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RESUMEN

El experimento evalud “in vitro” la capacidad inhibitoria y protectora de la aspirina sobre el ataque
de la glucosa a la albumina sérica bovina en funcién del tiempo y de la concentracion del farmaco.
Para ello se probaron tres concentraciones diferentes y crecientes de aspirina y dos tiempos de
incubacion (3 y 5 dias) y se midid la sintesis de Fructosamina (albumina glicada), comparandose
los valores de albumina glicada obtenidos bajo diferentes concentraciones de aspirina y durante
distintos tiempos de incubacién, con muestras controles sin aspirina. Los resultados de los ensayos
apoyan la hipotesis de que la aspirina es efectiva en la inhibicién de la glicaciéon de la albumina y
que la preincubacion de albumina con aspirina a concentraciones antiinflamatorias ofrece
proteccién a la molécula de albumina frente a dichos procesos de glicosilacion no enzimatica de
proteinas; sin embargo la aspirina no es capaz de desplazar a la glucosa de sus sitios de unién con
la albumina y librarla de la glicacion una vez ocurrido tal proceso.

DeCS: ALBUMINA SERICA, GLICOSILACION, ASPIRINA, FRUCTOSAMINA.
ABSTRACT

The experiment evaluated "in vitro" the inhibitory and protecting capacity of aspirin on the attack of
glucose to bovine serum albumin according to the time and concentration of this drug. To this aim,
a test was done of three different and growing concentrations of aspirin and two times of incubation
(3 and 5 days) and the synthesis of fructosamine was measured (glycated albumin), with the values
of glycated albumin obtained under different aspirin concentrations and during different times of
incubation being compared with control samples without aspirin. The results of the trials support the
hypothesis that aspirin is effective in the inhibition of glycation of albumin and that the albumin
preincubation with aspirin at anti-inflammatory concentrations offers protection to the albumin
molecule before these processes of non enzymatic glycosilation of proteins; however, aspirin is not
able to displace glucose from its binding places with albumin and deliver it from glycation once
such a process has occurred.

MeSH: SERUM ALBUMIN, GLYCOSYLATION, ASPIRIN, FRUCTOSAMINE.



INTRODUCCION

La glicacién o glicosilacion no enzimatica de proteinas es una modificacion postsintética de
proteinas provocada por la unién de la glucosa u otros gllcidos a las proteinas sin que tenga lugar
participacion enzimatica. En todos los casos, las glicosilaciones no enzimatica de las proteinas
comienza con el ataque nucledfilico de la glucosa al grupo épsilon amino de la lisina o al grupo alfa
amino N-terminal de la proteina, con la formaciéon de una base de Shiff que es muy inestable, la
que en un periodo de semanas experimenta una lenta reorganizacion (reordenamiento de
Amadori), la cual conduce, en dependencia de la vida media de la proteina involucrada, a la
acumulacion de un aducto azUcar proteina estable, pero quimicamente reversible o la formacion de
sucesivas reacciones quimicas, rearreglos y deshidrataciones, que se desarrollan lentamente y
que forman los llamados AGEP (Advanced Glicosilation End - Products) que son irreversibles y que
se acumulan durante todo el tiempo de vida de la proteina, dando lugar a significativos cambios
estructurales y funcionales de la misma '

En las proteinas de corta vida, como la albumina, el reordenamiento de Amadori termina con la
formacién de una cetoamina estable conocida genéricamente como Fructosamina, de modo que
todas las proteinas glicadas del plasma, incluyendo a la albumina, son llamadas en su conjunto
Fructosaminas™™.

Debido a que los pacientes diabéticos poseen un nivel elevado de glucosa en sangre, ellos son
mas susceptibles a estos procesos de glicosilacion no enzimética de proteinas comparados con las
personas sanas. Asi, la glicacién, se piensa que inicie el largo nimero de complicaciones que
aparecen en los pacientes diabéticos, incluyendo un papel importante en la etiopatogenia de la
microangiopatia diabética, el desarrollo temprano de cataratas por la glicacién de las proteinas del
cristalino, reduccion de la elasticidad de los vasos sanguineos y el aumento de la resistencia
vascular periférica por glicacion del colageno *”. Por esta razén se ha prestado especial interés en
la busqueda de farmacos inhibidores de dichos procesos ®*°.

Estudios recientes han dado a conocer la capacidad de la aspirina para inhibir las glicosilaciones
no enzimaticas de proteinas debido a la acetilacion de los grupos épsilon amino de los residuos de
lisina, lo que implica que su uso reporte beneficios mayores para los pacientes diabéticos ™ *%.

Con el objetivo de probar si la aspirina es capaz de evitar o reducir la glicosilacién no enziméatica de
proteinas los autores se propusieron inicialmente hacer un ensayo “in vitro” utilizando para ello a la
albumina; la cual ha recibido una atencion especial por ser la mas abundante de las proteinas del
plasma y ha sido usada para la evaluacion del control metabdlico del paciente diabético y como
modelo para los estudios de glicacién de todas las proteinas del plasma.

MATERIAL Y METODO

Se realizdé un estudio experimental “in vitro” sobre la hipétesis de que la aspirina tiene efecto
inhibitorio sobre el proceso de glicosilacién no enzimatica de proteinas. El trabajo se realizé en la
seccion de Quimica Especial del Departamento de Laboratorio Clinico del Hospital Clinico
Quirargico Docente “Camilo Cienfuegos” de Sancti Spiritus.

Definiciones operacionales:

Después de administrar una dosis de aspirina, el 73% de la misma se convierte en acido salicilico
producto de la accién enzimatica a nivel intestinal y hepatico y sélo el 27% se mantiene en sangre
como &cido acetilsalicilico (AAS). Es precisamente este 27% de acido acetilsalicilico el que tiene
poder inhibitorio sobre la glicacion de proteinas por lo que en nuestra investigacion, trabajaremos
con concentraciones terapéuticas de acido acetilsalicilico y no de acido salicilico, simulando los
fendmenos que ocurren “in vivo” 13



Se utilizaron dosis antiinflamatorias, analgésicas-antipiréticas y antiagregante plaquetario de
aspirina, entendiéndose como tales la concentracion de acido acetilsalicilico que aproximadamente
se obtiene en sangre después de administrar una dosis dada de aspirina. Después de administrar
una dosis antiinflamatoria de aspirina entre 3 y 6g, analgésica-antipirética de 0,5 a 1g o una dosis
diaria entre 125 y 300 mg. con efecto antiagregante antiplaquetario se obtendra una concentracion
sanguinea de salicilatos (acido acetilsalicilico y acido salicilico) aproximada de 300 mg/L, 60 mg/L y
19,6 mg/L en cada caso, de los cuales son acido acetilsalicilico el 27% de la cantidad administrada,
la que se corresponde aproximadamente con 81 mg/L para la dosis antiinflamatoria, 16,2 mg/L
para la dosis analgésica-antipirética y 5,3 mg/L para la dosis con accion antiagregante plaquetario.
En las condiciones de trabajo estas concentraciones, se lograron afiadiendo diferentes cantidades
de aspirina en dependencia al ensayo que se experimentaba, de forma tal que se alcanzaran estas
concentraciones de acido acetilsalicilico.

Condiciones experimentales

Con el objetivo de hacer comparable este experimento “in vitro” con las condiciones “in vivo” del
paciente diabético y sin modificar el procedimiento propuesto por Jonhson y cols. ** para glicacion
“in vitro” de proteinas, en el que se utiliza una concentracidon de glucosa 200 mmol/L, la que es 25
veces superior a la concentracion de un paciente diabético con valores de glicemia £7,8 mmol/L, se
decidié multiplicar por 25 la cantidad de acido acetilsalicilico calculado, que debian ser agregados
en cada caso para obtener una concentracién de una dosis antiagregante plaquetaria, analgésica-
antipirética y antiinflamatoria y de esta forma plantear el experimento. Asi las concentraciones de
glucosa y de aspirina, aunque 25 veces superiores a las obtenidas en un paciente diabético que
ingiera el farmaco, serian comparables y homologadas. De otra forma habria demasiada glucosa, y
poca aspirina, lo que podria ser una limitacion del experimento. Ademas asi se logrd el efecto
glicosilante de la glucosa o inhibitorio de la aspirina en un periodo de tiempo mas corto, de lo
contrario se necesitarian periodos de incubacion considerablemente largos.

Orden de los experimentos:
1. Inhibicién de la glicacién por el acido acetilsalicilico.

Con el objetivo de probar el efecto inhibitorio de la aspirina sobre la glicacion de la albumina, se
incubaron 3 concentraciones diferentes de aspirina con cantidades constantes de albimina sérica
bovina y glucosa, durante diferentes tiempos de incubacion.

Se depositaron 50 ml de albimina sérica bovina en 18 tubos de ensayo estériles con tapa de
rosca. A los primeros 6 tubos se les afiadié 10 ml de una solucién 1,2 M de glucosa y 7,95 mg de
acido acetilsalicilico (concentracién antiagregante plaquetaria). A los tubos del 7 al 12 se les
agreg6 10 ml de glucosa 1,2 M y 24,3 mg de &cido acetilsalicilico (concentracion analgésica-
antipirética) y a los tubos del 13 al 18 ademas de la misma cantidad de glucosa se le adicion6
121,5 mg de acido acetilsalicilico (concentracién antiinflamatoria). Se incubaron a 37°C y por
espacio de 3 dias los tubos 1, 2, 3, 7, 8,9, 13,14 y 15 y el resto por espacio de 5 dias, posteriores
a los cuales se dializaron en bolsas para dialisis contra buffer fosfato pH 7,3 para eliminar la
aspirina y glucosa remanentes y se concentré utilizando polietilenglicol 6000 hasta obtener 1ml,
determinandose posteriormente la concentracién de albimina glicada en cada una de las réplicas
por la técnica de Jonhson y colaboradores *°, modificada por Baker *°.

Muestras con albumina sérica bovina y glucosa que no contenian aspirina se incubaron bajo las
mismas condiciones experimentales, utilizandose como controles.

1. Preincubacion de la albimina bovina con aspirina.



Para conocer si la aspirina una vez unida a la albimina evita la unién posterior de la glucosa se
preincubd durante 5 dias la albumina sérica bovina con aspirina y posteriormente se le afadio
glucosa y se incub6 nuevamente por espacio de 3 y 5 dias, después de los cuales se midieron los
niveles de albumina glicada.

Se depositaron 50 ml. de albumina sérica bovina tamponada en 18 tubos para ensayo estériles y
con tapa de rosca. Se afiadi6 6,625 mg de acido acetilsalicilico en los tubos del 1 al 6
(concentracion antiagregante plaquetario) 20,25 mg en los tubos del 7 al 12 (concentracion
analgésica-antipirética) y 101,25 mg en los tubos restante (concentracion antiinflamatoria) y se
incubaron a 37°C por espacio de 5 dias. Se dializé contra buffer fosfato para eliminar el resto de la
aspirina, seguidamente se concentrd, y se completo hasta obtener el volumen inicial.

Se afadio a cada uno de los tubos 10 ml de glucosa 1,2 M y se incubaron nuevamente por espacio
de 3 dias los tubos 1,2,3,7,8,9,13,14,15 y durante 5 dias los tubos 4,5,6,10,11,12,16,17 y 18.

Se repitieron los procedimientos de didlisis y concentracién, determinandose posteriormente la
concentraciéon de albimina glicada en cada una de las réplicas.

Se procesaron conjuntamente con las muestras de estudio tubos controles de albimina bovina sin
aspirina.

1. Determinaciéon de la capacidad del acido acetilsalicilico para desplazar a la glucosa
de su union con la albumina.

Para determinar si una vez establecido el enlace entre la albimina y la glucosa, esta Ultima puede
ser desplazada por el 4cido acetilsalicilico, se incubd albumina sérica bovina previamente glicada
con diferentes concentraciones de &cido acetilsalicilico.

Se depositaron 10 ml de albimina glicada en 18 tubos. Se afiadié aspirina a concentraciones
antiagregante plaquetaria (1,325 mg), a los tubos del 1 al 6 analgésica-antipirética (4,05 mg), de
los tubos del 7 al 12 asi como dosis antiinflamatoria (20,25 mg), en los tubos del 13 al 18. Se
incub6 a 37°C por espacio de 3 dias los tubos 1,2,3,7,8,9,13,14 y 15 y durante 5 dias los tubos
4,56,10,11,12,16,17 y 18. Después de estos 2 tiempos de incubacion, se repitieron los
procedimientos de dialisis y concentracién, determindndose la concentracion de albumina glicada
en cada una de las réplicas. En este ensayo también se montaron controles de albimina glicada
sin aspirina.

Procesamiento estadistico

Los datos obtenidos en este trabajo fueron procesados en una mini computadora utilizando el
paquete de Software, para andlisis estadistico denominado SPSS. Se utilizaron medidas
descriptivas y el Test. t-student para comparar la existencia de diferencia en cuanto al rendimiento
de albumina glicada en uno y otro tiempo de incubacion, también se utilizé el test de diferencia de
medias para grupos independientes, asi como, el analisis de varianza para precisar si
habia diferencias significativas entre los niveles de albumina glicada en una u otra concentracion
de aspirina. Se trabajo con un nivel de significacion de a=0,05. Los resultados se muestran en
tablas.



RESULTADOS
Inhibicion de la glicacion por el acido acetilsalicilico

Los resultados del estudio del efecto inhibitorio de la aspirina sobre la generacion de albumina
glicada se muestra en la tabla No. 1. Al comparar la produccion “in vitro” de albumina glicada en las
muestras bajo el efecto de cada una de las concentraciones de &cido acetilsalicilico con la obtenida
en los controles, se comprobd, que hubo diferencias significativas (p<0,05) entre el rendimiento de
albumina glicada alcanzada en los controles y la lograda en las muestras que contenian la
concentraciéon antiinflamatoria de aspirina tanto después de 3 dias como de 5 dias de incubacion,
no afectandose apreciablemente la produccion de albumina glicada a dosis analgésica-antipirética
y antiagregante plaquetaria, lo que demuestra que aunque los valores de albumina glicada
obtenidos en las muestras son apreciablemente inferiores a la de los controles, sélo fue
estadisticamente importante el efecto inhibitorio que se logré con dosis antiinflamatorias de acido
acetilsalicilico. No obstante la sintesis de albumina glicada no fue estadisticamente mayor en un
tiempo de incubacién que en el otro, ni en cada una de las concentraciones de aspirina aplicada, ni
en los controles.

Preincubacion de la albimina sérica bovina con aspirina

Los resultados de este ensayo se muestran en la tabla No. 2 en la que se observan diferencias
apreciables entre el rendimiento de albumina glicada obtenida en los tubos con acido acetilsalicilico
a diferentes concentraciones y los tubos controles. Observe que tanto a los 3 dias como a los 5
dias de incubacion, la sintesis de albumina glicada fue significativamente (p<0,05) menor en los
tubos con AAS independientemente de la concentracion utilizada, que la lograda en los tubos
controles sin preincubacion con aspirina.

Los efectos inhibitorios de la preincubacidon con aspirina sobre la glicaciéon de la albumina, no
fueron significativamente superiores a una concentracion de AAS en particular. Se logré inhibir la
glicacion de la albumina previamente unida a la aspirina, tanto a concentraciones tan altas como la
antiinflamatoria, como tan bajas como la antiagregante plaquetaria. Sin embargo los valores de
albumina glicada alcanzados en los tubos de prueba y en los controles, fueron significativamente
superiores (p<0,05), después de 5 dias de incubacion.

Determinacién de la capacidad del acido acetilsalicilico para desplazar a la glucosa de su
unién a la albumina.

En la tabla No. 4 se puede apreciar que no existen diferencias significativas (p>0,05) entre los
valores de Fructosamina obtenidos, ni en funcién del tiempo de incubacién, ni en dependencia a la
concentracion de acido acetilsalicilico utilizado.

DISCUSION

En el primer ensayo se tratd6 de exponer a la glucosa y al acido acetilsalicilico bajo la misma
condicidn experimental de reaccién. A concentraciones antiinflamatorias de aspirina los grupos
épsilon amino de los residuos de lisina de las cadenas laterales asi como el grupo alfa amino N
terminal de la albumina interactdan con la aspirina quedando acetilados y limitandose la posibilidad
de unién de la glucosa. Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Martinus y
colaboradores™ sobre el efecto inhibitorio “in vitro” de los procesos de glicosilacién no enzimatica
por aspirina y diclofenac.

Los resultados del segundo experimento demuestran que la aspirina ofrece alguna proteccion
contra la glicacion actuando como molécula “chaperona” entre la glucosa y la proteina, efecto que
demostré6 Heath' en este caso la aspirina actuaba inhibiendo la inactivacién de la malato



deshidrogenasa por la glucosa. Las diferencias en cuanto al efecto protector de la aspirina después
de 3 y 5 dias de incubacién, creemos que esto se deba a una menor disponibilidad de sitios de
reaccién en la molécula de albumina para reaccionar con la glucosa debido a previa acetilacién de
la albumina por el acido acetilsalicilico, pero estas probabilidades de reaccion tienden a aumentar
en funcién del tiempo. Al parecer 3 dias de incubacion fueron practicamente insuficientes para
lograr interacciones importantes y, en 5 dias pueden aumentar substancialmente las posibilidades
de reaccién.

Con relacion a la capacidad de la aspirina para desplazar a la glucosa de su unién con la albimina,
los resultados sugieren que la glucosa una vez unida a la albumina formando la albimina glicada
establece un enlace covalente con la albamina el cual la aspirina no puede romper.

Después de realizar los tres ensayos “in vitro” donde se probd la capacidad protectora y/o
inhibitoria de la aspirina sobre las glicaciones proteicas podemos concluir que:

1. El acido acetilsalicilico a concentraciones antiinflamatorias es capaz de inhibir “in vitro” la
glicacion de la albamina sérica bovina.

2. El acido acetilsalicilico protege a la albumina sérica bovina del proceso de glicosilacién no
enzimatica.

3. El acido acetilsalicilico no es capaz de desplazar “in vitro” a la glucosa de su unién a la
albumina, una vez formada la albumina glicada.
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ANEXOS

Tabla No. 1. Rendimiento de albumina glicada después de la incubaciéon con aspirina.

L . Fructosamina (mmol/L) | Fructosamina (mmol/L)
Concentracion de aspirina.

Tercer dia. Quinto dia.

n |Media+DS n | Media+DS
Antiagregante plaquetaria. |3 |7,89 +1,17 3 |11,02 0,27
Analgésica-antipirética. 3 |7,11+£1,22 3 19,42+0,25
Antiinflamatoria. 3 /311+0,81 3 |60 +0,28
Control. 3 18,02+0,99 3 |11,65+1,06

Tabla No. 2. Rendimiento de albiumina glicada después de su preincubacién con aspirina.

L . Fructosamina (mmol/L) | Fructosamina (mmol/L)
Concentracion de aspirina.

Tercer dia. Quinto dia.

n |Media+DS n | Media = DS
Antiagregante plaquetaria. |3 | 4,95+ 0,26 3 16,79+0,53
Analgésica-antipirética. 3 14,00+£0,44 3 1/5,86+0,69
Antiinflamatoria. 3 12,89+ 0,60 3 |4,30+0,35
Control. 3 |7,49+0,43 3 110,51+0,44

Tabla No. 3. Efecto de la aspirina sobre la albumina previamente glicada.

Fructosamina (mmol/L) | Fructosamina (mmol/L)

Concentracion de aspirina. | Tercer dia. Quinto dia.

n |Media+DS n |Media+DS
Antiagregante plaquetaria. |3 |5,56 + 0,14 3 |5,89+0,07
Analgésica-antipirética. 3 |546+0,13 3 |5,91+0,02
Antiinflamatoria. 3 |556+0,10 3 |5,67+0,08
Control. 5 |5,64 + 0,063 5 |587+0,51



