion lineal directa se
encontro al asociar los valores de Iggle por las dos técni-
cas empleadas en la validacién del procedimiento ensa-
yado, con un valor para el coeficiente de correlacion de
Pearson (r) igual a 0,7, un nivel de significacion de
p<0.05. La ecuacion de la linea de regresién tuvo la
siguiente expresion: y = 0,91 x + 0,05.

Al analizar cémo se comportaban las distintas varia-
bles en cada grupo se encontré que los diabéticos tenian
mayor edad (p<0,001) y mas ndmero de mujeres que el
grupo de referencia, asi como niveles elevados (p<0,001)
de glicemia, FA y HbAlc (Tabla 1).

Las concentraciones de Igglc fueron mayores (p<0,001)
en los diabéticos que en los controles, independiente-
mente del tipo de DM.

Con relacién al grado de control metabdlico, los
pacientes diabéticos con un mal control glicémico
(FA<2,7 mmol/]) presentaron niveles elevados de Igglc
(p<0,001) con respecto a aquellos bien controlados (FA >
2,7 mmol/l). Este resultado fue independiente del tipo
de DM.

Como la distribucién por sexo fue diferente en los
grupos, se quiso conocer si el mismo pudiera o no influir
en los resultados obtenidos. El andlisis precisé que no
hubo diferencias significativas en las niveles de Igglc de
los hombres con respecto a las mujeres (0,27 = 0,018 vs.
0,28 + 0,014). La Tabla Il recoge el resultado de la matriz
de correlacion. Se puede apreciar que se encontraron
correlaciones lineales directas entre las concentraciones
de Igglc con los niveles de glicemia, FA y HbAlc.

" Tablall
Valores de los coeficientes de correlacion
y su significacion estadistica

r p
Glicemia 0,36 <0,05
lgglc vs HbAlc 0,39 <0,05
Fructosamina |0,399 <0,05
Discusion

La hiperglicemia es un factor de riesgo para la apari-
cion y progresion de las diferentes formas clinicas de la
enfermedad vascular en los pacientes (9-11).

La modificacién proteica resultante del proceso de gli-
cosilacién esta elevada en los diabéticos, pero poco se

Tabla |
Datos generales de los grupos estudiados
Grupos Sexo Edad Glicemia Fructosamina HbAlc
F/M Afos mmol/L mmol/L %

DMT I 14 /16 53,9+ 2,87 10,1 £ 0,.87% 4,92 +(,49* 12,1 £0,77*
N=30

DMT II 381719 65,1 4+1,3% 6,74 £ 0,55* 4,06 £ 0,34% 9,3+ 0,38*
N =57

Referencia 14 /29 50,0 + 2,64 3,840,198 2,09+ 0,08 730,19

N =43

ANOWVA * p<0,001
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conoce de lo que sucede con las inmunoglobulinas. Los
pocos trabajos que existen en la literatura son muy
especificos para las IgG glicosiladas (12, 13). En este
estudio se cuantifico la concentracion de todas las inmu-
noglobulinas que se encuentran modificadas por la
GNE, sin especificar cudl de las familias era la que tenia
un mayor grado de glicosilacion.

El incremento en la concentracion de Iggle en los
diabéticos fue un resultado esperado por cuanto la dia-
betes por si misma se caracteriza por una elevacion en
los niveles de glucosa, que puede llevar implicito la ace-
leracion del proceso de GNE.

El control glicémico de los diabéticos a corto (FA) y a
largo plazo (HbAlc) fue malo en sentido general. Al
analizar si el mismo influfa o no en los resultados obteni-
dos se encontrd que, independientemente del tipo de
DM, los pacientes mal controlados tenfan un aumento
en las concentraciones de Igglc con respecto a los que
mostraron un buen control glicémico.

Lo anterior se ve confirmado con el hallazgo de las
correlaciones lineales directas encontradas entre las con-
centraciones de Igglc con las de glicemia, FA y HbAlc.
El hecho de una asociacion con la HbAlc, control a largo
plazo, hace pensar que las proteinas modificadas perma-
necen més tiempo en la circulacién por verse afectado su
catabolismo.

El no haber encontrado diferencias en los valores de
Igglc entre hombres y mujeres hace pensar que el sexo
no influyé en el resultado, a pesar de que la muestra
estudiada era en su mayoria del sexo femenino.

Si bien no fue objetivo del trabajo conocer la utilidad
de las Igglc como indice de control glicémico, si se trato
de encontrar una aproximacion a la significacion biologi-
ca que pudiera ofrecer los cambios en su concentracién.

Los estudios sobre la GNE abrieron nuevos campos
de investigacion con vista a esclarecer las posibles altera-
ciones bioldgicas de las inmunoglobulinas, su capacidad
de unirse al antigeno o modificar su habilidad para acti-
var el sistema complemento, muy en especial esclarecer
la susceptibilidad del diabético a la sepsis, lo que sera
motivo de estudio en otras investigaciones.

Conclusiones

La Igglc estd incrementada en los pacientes diabéticos
independiente del tipo de DM y del sexo, pero el aumen-
to en los mismos depende del control glicémico.
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