
110 

Factores 
,, . 

aterogen1cos en 
adolescentes con 
diabetes mellitus 
insulinodependiente 

P. Otero, E. Herrera, B. Bonet 

Facultad de Ciencias Experimentales y 

Técnicas, Universidad San Pablo-CEU. 

Correspondencia: Dr. B. Bonet, Facultad de 

Ciencias Experimentales y Técnicas. 

Urbanización Monte Príncipe, 

Ctra. de Boadilla, Km 5,300. 

28668 Boadilla del Monte (Madrid) 

Aceptado: Junio 1997 

ART{Cl.JL<> ()H.1<;1NAI, Av DIAHETlll. 1'197; 1 l 110 11 ~ 

RESUMEN: La arteriosclerosis y las enfermedades cardiovascularcs (ECV) secundarias a la misma 
constituyen la principal causa de mortalidad en los individuos diabéticos, apareciendo ésta a una edad 
mucho más temprana que en la población no diabética. 
Objetivos: estudiar en adolescentes con diabetes mellitus insulinodependiente (DMID) la presencia 
de factores de riesgo para el desarrollo de ECY. incluyendo: perfil de lipoproteínas, susceptibilidad 
de las LDL a oxidarse y niveles de vitaminas A y E. 
Métodos: Se estudiaron adolescentes con DMID (15 varones y 19 mujeres) y controles no diabéticos 
(15 varones y 17 mujeres). Los valores de colesterol y triglicéridos en plasma y HDL fueron valo
rados utilizando métodos enzimáticos. El colesterol en LDL fue calculado utilizando la formula de 
Friedewald. La susceptibilidad de las LDL a oxidarse fue determinada siguiendo la formación de die
nos conjugados en LDL incubadas en Cl¡Cu (2 mM). Las vitaminas A y E fueron valoradas utilizando 
un método de HPLC. 
Resultados y conclusiones: Los adolescentes con DMID presentaron unos niveles de colesterol y tri
glicéridos en plasma y de colesterol en LDL y HDL similares a los observados en controles de su 
mismo sexo. La susceptibilidad de sus LDL a oxidarse fue prácticamente la misma que en individuos 
controles. Adolescentes con DMID presentaron unos niveles plasmáticos de vitaminas A y E infe
riores a los observados en controles de su mismo sexo. Estos menores niveles de vitaminas antioxi
dantes podrían estar relacionados con el elevado riesgo de desárrollar ECV observada en los indivi
duos con DMID. 

PALABRAS Cu VE: Diabetes mellitus insulina dependiente; Arterioesclerosis; Vitaminas A y E; Ado
lescentes. 

ABSTRACT: Cardiovascular diseases (CVD) secondary to atherosclerosis are the leading cause of 
death among subjects with insulin dependent diabetes mellitus (IDDM). They also deve/op these dise
ases atan earlier age than the non diabetic subjects. 
Objectives: to detennine riskfactors involved in the deve/opmenl of atherosclerotic diseases, in ado
lescents with IDDM, including: lipoprotein profile, WL susceptibility to oxidation and plasma levels 
of vitamin A and E. 
Methods: Adolescents with JDDM (15 males and 19 Jemales) and non diabetic controls (15 males 
and 17 Jemales) were studied. Plasma cho/esterol, triglycerides and HDL cho/esterol were deter
mined using commercially available enzymatic assays. WL cho/esterol was calculated f ollowing the 
Friedewald's formula. WL susceptibility to oxidation was determinedfollowing the formation of 
conjugated dienes in WL submitted to oxidation with CuCl 2• Vitamin A and E in plasma were deter
mined by HPLC. 
Results and conclusions: Adolescents with /DDM had plasma cho/esterol and triglycerides levels and 
HDL and WL cho/esterol similar to the values found in control subjects of the same sex. Besides, no 
differences were f ound between IDDM and control subjects in the lag phase and the slope in the for
mation of conjugated dienes in WL submitted to oxidation. In contrast, plasma concentration of vita
min A and E were lower in subjects with JDDM than in controls. The lower leve Is of vitamin A and 
Efound in IDDM subjects may playa role in the high riskfordeveloping CVD observed in them. 

KEY WORDS: lnsulin dependent diabetes mellitus; Atheroscleoris; Vitamin A and E; Adolescents. 

INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades cardiovascula

res (ECV) secundarias a la arterioscle

rosis constituyen la principal causa de 

mortalidad en individuos con diabe

tes mellitus insulinodependiente 

(DMID)ll·3>. De hecho, a los 50 años, 

cerca de un 35% de estos individuos 

fallecen como consecuencia de dichas 

enfennedades<l.3>. 

La oxidación de LDL parece 

desempeñar un papel fundamental en 

el proceso arteriosclerótico<4·7>. Nume

rosos estudios experimentales han pues

to de manifiesto que la oxidación de 
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LDL puede desencadenar la mayor 

parte de los fenómenos que parecen 

tener lugar en la formación de la placa 
de ateroma, incluyendo el acúrnulo de 

colesterol, citotoxicidad, retención de 

monocitos, liberación de factores intla
rnatorios, .. <01. Estudios epidemiológi

cos han asociado un mayor consumo 

de antioxidantes, tales como vitaminas 

A, E y C, con un menor riesgo de desa
rrollar enfermedades cardiovasculares<8-

1 n. Recientemente, un estudio pros

pectivo ha demostrado que la adminis
tración de vitamina E disminuye la tasa 
de mortalidad en individuos con enfer

medades cardiovasculares secundarias 
a la arteriosclerosis<12J. 

En individuos adultos con DMID 
se han observado diferentes alteracio

nes que podrían dar lugar a un aumen
to en el estrés oxidativo y, por lo tanto, 
a una mayor oxidación de sus lipopro
teínas. Así, se han observado bajos nive
les plasmáticos de antioxidantes(l3,14>, 

alta concentración de peróxidos de lípi
dos<15> y una elevada susceptibilidad de 

sus lipoproteínas a oxidarse<13-16>. Resul
tados similares se han observado en ani
males experimentales07•19>. Sin embar

go, prácticamente no existen datos sobre 
la presencia de estos cambios en las pri
meras décadas de vida en individuos 
con DMID, a pesar de la enorme tras
cendencia que podría tener la detección 
precoz de factores de riesgo para el 
desarrollo de enfermedades cardiovas
culares en jóvenes diabéticos, lo cual 
nos permitiría desarrollar formas de 
intervención para prevenirlas. 

El objetivo del presente estudio fue 
determinar en adolescentes con DMlD 

diferentes parámetros relacionados con 
el estrés oxidativo, asociados con un 
mayor riesgo de desarrollar ECV. 

----------·-·····--·---·--------------
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Ml~TODOS 

Sujetos estudiados 

Los individuos diabéticos estudia
dos procedían de la consulta de Endo

crinología del Hospital del Niño Jesús. 

Ninguno de los sujetos estudiados pre

sentaba complicaciones secundarias a 

la diabetes en el momento de realizar el 

estudio. Todos tenían un desarrollo 
puberal superior al estadio III de Tan

ner en el momento de llevar a cabo el 
estudio. La muestra de sangre se obtu
vo en una de las extracciones realiza

das periódicamente para la determina

ción de hemoglobina glicosilada, las 
cuales en ese hospital se llevan a cabo 
trimestralmente. El grupo control esta
ba constituido por voluntarios, estu
diantes universitarios sanos. En todos 
los grupos la sangre se extrajo por la 
mañana tras 10-12 horas de ayuno, y se 
recogió en EDTA (1 mg/mL de sangre). 

Aislamiento de las lipoproteínas 

Las LDL fueron aisladas a partir de 
plasma procedente de sangre recogi
da en EDTA (1 mg/mL), mediante 
ultracentrifugación con un rotor verti
cal (NVT65, Beckman, Madrid, Espa

ña) a 50.000 rpm, durante 1 hora. según 
el método descrito por Chung y cols.(20>. 
La determinación de la susceptibilidad 
de las LDL a oxidarse se realizó el 
mismo día de su extracción. 

Determinación de la susceptibilidad 

de las LDL a oxidarse 

La formacián de dienos conjugados 

111 

se llevó a caho según el método descrito 
por Esterhauer y cols.'2 11• Brevemente, 

Ir.is el aislamiento de las LDL, éstas fue

ron filtradas a través de una columna de 
Sephacryl-400 (Pharmacia LKB, Bio

technology lnc., Madrid, España) para 

eliminar el EDT A. Tras la determina

ción de la concentración de proteínas, 

según el método de Lowry<22>, se toma

ron alícuotas de O, 1 mg de proteína de 
LDUmL, disueltas en tampón fosfato 
pH: 7,4 (PBS), y tras añadir CuCh (2 

µM) se transfirieron a una cubeta de 
cuarzo, iniciándose la incubación a 
37ºC. Se leyó la absorbancia a 234 nm 

cada 10 minutos durante 8 horas o hasta 
que la fase de formación de dienos con
jugados alcanzase una meseta. La dura
ción de la fase latente se calculó en fun

ción del tiempo transcurrido desde la 
adición del CuCh y el momento en que 
se inicia la propagación de la formación 
de alenos conjugados. Este momento se 
estima gráficamente en la intersección 
con el eje de abscisas de una línea ver
tical trazada a partir del punto de unión 
entre una recta que sigue la primera fase 
de lecturas, que comprende el período 
de formación lenta de los diones con
jugados y otra trazada a partir de la fase 
de aumenta.rápido de los mismos. 

La concentración en plasma de 
colesterol total, triglicéridos y HDL se 
determinaron utilizando Kits comer
ciales (Triglycerides Enzymatic Trin
der Method, Menarini Diagnostics, Ao

rence, Italy, Cholesterol H.F. Enzy
matic Trinder Method, Menarini Diag
nostics and HDL-Cholesteril/Choles
terol, Boehringer, Mannheim, Ger
many. respectivamente). El colesterol 
en LDL se calculó siguiendo la fónnula 
de Friedewald. 

Las vitaminas E y A en plasma se 
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TAIII.A I CARACTERÍSTICAS llE LOS StlJETOS l•~~TlllllAl>OS 

Diabéticos Controles 
Nº indil'iduos estudiados Varones ( /5) Mujeres ( /9) Varones ( 15) Mujeres ( 17) 

Edad 14,88 ± 0,52 13,20 ± 0,43 19,93 ± 0,41 19,82 ± 0,21 
Tiempo de evolución 

de la diabetes 2,5 ±0,64 2,76±0,36 
Fructosamina (µMIL) 404,6± 20,9 368,7 ± 17,2 
HbAlc (%) 8,72 ±0,4 8,44 ±0,4 

TABLA II NIVEW EN PLASMA DE 'fRIGLICÉRIDOS Y COLFSI'EROL TOTAL EN LDLY HDL (MG/DL) 

Diabéticos Controles 
N" individuos estudiados Varones (15) Mujeres (19) Varones (15) Mujeres (17) 

Triglicéridos plasmáticos 55,39 ±4,32 

Colesterol plasmático 172,11 ± 6,40 

LDL-C 108,73 ± 5,33 

HDL-C 47,85 ±2,78 

*Varones vs mujeres (*:p< 0,05). 

determinaron mediante HPLC siguien
do métodos previamente descritos en 
nuestro laboratorio<23•24>. La hemoglo
bina glicosilada (HbAlc) se valoró 
mediante HPLC, con un coeficiente de 
variación interensayo de 1-1,5% y los 
resultados se expresan como porcenta
je de la hemoglobina total. La fructo
samina se valoró utilizando un kit 
comercial (Fructosamine, Hoffmann
La Roche AG, Basilea, Suiza). 

Análisis estadístico 

Se presenta la media ± error están
dard de los diferentes grupos experi
mentales. La significatividad de las 
diferencias entre los distintos grupos 
se determinó mediante el análisis de la 
varianza y el test Je Tuckey, utilizan-

61,60±4,36 70,56±7,66 57,83±4,18 

186,76 ± 7,67 172,47 ± 7,72 195,80 ± 7,33 

118,38 ± 6,61 113,04 ± 6,43 126,28 ± 7,09 

56,07 ±2,95 45,32 ±2,81 57,95 ± 3,32* 

do el programa Systat (Systat Inc. 
Evanston, Ill., USA). 

REsULTADOS 

Los sujetos diabéticos eran más 
jóvenes que los controles, y no se 
observaron diferencias entre varones y 
mujeres en la edad ni en el tiempo de 
evolución de la diabetes (Tabla 1). Los 
niveles de HbAlc y fructosamina, sólo 
fueron determinados en sujetos con 
DMID, no observándose diferencias 
entre individuos de sexo diferente 
(Tabla 1). Como cabría esperar, los 
valores fueron superiores a los consi
derados normales en individuos no dia
héticos (4-6% en el caso de la HbAlc 
y 185-271 µMIL en el de fructosami
na). 
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Perfil lipoproteico. Los niveles de 

colesterol total, triglicéridos y de coles

terol en las diferentes fracciones de 

lipoproteínas fueron similares en los 

individuos diabéticos y en los contro
les del mismo sexo (Tabla 11). Como 

era de esperar, en los controles, el coles
terol en HDL era significativamente 

más bajo en los varones que en las 

mujeres (Tabla II). En el grupo de dia

béticos, aunque la tendencia era simi
lar, estas diferencias entre los dos sexos 

no alcanzaron valores estadísticamen
te significatiyos (Tabla II). 

Los niveles plasmáticos de vitami
nas A y E en individuos con DMID 

fueron inferiores a los hallados en con
troles de su mismo sexo (Fig. l), sien
do las diferencias estadísticamente sig
nificativas para la vitamina A, tanto en 
varones, como en mujeres y sólo para 
éstas en el caso de la vitamina E. 

En cuanto a las cinéticas de oxida
ción de las LDL, no se hallaron dife
rencias en la fase latente ni en la pen
diente de formación de dienos conju
gados entre los valores hallados en 
LDL de individuos diabéticos y los 
controles (Tabla III). 

DISCUSIÓN 

En el presente estudio no se obser
varon diferencias significativas entre 
la susceptibilidad a oxidarse de las LDL 
aisladas a partir de adolescentes con 
DMID y las de individuos sanos de 
edad ligeramente superior. Este resul
tado contrasta con otros de la biblio
grafía<D.16>, en que se encontró una 
mayor susceptibilidad a oxidarse en las 
LDL aisladas de individuos diabéticos. 
En estos estudios se seleccionaron suje-
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Figura l. Concentraciones plasmáticas de vitaminas A y E en los diferentes grupos experimentales. Las 
vitaminas A y E fueron determinadas mediante HPLC según se ha descrito en la sección de métodos. 
*: individuos con DMID vs ccntroles. **: p< 0,01; ***: p< 0,001. 

TABLA ID FASE LATENTE Y PESDIENTE EN LA FORMACIÓN DE DIENOS CONJUGADOS EN LDL 

ÜXIDASA «IN VITRO» 

Diabéticos Controles 
N" individuos estudiados Varones (14) Mujeres (15) Varones (13) Mujeres (13) 

Fase 

Latente (min) 

Pendiente 
129,0± 13,8 

163,1 ± 12,7 
108,7 ± 10,4 

200,3± 13,0 

115,7 ± 12,6 113,6 ± 12,9 

182,0± 25,4 172,3 ± 13,5 

La oxidaci6n de WLfue iniciada mediante la adici6n de CuC12 en el medio, según se ha descrito 

en la secci6n de mitodlJs. Se detennin6 lafase latente relacionada con la susceptibilidad de las 

WL a oxidarse y la pendiente ((ndice de la velocidad de propagaci6n de la oxidaci6n de las 

WL). 

tos adultos, con varios años de evolu

ción de la diabetes y un mal control 

metabólico, con niveles de HbAlc muy 

superiores a los de los adolescentes del 

presente estudio<13•16>. Estas diferencias 

en la edad y el grado de control meta

bólico, podrían explicar la discrepan

cia con los resultados del presente estu

dio. 

Los niveles plasmáticos de vitami

na A en individuos con DMID fueron 

claramente inferiores a los hallados en 

controles, lo cual concuerda con lo 

observado por otros autores en situa-

ciones similares<25-26> o en el animal 

experimental diabético<27>. Las razones 

de esta menor concentración plasmáti

ca de vitamina A es desconocida, pero 

posiblemente esté relacionada con los 

menores niveles de proteína transpor

tadora de retinol observada en sujetos 

con DMID<25>. Los efectos de estos 

bajos niveles de vitamina A que pre

sentan los individuos diabéticos son 

desconocidos en la actualidad. si bien 

no alcanzan valores que se consideran 

indicativos de déficit de vitamina A(2K 1• 

Asimismo, los niveles plasmáticos 

11.1 

de vitamina E. otro potente antioxi

dante, también aparecen disminuidos 

en individuos con DMJD. Nuevamen

te, ello podría suponer un mayor ries

go de desarrollar enfermedades car

diovasculares en estos sujetos, ya que 

se sabe que unos bajos niveles de vita

mina E están asociados con un mayor 

riesgo de desarrollar ECV<B-11,. Esto 

posiblemente es debido a que la vita

mina E constituye el principal y más 

eficaz antioxidante de lípidos que exis

te en el organismo<29•31 >, por lo que su 

menor concentración debe disminuir la 

resistencia a la oxidación de lípidos, 

entre ellos los de LDL. Esta interpre

tación contrasta con la normal suscep

tibilidad a la oxidación que hemos 

encontrado «in vitro» en las LDL de 

los sujetos diabéticos, pero los meno

res niveles de vitamina E apuntan a que 

dicha susceptibilidad «in vivo» podría 

estar disminuida. De todas formas la 

falta de respuesta de las LDL «in vitro» 

sugiere que el grado de estrés oxidati

vo que puedan tener estos sujetos dia

béticos es relativamente bajo, de acuer

do a su aceptable control metabólico y 

corto tiempo de evolución. Es curioso 

destacar aquí que la menor concentra

ción de vitaminas antioxidantes en los 

sujetos estudiados es especialmente 

manifiesta en las mujeres y no en los 

varones. Aunque desconocemos la 

causa de esta diferencia entre sexos, 

podría relacionarse con el elevado ries

go de padecer ECV observada en las 

mujeres diabéticaso-3.m_ 

Como era de esperar, el perfil lipo

protéico de los sujetos con DMlD fue 

similar al hallado en controles de su 

mismo sexo. Estos resultados están de 

acuerdo con diversos estudios clínicos. 

donde no se han observado diferencias 
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