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SINTESIS

Por la vinculacion del estrés oxidativo con la embriopatia diabética varios estudios
experimentales han evaluado suplementos antioxidantes sin un beneficio
concluyente. En este trabajo se evaluaron efectos de un suplemento de a-tocoferol
en complicaciones de la diabetes en ratas prefiadas y su descendencia.

Se utilizaron ratas Wistar hembras que se hicieron diabéticas por administracion de
estreptozotocina intraperitoneal (65 mg/kg). Durante la gestacidon dos grupos
recibieron 150 mg/kg/dia de acetato de a-tocoferol y dos el vehiculo (NaCl 0,9 %),
por sonda esofagica, hasta los dias 11,5 o 20 para estudiar las etapas embrionaria y
fetal respectivamente. Se emplearon ratas sanas prefiadas como controles.

En las ratas diabéticas con a-tocoferol disminuyeron los dafios en la corteza renal,
las malformaciones, retrasos y pérdidas embrionarias, asi como las muertes fetales y
las alteraciones de las placentas. Los embriones presentaron menores niveles de
proteinas y lipidos oxidados, mientras los fetos y ratas de 20 dias de gestacion sin
camadas alteradas mostraron incremento del antioxidante glutation reducido en el
higado sin cambios en otros marcadores de estrés oxidativo. No se observé
citotoxicidad ni genotoxicidad en la médula ésea de las ratas u otro efecto perjudicial.
Con este trabajo se aporta todo un sistema experimental para estudios de diabetes y
prefiez en ratas. Se proporcionan evidencias de que los suplementos de a-tocoferol
pueden ser Utiles para atenuar la embriopatia y la nefropatia en ratas diabéticas y de
que estos efectos pudieran deberse a otros mecanismos ademas de la accion

antioxidante de esta vitamina.
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ABREVIATURAS MAS UTILIZADAS

AGE: productos finales de glicosilacion avanzada
ADNox: ADN oxidado

CVe: grupo control con vehiculo

CEe: grupo control con a-tocoferol

DVe: grupo diabéticas con vehiculo

DEe grupo diabéticas con a-tocoferol

GSH: glutation reducido

GSSG: glutation oxidado

GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
MDA: malonildialdehido

NN: nitratos y nitritos

NAD": nicotinadenindinucleétido oxidado

NADPH: nicotinadenindinucledtido fosfato reducido
NF-kB: factor de transcripcién nuclear kB

PKC: proteina quinasa C

PARP-1: poli ADP-ribosa polimerasa 1

PAOP: productos avanzados de oxidacién de proteinas
RAGE: receptores para productos finales de glicosilacion avanzada (AGE)

VEGEF: factor de crecimiento del endotelio vascular



INTRODUCCION

Al nivel mundial la diabetes mellitus se encuentra entre las 10 primeras causas de
discapacidad y por ella mueren cada afio 4,6 millones de personas, una muerte cada
siete segundos®. Cuba no escapa de este problema, con un aumento notable del
namero de enfermos en los ultimos afos y una tasa de defunciones de 19,8 por cada
100 000 habitantes, manteniéndose entre las primeras causas de mortalidad?.

En la mujer diabética, ademas de las complicaciones comunes a todos los pacientes
diabéticos®, se producen alteraciones en la reproduccion y la gestacion®’; se ha
observado una elevada incidencia de abortos espontaneos, disfuncion placentaria,
morbimortalidad materna y neonatal, asi como de malformaciones congénitas y
trastornos metabdlicos y cardiovasculares que se manifiestan en la vida postnatal en
la descendencia®”’.

Aln no estan totalmente esclarecidos los mecanismos de las complicaciones de la
gestacion vinculadas a la diabetes, pero se sabe que existe una asociacion con el
ambiente intrauterino pro-oxidante y pro-inflamatorio que se produce como
consecuencia de los trastornos metabdlicos®*'. La situaciéon que se genera causa
cambios en eventos de sefalizacion cruciales durante determinados periodos del
desarrollo prenatal, alteraciones en la expresion de genes relacionados con la
morfogénesis y dafio estructural del material genético®**.

Aunque los cuidados pre-concepcionales son la base de un embarazo exitoso*?, en la
mujer diabética es dificil lograr un control metabdlico estable®. Encontrar métodos

para prevenir algunos de los dafios producidos por la diabetes contribuiria a mejorar



la salud de la madre y su descendencia. Por tal motivo, diferentes modelos

experimentales de diabetes y prefiez han evaluado los efectos de la administracion

13,14 15-22

de antioxidantes, tanto in vitro como in vivo , observandose disminuciéon de la

dismorfogénesis embrionaria y fetal. Sin embargo, no siempre el beneficio de los
suplementos antioxidantes es sin riesgos, por lo que se hace necesario continuar
investigando sus efectos en la prevencién de las complicaciones de la diabetes®.
Entre los suplementos antioxidantes mas evaluados se encuentra el a-tocoferol, que
constituye la forma de vitamina E mas abundante en el organismo. Su accion
antioxidante mas reconocida se centra en interferir la reaccion en cadena de la
peroxidacion de los lipidos de membrana®*, ademas de que se ha propuesto como un
regulador de la expresion de genes y la sefializacion celular?.

A pesar de que se han observado beneficiosos con el uso de suplementos de

vitamina E en estudios experimentales de diabetes y prefiez los resultados no son

15-22

concluyentes En algunas investigaciones se han producido alteraciones en

19,26

embriones de ratas no diabéticas e incremento de las reabsorciones!’. En las

investigaciones clinicas se han observado efectos favorables en la reduccién del

27-31

estrés oxidativo’’ !, en la funcién endotelial®®®* y placentaria®’, pero no se ha

34-38

demostrado un beneficio claro sobre las complicaciones cardiovasculares y el

control metabélico de los pacientes®’°.

Los efectos negativos de los suplementos de vitamina E pudieran relacionarse con el
uso de altas dosis, los tiempos prolongados de los tratamientos, asi como con
diferencias genéticas que pudieran hacer beneficiosa su utilizacion en unos

35,39

individuos y no en otros Los resultados contradictorios en los estudios de



reproduccion se han observado cuando la administracién del suplemento se inicia en
etapas avanzadas de la gestacion®, mientras que se han producido beneficiosos

cuando se comienza en el periodo peri-concepcional***?,

Problema practico

La diabetes materna se asocia con una elevada incidencia de anomalias del
desarrollo embrionario, fetal y placentario*”; el riesgo de malformaciones congénitas
se incrementa entre tres y cinco veces®, constituyendo la causa principal de
mortalidad perinatal**.

En Cuba los defectos congénitos de la morfogénesis, entre los que se incluyen las
malformaciones, se encuentran entre las primeras causas de muerte en los primeros
afios de vida, siendo la primera en menores de un afio®. Si a esto se suma que la
prevalencia de diabetes en mujeres en edad fértil es alta®, se puede afirmar que se
esta en presencia de un importante problema de salud materno-infantil.

Preguntas cientificas

-¢, Disminuirdn las malformaciones y otros trastornos del desarrollo en embriones y
fetos de ratas diabéticas con un suplemento de a-tocoferol?

-¢La administracion de un suplemento de a-tocoferol a ratas diabéticas prefiadas
tendra efectos favorables en el desarrollo de la placenta?

-¢La administracion de un suplemento de a-tocoferol a ratas diabéticas prefiadas
influird en el estado metabdlico y las complicaciones de la diabetes?

-¢La administracion de un suplemento de a-tocoferol tendra efectos beneficiosos en

ratas diabéticas y su descendencia asociados a su funcion antioxidante?



Objetivos

1- Evaluar la influencia de un suplemento de a-tocoferol en el estado metabdlico, la
estructura del tejido renal y la integridad cromosdémica de ratas diabéticas
prefiadas.

2- Evaluar la influencia de la administracion de a-tocoferol a ratas diabéticas
prefiadas en el desarrollo de embriones y fetos.

3- Evaluar la influencia de un suplemento de a-tocoferol en el desarrollo de la
placenta de ratas diabéticas.

4- Evaluar la influencia de un suplemento de a-tocoferol en la capacidad
antioxidante y el dafio oxidativo a biomoléculas de ratas diabéticas prefiadas y su

descendencia.

Disefio general del estudio: se realiz6 una investigacion longitudinal prospectiva,
explicativa y con disefio experimental. En la misma se reprodujo un modelo de
diabetes mellitus tipo 1, mediante la administracion intraperitoneal de
estreptozotocina (65 mg/kg) a ratas Wistar hembras, fértiles y virgenes®. Cuando las
ratas se hicieron diabéticas (glicemia > 11 mM)* fueron apareadas con machos
sanos de la misma cepa.

El primer dia de la gestacion se designé como dia 0%’ y se formaron cuatro grupos
de estudio: dos recibieron 150 mg/kg/dia de acetato de a-tocoferol y dos el vehiculo
(NaCl 0,9 %), mediante sonda esofagica y en las primeras horas de la mafiana. Esta

dosis se escogio ya que en otras investigaciones, entre las que se incluye un estudio



de dosis, ha producido disminucion de las reabsorciones y malformaciones en
embriones de ratas diabéticas™™’.
A uno de los grupos de ratas que recibieron el a-tocoferol y a uno de los que

recibieron el vehiculo se les realizé la eutanasia el dia 11,5 de la gestacion™>*®

y a
los otros dos grupos el dia 20%', para estudiar las etapas embrionaria y fetal
respectivamente. En el dia 11,5 ya se ha producido el cierre del tubo neural en los
embriones por lo que pueden identificarse malformaciones relacionadas con esta
estructura®“®. El dia 20 es uno de los Ultimos de la gestacién en las ratas y la
extraccidn de los cuernos uterinos por cesarea es esencial para analizar variables
como reabsorciones y muertes fetales®’.

Como controles se emplearon ratas sanas prefiadas: un grupo con a-tocoferol y otro
con vehiculo hasta el dia 11,5 de la gestacion, y otro grupo que no recibié ninguna de
estas sustancias hasta el dia 20 de la gestacion.

En todas las ratas se determinaron variables de quimica sanguinea, la ganancia de
peso durante la gestacibn y marcadores de estrés oxidativo en sangre y
homogeneizado de higado. En las ratas de 20 dias de gestacion también se
evaluaron variables del hemograma, citogenéticas en médula 6sea y de la estructura
histoldgica de la corteza renal. Se analizaron las implantaciones, la estructura de los

embriones, fetos y placentas, asi como las concentraciones de marcadores de estrés

oxidativo en homogeneizado de embriones e higados fetales.



Novedad

1. Con esta investigacion se desarrolla por primera vez en Cuba un sistema
experimental para el estudio de ratas diabéticas gestadas y las consecuencias de
la diabetes materna sobre la descendencia.

2. Por primera vez se evallan en una misma investigacion los efectos de un
suplemento de a-tocoferol en ratas diabéticas prefiadas, sus placentas,
embriones y fetos, con estudios morfoldgicos, bioquimicos y citogenéticos.

3. Se propone Yy justifica una nueva clasificacion de los embriones de ratas de 11,5
dias de gestacion, en normales, malformados y retrasados. La novedad consiste
en considerar a los embriones con apariencia normal pero que presentan apertura
del neuroporo posterior del tubo neural como un grupo independiente de los
embriones normales y malformados, clasificandolos como retrasados.

4. Por primera vez se describen las alteraciones en la corteza renal de ratas Wistar
con diabetes inducida por estreptozotocina y prefiadas, evidenciadas por
microscopia éptica y electronica de transmision. También se aportan evidencias

del efecto protector de un suplemento de a-tocoferol sobre esta estructura.

Aporte

Esta investigacion ha permitido contar con un sistema experimental para estudios de
diabetes y prefiez en ratas de utilidad para evaluar estrategias encaminadas a
mejorar la salud de la madre diabética y su descendencia. Se aportan elementos de
las caracteristicas histolégicas de la corteza renal de ratas Wistar con diabetes

inducida por estreptozotocina y prefladas que pueden ser empleados para estudios



de la nefropatia diabética en este modelo experimental. Se proporcionan evidencias
de que los suplementos de a-tocoferol pueden ser Utiles para atenuar la embriopatia
y la nefropatia en ratas diabéticas y de que estos efectos pudieran deberse a otros

mecanismos ademas de la accidén antioxidante de esta vitamina.



1. MARCO TEORICO



1. MARCO TEORICO

La diabetes mellitus es un sindrome metabdlico complejo, caracterizado por
alteraciones en el metabolismo de los gldcidos, lipidos y proteinas, como
consecuencia de una deficiencia de la secrecion de insulina, de su accion o de
ambas®. Su origen es multifactorial y entre sus causas se encuentran distintos
factores genéticos, ambientales, inmunolégicos y virales*.

Las formas mas comunes de diabetes son las llamadas tipo 1 y tipo 2. En la diabetes
tipo 1 se produce la muerte de las células B del pancreas por necrosis secundaria a
una respuesta autoinmune, con la consecuente deficiencia en la produccién de
insulina. La diabetes tipo 2 es la mas frecuente (90 % - 95 % de los casos) y se
caracteriza por alteraciones de la respuesta a la insulina, aunque la capacidad de
secrecion de las células B pancreaticas disminuye con el tiempo®°.

Existen otros tipos de diabetes producidas por defectos genéticos que afectan el
funcionamiento de las células B o la accion de la insulina, asi como causadas por
algunas endocrinopatias, alteraciones del pancreas exocrino, el efecto de algunas
drogas, ciertas infecciones virales, defectos autoinmunes y varios sindromes
genéticos*®. Otro grupo corresponde a la diabetes gestacional, que se presenta a
partir de la semana 24 de la gestacién y afecta del 7 % al 14 % de las embarazadas
(dependiendo de la poblacién estudiada y de las pruebas diagndsticas empleadas) *°.
Las complicaciones a largo plazo de la diabetes incluyen dafios en la retina, en los
glomeérulos renales, en los nervios periféricos, asi como enfermedades asociadas

con aterosclerosis acelerada, especialmente manifiesta en las arterias que irrigan el



corazon, el cerebro y las extremidades inferiores®. El crecimiento de nuevos vasos
sanguineos se afecta, disminuyendo el desarrollo de circulacién colateral cuando se
producen isquemias, como las cardiacas, y en las Ulceras resistentes de los pies®. En
la actualidad la diabetes, a pesar de los tratamientos existentes, constituye un riesgo

para la salud de las madres y sus hijos®.

1.1 Estrés oxidativo y diabetes mellitus

El estrés oxidativo participa en cualquier tipo de diabetes, tanto en su génesis como
en sus complicaciones. En la diabetes tipo 1 las especies reactivas del oxigeno
participan en la disfuncién de las células 3 del pancreas iniciada por reacciones
autoinmunes y citocinas inflamatorias®’. En la diabetes tipo 2 la hiperglicemia e
hiperlipemia cronicas incrementan la produccién de especies reactivas del oxigeno,
lo cual provoca activacion de la apoptosis de las células 8 pancreaticas, alteracion de
la sintesis de la insulina® vy resistencia periférica a esta hormona®. Las
complicaciones de la diabetes son causadas por la exposicidon prolongada a altos
niveles de glucosa, a lo cual contribuyen factores genéticos de susceptibilidad

individual y factores aceleradores, como la hipertensién y la dislipidemia®.

1.1.1 Especies reactivas del oxigeno y antioxidantes

Las moléculas derivadas del oxigeno con alto potencial oxidante, conocidas como
especies reactivas del oxigeno, pueden ser radicales libres o no. Los radicales libres
son moléculas que contienen un electrén desapareado en su orbital externo, tienen la

capacidad de existir de forma independiente y son altamente reactivas. Las especies
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no radicélicas son también agentes oxidantes y pueden ser convertidos facilmente en
radicales®.

Entre las principales especies reactivas del oxigeno se destacan: el superoxido
(O27), el hidroxilo ((OH), el peroxido de hidrégeno (H20-), el éxido nitrico (NO) y los
peréxidos organicos (ROOH) **. Estas sustancias tienen importantes funciones, como
la activacion de neutréfilos durante la inflamacion e infeccién, asi como la
participacion como moléculas sefiales en procesos celulares de proliferacion,
diferenciacién y apoptosis®.

Por otra parte, el organismo dispone de antioxidantes que son sustancias que a
bajas concentraciones con relacion a un sustrato oxidable disminuyen
significativamente o previenen su oxidacion®®. El sistema antioxidante enzimatico
comprende las enzimas que tienen como sustratos las especies reactivas que se
forman en la secuencia de reducciones por las que atraviesa el oxigeno®’. El sistema
antioxidante no enzimatico estd formado por numerosos compuestos de bajo peso
molecular, entre los que se encuentran el glutation reducido (GSH), las vitaminas E,
Cy A, la bilirrubina y el &cido Grico™.

La familia de las superoxido dismutasas estda compuesta por un conjunto de
metaloenzimas con amplia distribucion en el organismo, que catalizan la dismutacién
del superéxido formando peréxido de hidrogeno y oxigeno®’. La enzima catalasa esta
involucrada en la destruccion del peroxido de hidrégeno generado durante el
metabolismo celular®’. La glutation peroxidasa cataliza la reduccién del peréxido de
hidrogeno o lipoperéxidos utilizando como agente reductor al GSH, el cual es

regenerado por accion de la glutation reductasa®’.
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El GSH constituye el principal antioxidante endégeno no enzimatico y en su accion
es oxidado (GSSG), por lo que su concentracion o la relacion GSH/GSSG pueden
ser empleadas como marcadores de estrés oxidativo®®*°. Ademas de ser utilizado por
la glutation peroxidasa, el GSH es importante para la recuperacion de las vitaminas C
y E luego de participar en la eliminacion de radicales libres, asi como en procesos
celulares de diferenciacién, proliferacion y apoptosis®.

Las vitaminas antioxidantes constituyen un grupo de agentes reductores capaces de
donar electrones a especies oxidadas. Entre ellas se encuentra la vitamina E, que es

el antioxidante soluble en lipidos mas importante?.

1.1.2 Estructura, metabolismo y funcion de la vitamina E

El término vitamina E agrupa un conjunto de compuestos que incluye cuatro
tocoferoles y cuatro tocotrienoles. Ambos tipos de moléculas estan formadas por un
anillo cromanol y difieren entre si por la estructura de su cadena lateral®. A su vez,
existen cuatro formas de tocoferoles y tocotrienoles identificadas como a, B, v, y 9,
que se diferencian entre si en los sustituyentes de los carbonos cinco y siete del
anillo cromanol® (Figura 1).

El a-tocoferol es la vitamina E con mayor actividad biolégica, ya que el organismo la
retiene de manera selectiva; esto hace que la mayoria de las investigaciones se
dirijan hacia esta forma y no hacia otras®’. Los mecanismos implicados en la
preferencia por el a-tocoferol dependen del destino de las diferentes tipos de

vitamina E una vez que llegan al higado luego de su ingestion con la dieta; el a-

12



tocoferol es liberado hacia el plasma, mientras que las otras formas son

degradadas®?.

A) Ry

R;=R,=CH; a-tacoferol
Ry=H,R;=CH;, B-tocoferol
Ry=CH; R;=H y-tocoferol

R,= R,=H a-tocoferol

Ri=R,=CHa: a- tocotrienol

Ri=H.R,=CHa: p-tocotrienol
R;=CH; R;=H:  7y-tocotrienol

Ri=R;=H: 5-tocotrienol

Figura 1. Estructura de los componentes de la familia vitamina E

(modificado de: Kono N. 2015) °*,

A) Estructura de los tocoferoles; B) Estructura de los tocotrienoles.

Notese como los tocoferoles y tocotrienoles tienen el mismo anillo cromanol pero difieren en
la estructura de la cadena lateral. Las formas de cada uno de estos compuestos difieren en
los sustituyentes de los carbonos 5y 7, representados como R1 y R2 respectivamente.

La absorcion de la vitamina E ingerida con los alimentos ocurre en el intestino
delgado y es favorecida por el consumo de grasas. Es liberada de los enterocitos
formando parte de los quilomicrones, aunque una pequefia cantidad puede formar
parte de lipoproteinas de alta densidad (HDL) pequefias. Ambos tipos de
lipoproteinas viajan por la linfa hacia la circulacion sanguinea sistémica. La vitamina

E no absorbida por el intestino es eliminada en las heces fecales®".
13



Los quilomicrones disminuyen su contenido de triacilgliceroles en los tejidos
muscular y adiposo, por accion de la lipasa de lipoproteinas, luego de lo cual son
incorporados al higado por receptores especificos. La proteina transferidora de a-
tocoferol se une al a-tocoferol liberado al citoplasma de los hepatocitos y lo re-
empaca en las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)®.

Las VLDL en la circulacion disminuyen su contenido de triacilgliceroles de forma
similar a los quilomicrones, convirtiéndose en lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL) y luego en lipoproteinas de baja densidad (LDL). La endocitosis mediada por
receptor de las LDL permite la incorporacién del a-tocoferol a los tejidos periféricos,
donde queda formando parte de las membranas celulares®.

Las HDL pequefias que transportan vitamina E desde los enterocitos pueden
incorporarla directamente a los tejidos periféricos o transferirla hacia las VLDL y LDL
en el plasma®.

La vitamina E que no queda unida a la proteina transferidora de a-tocoferol en el
higado (tanto el exceso de a-tocoferol como las otras formas de vitamina E) es
excretada en la bilis o sometida a un rapido catabolismo, que implica hidroxilacion
por el citocromo P450, B-oxidacion, conjugacion y excrecion urinaria. Parte de esta
vitamina también es eliminada por la piel®’.

La actividad antioxidante de la vitamina E sobre los lipidos se debe al caracter
reductor del grupo hidroxilo ubicado en la posicién seis del anillo cromanol® (Figura
1). Es capaz de reaccionar con un radical peroxilo y reducirlo a hidroperéxido,
interrumpiendo asi la propagacion del proceso oxidativo en las membranas

bioldgicas. El radical que se genera puede combinarse con otro radical peroxilo y
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reducirlo, transformandose en un compuesto mas estable, por lo que cada molécula
de vitamina E puede neutralizar dos moléculas de radical peroxilo®.

El radical a-tocoferoxilo puede ser reducido nuevamente a a-tocoferol por
antioxidantes hidrosolubles como la vitamina C y el GSH®. Sin embargo, los
radicales originados a partir de otras formas de vitamina E son mas reactivos y
pueden formar productos de adicién en posiciones no metiladas del anillo cromanol,
que son potencialmente citotoxicos®*.

En los dltimos afios se ha propuesto que la vitamina E también puede actuar como
un regulador de la expresién de genes y la sefializacion celular a diferentes niveles®.
Se ha observado que estimula la transcripcion de genes que codifican proteinas que
participan en el control del ciclo celular (ciclina D, ciclina E y p27) y reprime genes
cuyos productos estan involucrados en la respuesta inflamatoria®. Ademas, es capaz
de disminuir la actividad de la proteina quinasa C (PKC), la proliferacion del masculo
liso vascular®® y la expresién del receptor CD36 de LDL oxidadas en los

macréfagos®’, inhibiendo asi la formacién de la placa de ateroma.

1.1.3 Estrés oxidativo y dafio a biomoléculas

Cuando se produce un desequilibrio entre la produccién de las especies reactivas del
oxigeno y la actividad de los sistemas de defensa antioxidante aparece la condicion
conocida como estrés oxidativo®®. Frente a un estrés oxidativo las células o el
organismo pueden comenzar por adaptarse a la situacion por regulacion de los
sistemas antioxidantes que poseen. Si esta respuesta no es suficiente se produce el

dafio a biomoléculas importantes como los lipidos, las proteinas, los glucidos y el
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ADN; en estas condiciones las células pueden recuperarse completamente por
reparacion o sustitucion de las moléculas dafiadas, sobrevivir con persistencia del
dafio oxidativo, o morir por apoptosis o necrosis, especialmente cuando el dafio es
en el ADN°.

El dafio oxidativo a los lipidos se produce fundamentalmente sobre los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas, por un proceso que se conoce como peroxidacion
lipidica. El proceso progresa por un mecanismo radicalico en cadena, en el cual el
dafio se propaga de un &cido graso peroxidado a otro vecino®. La peroxidacion
lipidica de las membranas celulares afecta su permeabilidad y puede conducir a la
muerte de la célula®®.

De las reacciones de peroxidacion lipidica derivan una gran variedad de productos
con efectos citotdéxicos, entre los que se encuentran aldehidos, como el
malondialdehido y el 4-hidroxinonenal, hidrocarburos de cadena corta, como el etano
y el pentano, y los isoprostanos®®. Estos compuestos pueden ser empleados como
marcadores de dafio oxidativo a lipidos por diferentes técnicas>* .

La oxidacion de las proteinas se produce principalmente por accién del radical
hidroxilo; como consecuencia se incrementa su catabolismo, se dafia su estructura
primaria y se producen entrecruzamientos y fragmentaciones, todo lo cual puede
interferir con sus funciones biolégicas®. Otra modificacién oxidativa importante es la
nitracion de residuos de tirosina de proteinas reguladoras, que puede conducir a
alteraciones en la transduccién de sefiales y en el funcionamiento celular®,

Algunos aminoacidos, como la lisina, la arginina y la prolina, al oxidarse dan lugar a

grupos carbonilos que son compuestos estables y se emplean como marcadores de
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dafio oxidativo a proteinas®. Otros marcadores son los productos avanzados de
oxidacion de proteinas que se forman por la accion de oxidantes clorados,
especialmente el acido hipocloroso y las cloraminas producidas por mieloperoxidasas
en neutréfilos activados™ ",

El ADN es muy sensible a la oxidacion por el radical hidroxilo, radicales formados
durante la peroxidacion lipidica y productos no radicalicos pero altamente reactivos
como los compuestos carbonilicos”"®. Las alteraciones que se pueden producir
comprenden la modificacion o pérdida de bases nitrogenadas, el dafio a la
desoxirribosa y la rotura de bandas. Sus consecuencias incluyen la aparicion de
mutaciones, la activacion de oncogenes, la inactivacion de genes supresores
tumorales y la formacién de uniones cruzadas ADN-ADN o ADN-proteinas’.

El ADN mitocondrial es particularmente vulnerable al ataque por especies reactivas
del oxigeno, dada su proximidad al sitio de generacién de superoxido, la falta de
proteccion por histonas y los escasos mecanismos de reparacion que existen en este
organelo. Entre las proteinas codificadas por el ADN mitocondrial se encuentran
enzimas de la cadena transportadora de electrones, por lo que las mutaciones
pueden conducir a una inadecuada produccion de energia y al riesgo de escape de
electrones, incrementando el estrés oxidativo original®.

Es importante destacar que el dafio oxidativo a los lipidos, las proteinas y el ADN
est4d muy interrelacionado’®. Los productos generados en la oxidacion de los lipidos

son capaces de reaccionar rapidamente con las proteinas y el ADN, causando

alteraciones en sus funciones™; las alteraciones en las proteinas que intervienen en
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la reparacion del ADN contribuyen a la acumulacion de dafios en el material

genético’’.

1.1.4 Mecanismos del dafio tisular inducido por la hiperglicemia

En el paciente diabético la hiperglicemia provoca un incremento mantenido de la
concentracion y utilizacion de la glucosa en el interior de las células donde la entrada
de este metabolito no depende de la insulina®>. Como consecuencia parte de los
electrones que llegan a la coenzima Q en la cadena transportadora de electrones son
donados uno a uno directamente al oxigeno. Se produce entonces un incremento en
la formacion de superdoxido que no puede ser contrarrestado por los sistemas de
defensa antioxidantes y se genera estrés oxidativo®.

En situaciones de estrés oxidativo se inhibe una importante enzima de la via
glucolitica: la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). EI mecanismo
propuesto sugiere que las especies reactivas del oxigeno provocan la rotura de
hebras del ADN, lo cual constituye una sefal que activa a la enzima poli ADP-ribosa
polimerasa 1 (PARP-1). PARP-1 forma polimeros de ADP-ribosa unidos a proteinas,
entre las que se encuentra la GAPDH, inhibiendo su actividad. Ademas, como la
ADP-ribosa que utiliza PARP-1 proviene del nicotinadenindinucleétido oxidado
(NAD"), el incremento de la actividad de esta enzima disminuye la de otras que
utilizan este compuesto, como la GAPDH'®. La inhibicién de la GAPDH conduce a la
acumulacion de metabolitos de la via glucolitica que incrementan otras rutas
metabolicas (Figura 2), con lo cual se agudiza la situacion de estrés oxidativo y se

crea un circulo vicioso que perpetta el dafio®".
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Figura 2. Rutas metabdlicas que median el dafio tisular en la hiperglicemia

(modificado de: Brownlee M. 2005)".

La sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) dafia al ADN, con lo cual se
estimula la actividad de la enzima poli ADP-ribosa polimerasa-1 (PARP-1) que utiliza al
nicotinadenindinucleédtido oxidado (NAD") como sustrato. La consecuente disminucion de la
actividad de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) incrementa el flujo de
metabolitos desde la via glucolitica hacia otras rutas que median el dafio tisular. La flecha
discontinua indica una serie de reacciones hasta la formacion del gliceraldehido-3-P.

1.1.4.1 Rutas metabdlicas incrementadas por el flujo de metabolitos desde la via
glucolitica

a) Via del poliol

La via del poliol se basa en una familia de enzimas aldo-ceto-reductasas que utilizan
como sustratos varios compuestos carbonilos y los reducen a sus alcoholes
respectivos en presencia de nicotinadenindinucleétido fosfato reducido (NADPH)®"°.
Una de estas enzimas es la aldosa reductasa que reduce la glucosa a sorbitol, el
cual es luego oxidado a fructosa por la enzima sorbitol deshidrogenasa, que utiliza al

3,79

NAD® como cofactor>”™ (Figura 3). Por tanto, el incremento de la actividad de la

aldosa reductasa conduce a una disminucion de la disponibilidad de NADPH,
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importante regulador del estado redox de la célula al ser el cofactor de la glutation

reductasa en la regeneracién del GSH"®.

aldosa reductasa sorbitol deshidrogenasa

ghicosa /_\ *»  sorbitol /—\ » fructosa

HNADPH MNADE* MAD" HADH

>~ GSH

ghitation reductasa

€l

Figura 3. Incremento de la via del poliol en la hiperglicemia

(modificado de: Brownlee M. 2005)"°.

La hiperglicemia incrementa el flujo a través de la via del sorbitol y como consecuencia
disminuye la disponibilidad del nicotinadenindinucleétido fosfato reducido (NADPH)
necesario para la regeneracion del glutatién reducido (GSH) a partir del glutatiéon oxidado
(GSSG).

La aldosa reductasa se encuentra en los nervios, la retina, el cristalino, los
glomérulos y las células vasculares, sitios afectados con frecuencia por la diabetes.
En estos lugares la incorporacion de glucosa a las células es mediada por
transportadores no dependientes de insulina, por lo que el incremento de la glucosa
intracelular en situaciones de hiperglicemia estimula la actividad de la enzima™.

En las células vasculares de los pacientes diabéticos la glucosa no parece ser el
sustrato de la aldosa reductasa, ya que la Km de la enzima para este compuesto es
mayor que las concentraciones que se alcanzan en el interior de las células
endoteliales; metabolitos intermediarios de la via glucolitica para los cuales la aldosa
reductasa tiene una mayor afinidad, como el gliceraldehido-3-fosfato, parecen ser

mejores sustratos®.
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b) Formacion de productos finales de glicosilacién avanzada (AGE)

La hiperglicemia sostenida incrementa la autoxidacion de la glucosa produciendo
alfa-oxoaldehidos muy reactivos’®. Ademas, estimula la glicosilaciéon no enzimatica
de proteinas, por la union de la glucosa o de los productos de su oxidacion a grupos
amino, formando bases de Shiff; estas luego se reordenan generando los productos
tempranos de glicosilacion, llamados también productos de Amadori, que
posteriormente se transforman en AGE"®.

La produccion de AGE puede dafar a la célula por tres mecanismos generales: 1)
alteraciones de la funcion de proteinas intracelulares modificadas; 2) interaccion
anormal de componentes de la matriz extracelular modificados con otros
componentes y receptores que son expresados en la superficie de las células, con lo
cual pueden afectarse vias de sefalizacion celular; 3) union de proteinas plasmaticas
modificadas a receptores para AGE (RAGE) en los macrofagos, las células

endoteliales y el musculo liso vascular®.

c) Expresion de RAGE y sus ligandos activadores

Estudios recientes indican que en los pacientes diabéticos los AGE a las
concentraciones encontradas en el suero no deben ser los ligandos fundamentales
de RAGE. Se han identificado otras proteinas que se incrementan en la hiperglicemia
y que activan a RAGE a bajas concentraciones, incluyendo varias miembros del
grupo de alta movilidad B1 (HMG B1) y del grupo S100 de unién al calcio. Estos
ligandos promueven la inflamacién cronica que participa en el desarrollo de las

complicaciones de la diabetes®.
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La sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno en la hiperglicemia incrementa
la unién de los factores de transcripcion NF-kB (factor de transcripcion nuclear kB) y
AP-1 (proteina activadora 1) a los promotores de los genes de RAGE y de ligandos

activadores de estos receptores, incrementandose su expresiéon®.

d) Via de las hexosaminas

Como consecuencia de la inhibicién de la glucolisis a nivel de la GAPDH y de la
formacion de fructosa por la via del sorbitol, se incrementa la produccién de fructosa-
6-fosfato que estimula la via de las hexosaminas®. Esta via aumenta las
concentraciones de glucosamina-6-fosfato que luego es transformada en UDP-N-
acetil glucosamina, la cual constituye un sustrato para la glicosilacién de proteinas®.
La glucosamina-6-fosfato es también un inhibidor competitivo de la enzima glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa y por tanto del ciclo de las pentosas, lo cual provoca un
descenso en la produccién de NADPH con las consecuencias ya mencionadas para

las defensas antioxidantes®® (Figura 4).
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Figura 4. Incremento de la via de las hexosaminas en la hiperglicemia

(modificado de: Horal M, et al. 2004)%.

GFAT: glutamina: fructosa-6-fosfato amido transferasa, GPDH: glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, GSH: glutation reducido, GSSG: glutation oxidado, GR: glutatién
reductasa.

e) Activacion de isoformas de las PKC dependientes de diacilglicerol

PKC es una familia de serin/treonin-quinasas ampliamente distribuidas en el
organismo®. La acumulacion de gliceraldehido-3-fosfato incrementa las
concentraciones de fosfodihidroxiacetona, favoreciendo la produccion de
diacilglicerol y la actividad de isoformas de PKC®; existen evidencias que sugieren
que esta actividad puede ser incrementada también por la interaccion AGE-RAGE®.
La actividad incrementada de la PKC influye en la expresion de genes, disminuyendo

productos necesarios para el funcionamiento normal e incrementando otros que son
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perjudiciales. Entre los productos génicos que se incrementan se encuentran: 1) la
tirosin fosfatasa SHP-1 (fosfatasa-1 que contiene dominio SH2), que desencadena
una ruta que conduce al aumento de la apoptosis de células vasculares y retinopatia
diabética®; 2) el TGF-B; (factor de crecimiento transformante B.), la fibronectina y el
colageno tipo 1V en células mesangiales glomerulares, que provocan la acumulacion
de proteinas de la matriz microvascular®. La sobreactividad de la PKC disminuye la
expresion de la eNOS (6xido nitrico sintetasa endotelial), con la consecuente
disminucion de la produccién de 6xido nitrico®, e incrementa la del VEGF (factor de
crecimiento del endotelio vascular)®’, todo lo cual afecta el flujo sanguineo, la

permeabilidad vascular y la angiogénesis.

1.1.4.2 Epigenética y memoria hiperglicémica

Se ha observado que el dafo tisular en la diabetes es progresivo aun después de
controlada la glicemia, lo cual se conoce como “memoria hiperglicémica™. Este
fendbmeno puede explicarse en parte por cambios epigenéticos persistentes
causados por la sobreproduccion mitocondrial de superéxido inducida por la
hiperglicemia®.

Estudios recientes han mostrado que la exposicién transitoria de las células
endoteliales vasculares a elevadas concentraciones de glucosa induce cambios en la
metilacién de los residuos de lisina 4% y 9%° de la histona H3 (H3K4 y H3K9
respectivamente). Como consecuencia se producen cambios en la arquitectura de la
cromatina que conducen a un incremento de la expresion del gen de la subunidad

p65 del NF-kB y de genes proinflamatorios dependientes de p65. Estos cambios
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persisten al menos seis dias después de normalizada la concentracién de glucosa en
cultivos celulares y por meses después de normalizada la glicemia en ratones
diabéticos®®. Los cambios epigenéticos inducidos por la hiperglicemia y el aumento
de la expresion de p65 se relacionan con el incremento de la produccion mitocondrial
de superéxido®®°.

Los efectos epigenéticos de la hiperglicemia y el fenomeno de la memoria
hiperglicémica tienen varias implicaciones clinicas: 1) los episodios de hiperglicemia
transitoria pudieran ser un factor de riesgo para el desarrollo de complicaciones, con
independencia de los niveles de HbA;c (hemoglobina glicosilada) y 2) si se lograra
una cura para la diabetes pudiera no prevenirse el desarrollo de complicaciones

asociadas a este sindrome. De aqui la importancia del estricto control metabdlico y la

necesidad de nuevas terapias que reviertan la memoria hiperglicémica®.

1.2 Estrés oxidativo y efectos de la diabetes materna sobre el producto de la
gestacion

Las alteraciones en el producto de la gestacion de la mujer diabética dependen tanto
del tipo de diabetes como del grado de control metabdlico antes y durante el
embarazo™. En la diabetes pre-gestacional existe una mayor incidencia de abortos
espontaneos, asi como de mortalidad perinatal, retrasos del crecimiento y desarrollo
y malformaciones congénitas de la descendencia'®. En la diabetes gestacional las
principales complicaciones incluyen la macrosomia y el hiperinsulinismo fetal, asi

como la hipoglicemia, la hipoxia y la acidosis metabdlica del recién nacido'?; no esta
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asociada a malformaciones congénitas de la descendencia ya que aparece posterior
al periodo de organogénesis®.

Las malformaciones congénitas de la descendencia de madres con diabetes pre-
gestacional constituyen un sindrome conocido como “embriopatia diabética”.
Aungue no parecen existir malformaciones especificas, las mas frecuentes y severas
incluyen: 1) defectos de cierre del tubo neural (anencefalia, encefalocele,
meningomielocele, holoprosencefalia y espina bifida); 2) alteraciones del sistema
cardiovascular, en especial la transposicion de grandes vasos y los defectos
septales; 3) alteraciones de la regidén craneo-facial, como la microsomia hemifacial, la
microtia y el paladar hendido; 4) alteraciones de las estructuras caudales, como la
disgenesia caudal?.

Se sabe que la inducciéon de malformaciones congénitas se produce durante el
periodo embrionario, pero en la embarazada diabética no se conocen bien los
mecanismos. Al parecer existe una interaccibn entre factores genéticos que
predisponen a los embriones a padecer estas alteraciones y teratbgenos ambientales
relacionados con la diabetes materna®®2. La hiperglicemia parece ser el estimulo
mas importante, favoreciendo la produccion de radicales libres, asi como otras
condiciones adversas para el desarrollo embrionario y fetal'?%%9,

En condiciones normales la gestacion es un estado caracterizado por un incremento
estrictamente regulado de los procesos oxidativos en la madre y en el producto de la
concepcion®®. Con el establecimiento de la circulacién Gtero-placentaria el embrion se

expone a altas concentraciones de oxigeno de forma aguda y comienza a

incrementar gradualmente sus defensas antioxidantes®.
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El estado redox regula importantes factores de transcripcion que influyen en vias de
sefalizacion involucradas en procesos celulares, como la proliferacion, la
diferenciacion y la apoptosis®. La generacién de especies reactivas del oxigeno es
esencial para la formacion del blastocisto, la diferenciacion neuronal y la formacion
de los dedos. Sin embargo, su produccidon en exceso tiene efectos negativos sobre el
embrion, el feto y la placenta, potencialmente capaces de afectar el curso de la
morfogénesis y el mantenimiento del embarazo, como ocurre en la diabetes
materna®.

El embrion, el feto y la placenta presentan una elevada expresion de transportadores
de glucosa, con lo cual queda garantizado que sus concentraciones intracelulares
estén en equilibrio con las concentraciones séricas maternas®. Como el embrién se
desarrolla en un ambiente relativamente hipoxico, s6lo un pequefio porcentaje de la
glucosa es metabolizado oxidativamente y se generan pequefias cantidades de anién
superéxido®™. Sin embargo, en roedores se ha demostrado que la entrada de un
exceso de glucosa a los tejidos embrionarios durante la organogénesis incrementa la
produccién de superéxido por las mitocondrias™®, que no puede ser contrarrestado
por los sistemas de defensa antioxidante atn inmaduros®.

En la descendencia de ratas diabéticas se ha observado disminucion del contenido

H45,97,98

de antioxidantes, como el GS , el a-tocoferol y el &cido ascérbico®, asi como

incremento del dafio oxidativo a los lipidos y las proteinas?®?'. También se han
encontrado alteraciones en la expresion y actividad de enzimas antioxidantes®" %1%,

disminucién de la actividad de la GAPDH!! incremento de la via de las

hexosaminas® y cambios en la actividad de las PKC®'. Estas evidencias sugieren
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mecanismos comunes en el desarrollo de las complicaciones de la diabetes, en los
cuales esta implicado el estrés oxidativo.

En los efectos de la diabetes materna sobre la descendencia se han vinculado otras
vias importantes. En embriones de rata cultivados en presencia de altas
concentraciones de glucosa se ha observado una disminucién de la captacion de
inositol, cuya adicion a los medios de cultivo® o a la dieta de ratas diabéticas
prefiadas’®® disminuye las malformaciones.

En embriones de ratas diabéticas se ha comprobado una disminucion de la
concentracion de 4cido araquiddnico y un bloqueo de la dismorfogénesis al adicionar
este compuesto®. También se ha observado disminucién de la prostaglandina E2
(PGE2) e incremento de la 8-iso-prostaglandina F2 (8-iso-PGF2), ambas derivadas
del 4cido araquidénico pero por vias metabdlicas diferentes®'%. La PGE2 protege a
los embriones de los dafios en condiciones de hiperglicemia®, mientras que la 8-iso-
PGF2 tiene efectos perjudiciales'®. La disminucién de la formacién de PGE2 puede
ser producida por alteraciones en la actividad y expresion de la enzima
ciclooxigenasa 2 (COX-2) en condiciones de estrés oxidativo®?°.

Estudios recientes han evidenciado profundas alteraciones en la expresion y
actividad de los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPAR) a
nivel embrionario, fetal y placentario, tanto en modelos experimentales de diabetes
como en placentas a término de gestantes diabéticas'®. Los PPAR son factores de
transcripcion de la superfamilia de receptores nucleares activados por ligandos, de
los cuales existen tres isoformas: PPARa, PPARB/S y PPARY'®. Estos receptores

son claves en la regulacion del metabolismo lipidico y de los procesos antioxidantes
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y antinflamatorios durante el desarrollo’®*. Sus alteraciones se han vinculado con una
alta incidencia de reabsorciones, defectos de cierre del tubo neural, problemas en la
placentacion, sobreproduccion de Oxido nitrico y peroxinitrito, sobreactivacion de
metaloproteasas de la matriz extracelular y dafio tisular®.

Las vias expuestas generan un entorno intrauterino pro-oxidante y pro-inflamatorio’
gue produce cambios en eventos de sefializacién, modificaciones en la expresion de
genes y dafios en el material genético, mecanismos que se han implicado en las
alteraciones del desarrollo asociadas a la diabetes materna®**.

Otras investigaciones resaltan la influencia de las perturbaciones en periodos criticos
del desarrollo en la aparicién de alteraciones a lo largo de la vida, con consecuencias
irreversibles, lo que se conoce como “programacion”*®. La diabetes materna es uno
de los factores de programacion mas importantes, pudiendo inducir tolerancia
alterada a la glucosa, diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares en la
descendencia®*®,

Cada vez existen més evidencias de la influencia de los cambios epigenéticos en el

fenémeno de programacion’*%>*%

, ya que un ambiente intrauterino adverso puede
modificar la expresibn de genes en células pluripotenciales y totalmente
diferenciadas; los efectos a largo plazo en la descendencia dependen del momento

del desarrollo en el que se produzcan las alteraciones®.
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1.3 Antecedentes

En la prevencion de los defectos del desarrollo asociados a la diabetes materna las
conductas actuales no incluyen propuestas de intervencion diferentes a las que se
aplican para todas las gestantes; el consumo de acido folico es muy utilizado, unido
al adecuado y riguroso control glicémico. Existen consultas de riesgo pre-
concepcional, pero ain son pocas las mujeres diabéticas que utilizan ese servicio’.
Esta es también la situacion de Cuba pues, aunque en los Ultimos afios se ha
producido un incremento progresivo, menos del 50 % de las pacientes diabéticas
asisten a las consultas de riesgo reproductivo pre-concepcional'®. Lo anterior
pudiera ser un factor que contribuya a que los defectos congénitos de la
morfogénesis se encuentren entre las primeras causas de mortalidad en los primeros
afios de vida®'®®,

A pesar de que la base para la prevenciéon de las complicaciones de la diabetes es el
estricto control metabdlico, se hace necesario evaluar nuevas estrategias. Limitar la
produccion excesiva de radicales libres durante la hiperglicemia y contrarrestar sus
efectos dafiinos pudieran complementar las terapias convencionales disefladas para
normalizar los niveles de glucosa en sangre®1%.

Los hallazgos en modelos experimentales pudieran conducir al desarrollo de nuevos
métodos para mantener el medio intrauterino metabdlicamente normal, previniendo
los efectos perjudiciales de la diabetes materna sobre la descendencia’'’. Estos
modelos son muy utilizados cuando los estudios estan dirigidos a investigaciones

gue no pueden ser realizadas en humanos desde el punto de vista ético, 0 no existen

métodos alternativos que no impliquen la vida de los animales***. Se recomienda el
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uso de roedores, debido a que se requiere un bajo nimero de animales por su

multiparidad, gestaciones de corta duracion, placentacion hemocorial como la

humana y facil mantenimiento™**.

La administracion de antioxidantes, como superéxido dismutasa'®**'? ~N-
qetafa 13,113 £ 45 . : : : 99 PR
acetilcisteina , éster de GSH™, vitamina E y vitamina C™, ha disminuido las
alteraciones del desarrollo de embriones de ratas cultivados frente a altas
concentraciones de glucosa. Resultados similares se han obtenido en embriones de
ratas diabéticas que han recibido suplementos de ergotionina'**, N-acetilcisteina’*> y

15-19,116-120

vitamina E, sola o combinada con vitamina C?* y &cido f6lico®®?%. Sin

embargo, a pesar de los resultados favorables no siempre el beneficio es
concluyente, por lo que se sugiere continuar las investigaciones en este campo?.

Entre los suplementos antioxidantes mas empleados se encuentra la vitamina E en
forma de a-tocoferol. Se sabe que durante la gestacion existe una especial demanda
de esta vitamina, debido al aumento de la sintesis de membranas celulares y el

|121

rapido crecimiento fetal™". Se ha reportado que su administracion a la madre

incrementa las concentraciones en sangre de cordén®y en el higado de fetos de

ratas*?%. Sin embargo, a pesar de los beneficios obtenidos con su empleo en estudios

15-22

experimentales de embriopatia diabética™““, algunas evidencias muestran efectos

17,19,26

negativos con el uso de altas dosis y en las investigaciones clinicas sobre

complicaciones de la diabetes también existen resultados contradictorios®’ .
Por otra parte, la mayoria de los estudios en los que se han empleado suplementos

de vitamina E u otro antioxidante en modelos experimentales de diabetes y prefiez se

centran en el desarrollo embrionario y son pocos los que analizan la etapa fetal y los
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efectos sobre la madre. En ninguno de los disefios se ha evaluado de conjunto a la
madre, la placenta y la descendencia, tanto en la etapa embrionaria como fetal del
desarrollo prenatal, con estudios morfoldgicos, bioquimicos y citogenéticos. Ademas,

en las investigaciones con suplementos de vitamina E existen pocas evidencias de

123,124 125,126

su efecto sobre la placenta y el rifdn de ratas diabéticas prefiadas

Para obtener modelos experimentales de diabetes en ratas es muy utilizada la

induccion quimica. Los procederes quirlrgicos (pancreatectomia parcial) tienen una

alta mortalidad y requieren de un personal con gran experiencia, y los modelos
Zti 111

genéticos son muy costosos .

El agente quimico mas utilizado para inducir diabetes en ratas es la estreptozotocina

(2-desoxi-2(3-metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa). Esta sustancia tiene efectos

N*?’ con estimulacién de la

citotoxicos por la alquilacién y ruptura de bandas del AD
enzima poli ADP ribosa polimerasa 1 y disminucién intracelular de NAD"y ATP'?; a
este mecanismo contribuye el incremento de la produccion de radicales libres*?. La
fraccion nitrosourea media la citotoxicidad y la fraccion desoxiglucosa facilita la
incorporacion a las células mediante transportadores GLUT 2. Como las células
del pancreas expresan altos niveles de GLUT 2 y presentan un contenido bajo de
NAD", la estreptozotocina tiene efectos toxicos relativamente selectivos sobre estas
células'®, permitiendo obtener modelos experimentales de diabetes tipo 1***.

La administracion de estreptozotocina a ratas adultas tiene caracteristicas que
pudieran ser inconvenientes en dependencia del tipo de investigacion. Por lo general

conduce a una diabetes severa con niveles de glicemia superiores a los encontrados

en los pacientes diabéticos y no estan presentes los componentes autoinmune y
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genético en su origen. Ademas, su administracion previa a la gestacion hace dificlil

lograr animales prefiados**!.

Sin embargo, es un modelo facil de obtener, que
permite estudiar el efecto de las alteraciones metabdlicas de la diabetes, asi como
los mecanismos de las complicaciones mas comunes en la gestacion; por ejemplo,

4,543,111

es recomendado para el estudio de malformaciones congénitas , por lo cual

fue seleccionado para realizar el presente trabajo.
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2. MATERIALES Y METODOS
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de investigacion: longitudinal prospectiva, explicativa y con disefio

experimental.

2.2 Consideraciones éticas: los animales fueron obtenidos del Centro Nacional de
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB) de Cuba. El proyecto fue
aprobado por el Consejo Cientifico y el Comité de Etica del Instituto de Ciencias
Basicas y Preclinicas “Victoria de Girén”, asi como por la Direcciéon de Ciencia y
Técnica del Ministerio de Salud Publica y el Ministerio de Ciencia, Tecnologia y
Medio Ambiente.

Los animales fueron tratados acorde con preceptos éticos establecidos™°. De forma
general, se trabajé con la menor cantidad de ratas que garantizara el cumplimiento
de las exigencias de este tipo de estudio. Las personas que participaron en su
manipulacion estan plenamente capacitadas para ello y poseen una vasta
experiencia en el trabajo con animales de laboratorio. Se utiliz6 material estéril y
todos los procedimientos se realizaron de manera que se garantizara el menor
sufrimiento para el animal. EI método de eutanasia por desangrado bajo anestesia
general empleado es un procedimiento que da como resultado una répida
inconsciencia, seguida de paro cardio-respiratorio y pérdida del funcionamiento del

cerebro, lo que supone minimo dolor y sufrimiento para el animal.
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2.3 Disefio general del estudio: en la Figura 5 se muestran los pasos generales del

disefio experimental. Por su factibilidad se realizé primero el estudié de la etapa fetal

del desarrollo y luego de la embrionaria, abarcando en cada caso todas las épocas
del afio.

Ratas Wistar hembras 200 g+ 20 g
Estreptozotocina /

\
DIABETICAS
(glicemia > 11 mM)

SANAS
| <————Apareamiento nocturno ———— |,
Espermatozoides en Espermatozoides en
lavado vaginal lavado vaginal
= dia 0 de la gestacion
|

= dia 0 de la gestacion
l
I T T 1 T T 1
DEf DVf DEe DVe CEe CVe Cf
g < 5]
P o o Q
< 3 2. £ 3
) Q Q o D
2 EX o) =5 Is) ]
g \e s \° sy~
o =
) EUTANASIADIA 11,5
S Rata madre Camadas
-Ganancia de peso -Caracteristicas de las implantaciones
-Quimica sanguinea  -Desarrollo de los embriones
-Marcadores de estrés -Marcadores de estrés oxidativo en
oxidativo embriones
Rata madre EUTANASIA DIA 20
-Ganancia de peso

Camadas
_ -Estudio citogenético  -Caracteristicas de las implantaciones
-Quimica sanguinea _\io y ME de corteza -Desarrollo de los fetos y placentas
-Marcadores de renal -Marcadores de estrés oxidativo en
estrés oxidativo fetos
Figura 5. Disefio general del estudio

DVe: diabéticas con vehiculo de etapa embrionaria; DEe: diabéticas con a-tocoferol de
etapa embrionaria; CVe: controles con vehiculo de etapa embrionaria; CEe: controles con a-
tocoferol de etapa embrionaria; DVf: diabéticas con vehiculo de etapa fetal; DEe: diabéticas
con a-tocoferol de etapa fetal, Cf: controles de etapa fetal; MO: microscopia 6ptica; ME:
microscopia electrénica de transmision.
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2.4 Animales y condiciones ambientales

Se emplearon ratas Wistar hembras, fértiles y virgenes, con peso inicial de 200 g +
20 g, y machos sanos fértiles de la misma cepa. Los animales se mantuvieron en
cajas independientes, con ciclos constantes de luz y oscuridad, temperatura de 20 °C
- 24 °C, libre acceso a agua corriente y alimentacion con pienso granulado a libre

demanda*® (pienso habitual producido y suministrado por el CENPALAB).

2.5 Induccion de la diabetes

Después de una semana de adaptacién al medio*®, a un grupo de ratas hembras se
les aplicd una inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (Applichem) 65 mg/kg en
200 pL de buffer citrato de sodio 0,1 M pH 4,7*°. A los siete dias se diagnosticé la
diabetes en sangre extraida de la cola (glucometro Bayer), por niveles de glicemia

superiores a 11 mM*°.

2.6 Induccion de la prefiez

Las ratas diabéticas y ratas sanas empleadas como controles fueron apareadas
durante la noche con machos sanos de la misma cepa, en las fases pro-estro y estro
del ciclo estral*’. Durante los dias de apareamiento, las ratas diabéticas que
presentaron niveles de glicemia superiores a 500 mg/dl (28 mM) recibieron insulina
lenta (Insulard HM) por via subcutanea 2 Ul — 4 Ul por dia para evitar una
hiperglicemia que interfiriera con la fertilidad'®. La mafiana en que se confirmé la
copula por la presencia de espermatozoides en el lavado vaginal se consider¢ el dia

0 de la gestacion®’.
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2.7 Criterios de exclusion
a) Ratas que no se prefiaron a los 21 dias de iniciado el apareamiento. Este
criterio respondido al hecho de que a partir de la segunda semana de
instaurada la diabetes en las ratas comienza a disminuir la fertilidad de forma
131

irreversible™-.

b) Ratas que no presentaron sacos gestacionales el dia de la eutanasia.

2.8 Procedimiento durante la gestacion

El dia 0 de la gestacidon se suspendié el tratamiento con insulina en las ratas
diabéticas que lo requirieron®® y se formaron los grupos de estudio (Tabla 1). En la
etapa fetal se empled un grupo control de ratas sanas a las cuales no se les
administré ningun preparado, pero en la etapa embrionaria se decidié utilizar un
grupo control con a-tocoferol y otro con vehiculo para evaluar el efecto de estos
procedimientos sobre los animales.

La vitamina E empleada es un preparado granulado de acetato de a- tocoferol al 50%
con Oxido de silicio (Empresa de medicamentos sélidos de la industria quimica
farmacéutica MEDSOL), que se administré en dosis Unica diaria de 150 mg/kg. Esta
dosis se escogid ya que en otras investigaciones, entre las que se incluye un estudio
de dosis, ha producido disminucién de las reabsorciones y malformaciones en
embriones de ratas diabéticas™>’. Como vehiculo se utilizé6 1 ml de NaCl 0,9 %. El a-

tocoferol y el vehiculo se administraron por via oral mediante sonda esofagica™.
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A todas las ratas se les determiné la glicemia en sangre de la cola (glucometro
Bayer) y el peso (balanza digital Gibertini con sensibilidad 0,01 g) los dias cero, seis,
11y 20 de la gestacion, segun el grupo de estudio.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los grupos de ratas prefiadas diabéticas y
controles para estudio de las etapas embrionaria y fetal del desarrollo

Etapa de la Grupos Estado de salud Preparado Dia de la # Ratas
gestacién de las ratas administrado eutanasia incluidas
analizada
Embrionaria | DVe diabéticas vehiculo 11,5 15

DEe diabéticas a-tocoferol 11,5 15

CVe sanas vehiculo 11,5 15

CEe sanas a-tocoferol 11,5 15
Fetal DVf diabéticas vehiculo 20 20

DEf diabéticas a-tocoferol 20 20

Cf sanas - 20 10

DVe: diabéticas con vehiculo de etapa embrionaria; DEe: diabéticas con a-tocoferol de
etapa embrionaria; CVe: controles con vehiculo de etapa embrionaria; CEe: controles con a-
tocoferol de etapa embrionaria; DVf: diabéticas con vehiculo de etapa fetal; DEe: diabéticas
con a-tocoferol de etapa fetal; Cf: controles de etapa fetal.

2.9 Eutanasia y recogida de muestras

La eutanasia se realiz6 por desangrado (puncion de la vena cava inferior) bajo

132

anestesia“ (tiopental sédico 50 mg/kg intraperitoneal) el dia 11,5 de la gestacion en

15,48

los grupos para el estudio de la etapa embrionaria y el dia 20 en los grupos para

el estudio de la etapa fetal*’

.En el dia 11,5 ya se ha producido el cierre total del tubo
neural en los embriones y pueden identificarse malformaciones relacionadas con
esta estructura™“*®. El dia 20 corresponde con los dias finales de la gestacién en los

animales utilizados y la extraccion de los cuernos uterinos por cesarea es esencial

para analizar variables como reabsorciones y muertes fetales*’.
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La sangre de las ratas madres se colecté en tubos de centrifuga con EDTA (acido
etilendiamintetracético) al 5,6 % 1 mg/ml, para realizar determinaciones
bioquimicas’®. De todas las ratas madres se almacené un fragmento de higado a -80
°C (500 mg) para determinaciones bioquimicas.

De las ratas madres de la etapa fetal se extrajo también médula 6sea del fémur
derecho para estudio citogenético, mediante lavado del canal medular con 1 ml de
suero fetal bovino inactivado (1 h a 57 °C) aplicado con una jeringuilla**. El rifién
derecho se seccion6é mediante un corte sagital a través del hilio y un fragmento de la
corteza se fijo en formol neutro al 10 % (en buffer NaH,PO, 0,03 M-Na;HPO, 0,05 M
pH 7) para su analisis por microscopia optica; otro fragmento se colocé en un frasco
con glutaraldehido al 2,5 % y tetroxido de osmio al 2 % en buffer fosfato 50 mM pH
7,2 - 7,4 para su estudio por microscopia electrénica de transmision®*.

En cada rata madre se realiz6 la diseccion de los cuernos uterinos que se colocaron
en una placa Petri (100 mm) a temperatura ambiente. Con ayuda de tijeras, pinzas y
bajo estereoscopio (JP Selecta), se eliminé el tejido periuterino, la pared del Gtero se
abri6 en toda su longitud y se retiraron cuidadosamente todas las membranas. Cada
embrion o feto con su placenta se coloc6 de forma independiente en una placa Petri
con NaCl 0,9 % para su estudio morfolégico inmediato™*" (Figura 6).

Se tomaron cuatro embriones normales y cuatro malformados por cada rata de etapa
embrionaria, asi como los higados de dos fetos normales y dos malformados por
cada rata de etapa fetal (los embriones y fetos malformados se tomaron cuando

aparecieron en la camada); estas muestras fueron almacenadas a -80 °C en tubos
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eppendorf independientes hasta su procesamiento para determinaciones

bioquimicas.

o D

Figura 6. Imagenes obtenidas durante el proceso de extraccion de embriones, fetos y

placentas de ratas
A: cuernos uterinos a los 11,5 dias de gestacion; B: diferentes pasos de la diseccion hasta la
obtencién del embrién; C: cuernos uterinos a los 20 dias de gestacion; D: feto de 20 dias con

su placenta. Fotos tomadas con camara digital (Canon).
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2.10 Variables analizadas
Objetivo 1
Evaluar el efecto de un suplemento de a-tocoferol sobre el estado metabdlico, la

estructura del tejido renal y la integridad cromosomica de ratas diabéticas prefiadas.

a) Variables analizadas en todas las ratas madres

1. Ganancia de peso durante la gestacion (g): diferencia entre el peso inicial (dia 0
de la gestacion) y el peso final (dia de la eutanasia), mediante balanza digital
Gibertini con sensibilidad 0,01 g.

2. Indicadores de estado metabdlico en plasma (mediante juegos comerciales
HELFA Diagnosticos, QUIMEFA Epb. Carlos J. Finlay): glicemia (mM), colesterol
(mM), triacilgliceroles (mM), proteinas totales (g/l), albumina (g/l), creatinina (uM),
acido urico (UM).

b) Otras variables analizadas en las ratas madres de la etapa fetal

1. Hemograma (mediante analizador hematolégico Sysmex KX-21N, La Roche):
hemoglobina (g/l), hematocrito y leucocitos (x 107 /1).

2. Citogenéticas en médula 6sea: se realiz6 el ensayo de microntcleos'®**%® en 10
muestras de cada grupo de ratas diabéticas (DVfy DEf) y cinco del grupo control
(CY).

« Indice de citotoxicidad: eritrocitos policromaticos/eritrocitos normocromaticos, en

un total de 200 eritrocitos*.
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e Frecuencia de eritrocitos policrométicos micronucleados: se calcula el indice de
genotoxicidad como eritrocitos policromaticos micronucleados/2000 eritrocitos
policromaticos, y el resultado se expresa en porcentaje®***3°,

3. Estructura de la corteza renal: de cada grupo se escogieron cinco ratas para el
analisis por microscopia Optica y tres de estas para el estudio por microscopia
electronica de transmision.

- Andlisis cualitativo por microscopia 6ptica: volumen glomerular, caracteristicas del
mesangio, capilares glomerulares, podocitos, paredes arteriolares, capilares
peritubulares, luz de los tubulos renales y aspecto de sus células epiteliales.

- Analisis cuantitativo por microscopia Optica
e Volumen corpuscular (um®): se determiné el area de los corplsculos renales

cortados transversalmente (60-100 por rata), delineando el contorno de cada
uno con ayuda del programa morfométrico Image J** (Figura 7), y se aplicé
la formula de Weibel y Gémez**” V= Area'” x 1,38/1,01 (1,38: coeficiente de
forma; 1,01: coeficiente de distribucion de talla).

e Dafio tubular: se evaluaron los tubulos proximales cortados transversalmente
(aproximadamente 40 tdbulos por rata). Se determiné el dafio tubular
teniendo en cuenta la presencia de: dilatacion tubular, vacuolizacién
intracitoplasmatica, atrofia celular (presencia de ndcleos apoptéticos,
denudacién de la membrana basal y descamacioén celular en la luz tubular),
asi como engrosamiento de las membranas basales. Se consider6 cero la

ausencia de alteraciones y uno la presencia de alguna de ellas.
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- Analisis cualitativo por microscopia electronica de transmision: caracteristicas de
la membrana basal glomerular (grosor y estructura trilaminar), de los podocitos
(citoesqueleto, organelos y prolongaciones) y de los tubulos contorneados

proximales (células epiteliales y ribete en cepillo).
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Figura 7. Pantalla del programa Image J mostrando la delineacion del area de un corpusculo
renal de rata. Tincién con acido periddico de Schiff (PAS) y aumento 400 X

Objetivo 2

Evaluar el efecto de la administracion de a-tocoferol a ratas diabéticas prefiadas

sobre el desarrollo de embriones y fetos.

a) Variables analizadas en las camadas de la etapa embrionaria

El estudio general de la camada y el analisis de los embriones se realizaron por
observacion bajo estereoscopio (JP Selecta) a 20 x y 40 X, y microscopio optico
(Partec) a 100 X (en la Figura 8 se muestran algunas imagenes obtenidas durante el

analisis de las variables).
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1. Estudio general de la camada
- Numero de implantaciones: total de sacos gestacionales®.
- NUmero de reabsorciones: total de sacos gestacionales sin embrién®® o con un
tejido desorganizado en su interior.
- Numero de embriones*,
2. Estudio de los embriones
- Talla (mm): longitud coronilla-rabadilla®®, colocando al embrién sobre un papel
milimetrado.
- Numero de somitas: indicador de diferenciacion?®.
- Clasificacion
e Normal: se observa el tubo neural cerrado, las vesiculas cerebrales, Opticas y
Oticas, los esbozos de las extremidades anteriores y el embrion totalmente

15,48

plegado (Figura 8 C). Este dia corresponde con inicios de la semana
cinco del desarrollo en humanos®.

e Retrasado: embridon de aspecto normal pero con apertura del poro posterior
del tubo neural. Este criterio se basé en que el poro posterior del tubo neural
se cierra poco tiempo después que el anterior, por lo que su apertura en
este momento puede representar un retraso del desarrollo y no una
malformacion®®.

e Malformado: embrién que no cumplié con la morfologia esperada para este

15,48.

momento del desarrollo

- Contenido de proteinas'® y ADN™*° en homogeneizado de embriones.

45



Figura 8. Imagenes obtenidas durante el andlisis de las implantaciones de ratas de 11,5 dias

de gestacion

A: embrion dentro del amnios; B: reabsorciéon; C: embrion normal; D: técnica de medicién de

la longitud coronilla-rabadilla del embrion.

Fotos tomadas con camara digital (Canon), en B y C acoplada a microscopio 6ptico (Partec)

a 100 x y en D acoplada a estereoscopio (JP Selecta) a 40 x.

b) Variables analizadas en las camadas de la etapa fetal

El estudio general de la camada y el analisis de los fetos se realizaron mediante

inspeccién a simple vista y bajo estereoscopio (JP Selecta) a 20 x (en la Figura 9 se

muestran algunas imagenes obtenidas durante el analisis de las variables).

1. Estudio general de la camada

- Numero de implantaciones: total de sacos gestacionales®’.

- Numero de reabsorciones: total de sacos gestacionales sin feto o con un tejido
desorganizado en su interior*’.

- Numero de fetos vivos: total de fetos con movimientos espontaneos o ante
estimulos tactiles”’.

- Numero de fetos muertos: total de fetos sin movimientos espontaneos o ante

estimulos tactiles*’.
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Estudio de los fetos vivos

Peso (g)*’, mediante balanza digital Gibertini con sensibilidad 0,01 g.

Talla (mm): longitud coronilla-extremo de la cola, colocando al animal extendido
sobre un papel milimetrado™*°.

Diametro craneano anteroposterior (DAP) (mm): longitud desde la cresta
supranasal hasta el borde superior del agujero occipital, medida con un pie de
rey140.
Diametro biparietal (DBP) (mm): longitud entre los bordes superiores de las
orejas, medida con un pie de rey**°.

Distancia entre los angulos externos de los ojos (DO) (mm): longitud entre los
angulos externos de los ojos, medida con un pie de rey.

Distancia poro nasal-pabellon auricular (mm): longitud desde el poro nasal hasta
el borde superior de la oreja derecha (DPP-d) e izquierda (DPP-i), medidas con
un pie de rey.

Clasificacion: se determiné si la morfologia coincidia con la esperada en esta fase

del desarrollo?’, en cuyo caso se clasificaron como normales. Los fetos que no

cumplieron con la morfologia esperada se consideraron malformados.
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Figura 9. Imagenes obtenidas durante el analisis de los fetos de ratas de 20 dias de
gestacion

A: apariencia de fetos vivos y muertos (primer feto a la izquierda); B: medicién del peso; C:
medicién de la talla; D-F mediciones craneo-faciales. Fotos tomadas con camara digital
(Canon).

Objetivo 3

Analizar el efecto de un suplemento de a-tocoferol sobre el desarrollo de la placenta

de ratas diabéticas.

Variables analizadas en las placentas'*

1. Peso (g), mediante balanza digital Gibertini con sensibilidad 0,01 g.

2. Indice peso placenta/peso fetal (g).
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Objetivo 4

Evaluar el efecto de un suplemento de a-tocoferol sobre la capacidad antioxidante y

el dafio oxidativo a biomoléculas de ratas diabéticas prefiadas y su descendencia.

Variables analizadas

1.

Concentracion de marcadores de estrés oxidativo en las ratas madres: los
marcadores analizados y las muestras empleadas se resumen en la Tabla 2. En
las ratas de etapa embrionaria se utilizaron linfocitos aislados, ya que estas
células pueden reflejar dafios que se producen a nivel sistémico**?, por lo que son
Utiles para determinar algunos marcadores de estrés oxidativo de importancia
intracelular; el procedimiento se pudo realizar en esta etapa por la disponibilidad
de reactivos.

Concentracion de marcadores de estrés oxidativo en embriones y fetos: MDA
(malonildialdehido), PAOP (productos avanzados de oxidacion de proteinas) y

GSH (glutatién reducido) en homogeneizados de embriones e higados fetales.

Tabla 2. Marcadores de estrés oxidativo analizados en muestras obtenidas el dia de
la eutanasia de ratas prefiadas diabéticas y controles

Marcador de estrés oxidativo Muestras de ratas de Muestras de ratas
la etapa embrionaria de la etapa fetal

MDA (malonildialdehido) linfocitos plasma e higado
PAOP (productos avanzados plasma plasma e higado
de oxidacién de proteinas)

GSH (glutatién reducido) linfocitos plasma e higado
NN (nitratos y nitritos) plasma -

ADNoX (ADN oxidado) higado -

En las ratas de la etapa embrionaria se pudo determinar las concentraciones de nitratos y
nitritos (NN) y el dafio oxidativo al ADN (ADNox) por la disponibilidad de reactivos, a
diferencia de la etapa fetal. EI ADNox se determiné en higado teniendo en cuenta que el
volumen de ADN necesario no pudo ser obtenido de los linfocitos aislados.
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2.11 Procesamiento de muestras

- Obtencion de plasma de las ratas madres: la sangre se centrifugé (centrifuga
Eppendorf) a 3000 rpm por 15 min a temperatura de 4 °C. El plasma se almacend en
alicuotas en tubos eppendorf a -20 °C con 5 ul/ml del antioxidante BHT (butilato de
hidroxitolueno AppliChem 200 mM en etanol absoluto) para evitar la oxidacion de los
compuestos durante el periodo de almacenamiento.

- Aislamiento de linfocitos de sangre de las ratas madres***: en un tubo de centrifuga
con 1 ml de Histopaque-1077 (SIGMA) se agregaron 2 ml de sangre total, de forma
lenta para evitar la mezcla de ambos liquidos. Se centrifugd (centrifuga Eppendorf) a
1200 rpm por 30 min a temperatura ambiente y el sobrenadante se paso a otro tubo
de centrifuga. Se repitio la centrifugacion por 20 min, se deseché el sobrenadante y
el pellet de células se resuspendié en 1,5 ml de buffer Na,HPO4-KH,PO4 0,1 M con
EDTA 0,2 mM pH 7,8 y fue almacenado a -80 °C en tubos eppendorf hasta su
procesamiento.

- Médula 6sea de ratas madres para el ensayo de microndcleos: los micronucleos se
corresponden con material genético no incorporado correctamente a las células hijas
durante la divisién celular. Reflejan aberraciones cromosémicas y se originan por
errores en la replicaciéon y posterior division del ADN. Pueden representar fragmentos
cromos6émicos o cromosomas enteros®,

El ensayo de micronudcleos en eritrocitos policromaticos de médula 0sea se basa en
gue los eritroblastos expulsan el nucleo al transformarse en eritrocitos policromaticos,
por lo que si se formaron micronucleos estos permanecen en el citoplasma y pueden

ser observados mediante un microscopio 6ptico™®.
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En el procedimiento se centrifugaron las muestras frescas de médula Osea
(centrifuga Eppendorf) a 1000 rpm por 10 min, se desechd el sobrenadante y se
resuspendio el pellet de células en 1 ml de suero fetal bovino inactivado (1 h a 57
°C). Por cada caso se prepararon dos frotis que se secaron al aire por 24 h***. La
fijacion y tincidon de las estructuras celulares se realizé durante 1,5 min con May-
Greunwald al 0,1 % en metanol y por 15 min con Giemsa al 5 % en agua corriente'33,
El andlisis se realizé con un microscopio éptico (Partec) a 1000 X***.

-Corteza renal de ratas madres para estudio por microscopia 6ptica: el fragmento de
la corteza renal ya fijado se incluyd en parafina y se realizaron cortes de 3 um - 4 um
de grosor, que se tifileron con hematoxilina-eosina para el analisis cualitativo y acido
periédico de Schiff (PAS) para el andlisis cuantitativo™’. El estudio se realizé con
microscopio Optico Olympus BH2 a 100 x y 400 x e imagenes tomadas con
microscopio digital Nikon Coolscope.

-Corteza renal de ratas madres para estudio por microscopia electrénica de
transmision: el fragmento de la corteza renal ya fijado se deshidraté con acetona a
diferentes concentraciones (desde 10 % hasta 100 %) y se incluyé en bloques de
resina Spurr’®*. Se realizaron cortes semifinos de 1 um de grosor (con
ultramicrétomo Leica Ultracut R), que se tifieron con azul de Stevenel** para la
localizacion de los glomérulos. Otros cortes finos de 50 nm - 60 nm de grosor (con
cuchillas de vidrio) se montaron en rejillas de cobre con un solo orificio con
membrana de soporte de colodidon y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato
de plomo. El analisis se realiz6 con microscopio JEOL 1010, JEOL, Peabody, MA

con camara digital acoplada.
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- Homogeneizado de higado de ratas madres y fetos: la muestra de higado se
descongel6é y homogeneizd, con el recipiente de homogeneizacion introducido en
hielo (100 mg/600 pl de buffer Na;HPO,4-KH,PO, 0,1 M con EDTA 0,1 mM pH 7,8)'*2,
mediante homogeneizador eléctrico (HEIDOLPH) a 3000 rpm por 1,5 min. Con este
procedimiento se garantizo la ruptura de mas del 90 % de las células, confirmado por
visualizacion de un frotis en un microscopio de campo invertido (Carl Zeiss). El
homogeneizado se centrifugd (centrifuga Eppendorf) a 4 °C y 4 400 rpm durante 20
min y el sobrenadante se almacen6 a -80 °C en tubos eppendorf hasta su
procesamiento para determinaciones bioquimicas.

-Homogeneizado de embriones: se trabajo con mezclas de homogeneizados de

embriones®®113

, teniendo en cuenta el volumen de muestra necesario para realizar
las determinaciones. Por cada grupo de ratas diabéticas (DVe y DEe) se prepararon
cuatro muestras de homogeneizado de cinco embriones cada una, quedando de la
siguiente forma:

1- Embriones malformados

2- Embriones retrasados

3- Embriones normales de camadas con malformados o retrasados

4- Embriones normales de camadas sin malformados ni retrasados

De cada grupo control (CVe y CEe) se prepar60 una muestra de cinco embriones
normales.

Para realizar los homogeneizados los embriones se descongelaron colocando los
tubos eppendorf en hielo. El tejido se disgreg6 en 500 ul/embrion de buffer Na,HPO4-

KH,PO, 0,2 M con EDTA 0,1 mM pH 7,8, con ayuda de pipetas y puntas
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eppendorf*?, y se colocaron los tubos en bafio de ultrasonido con agua helada por
cinco segundos?**® (40 kHz, 150 W).

Para las determinaciones bioquimicas se mezclaron los homogeneizados
correspondientes a cada muestra y se prepararon alicuotas que se almacenaron a
temperatura de -80 °C en tubos eppendorf hasta su procesamiento.

-Extraccibn de ADN de homogeneizado de higado y embriones: se aplicaron los
principios del método de Bunce'®*. De forma resumida, por cada 1 ml de
homogeneizado se agregaron 135 pl de NaCl 6 M y 400 ul de buffer Tris-HCI 1 M pH
8,2 con EDTA 0,5 M pH 8,0 y SDS (dodecil-sulfato de sodio) al 10 %, para provocar
la lisis de las membranas celulares. Se afiadieron 300 pl de cloroformo/alcohol
isoamilico 24:1 para precipitar las proteinas y se centrifugd (centrifuga Eppendorf) a
3000 rpm por 15 min. Al sobrenadante se le agregé etanol absoluto para precipitar el
ADN, el cual fue lavado en dos ocasiones con etanol al 70 % antes de secar y re-
suspender con Tris-HCI 50 mM pH 8,2. Las muestras se almacenaron a -80 °C en
tubos eppendorf hasta su procesamiento.

-Determinacibn de marcadores de estrés oxidativo: mediante técnicas
espectrofotométricas (espectrofotometro PG Instruments T60U)

e MDA (malonildialdehido), como indicador de dafio oxidativo a lipidos: se
determiné por un método’® basado en la reaccién de dos moléculas de N-metil-
2-fenil indol con una molécula de MDA, a 45 °C en medio acido. Como producto
se obtiene un cromoforo estable que absorbe a 586 nm. La curva patron se

construye utilizando tetrametoxipropano.
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PAOP (productos avanzados de oxidacién de proteinas), como indicador de
dafio oxidativo a proteinas: se determiné mediante una técnica’® en la que se
sigue la transformacion de los iones yoduro del yoduro de potasio a yodo
diatbmico a 340 nm en condiciones acidas. La concentracion se expresa como
equivalentes de cloramina T (patron).

GSH (glutatibn reducido), como indicador de capacidad antioxidante: se
determiné por el método de Beutler™®, en el cual el GSH reacciona con el
colorante 5,5 ditiobis-2-acido nitrobenzoico y se genera un compuesto coloreado
que absorbe a 412 nm. La concentracion se calcula por medio de una curva
patrén de GSH.

NN: se cuantifico a 540 nm la concentracion de nitratos convertidos en nitritos
por accion de la enzima nitrato reductasa’*®.

ADNox: se cuantificé el MDA generado como consecuencia de la oxidacion de la
2-desoxirribosa. Este producto reacciona a 90 °C con el acido tiobarbitdrico
formando un producto de adicidbn cromogénico con un maximo de absorbancia a

532 nm¥’.

2.12 Control de los sesgos del disefio: se aplico un muestreo aleatorio simple para

la seleccién de las ratas que formaron cada grupo, asi como de las que se

escogieron para el estudio histolégico de la corteza renal y el citogenético de la

médula 6sea. De igual forma se procedié para la seleccion de los embriones y fetos

gue se emplearon para las determinaciones bioquimicas.
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2.13 Control de la calidad del andlisis de las variables: todas las determinaciones
bioquimicas se realizaron por duplicado. El andlisis de las laminas del estudio
citogenético de la médula 6sea se efectud por dos observadores y se promediaron
los resultados. El estudio general de las camadas, el analisis morfolégico de los
embriones, fetos vivos y placentas, asi como el examen histologico de la corteza

renal se efectud por personal entrenado.

2.14 Procesamiento estadistico: los datos obtenidos de las determinaciones
bioquimicas de los embriones se analizaron mediante estadistica descriptiva,
teniendo en cuenta el pequefio numero de muestras. El resto de los resultados se
procesaron mediante estadistica inferencial, con pruebas no paramétricas para la
comparacion entre los grupos ya que las variables no siguieron una distribucion
normal en el analisis con la prueba Kolmogorov Smirnov.

El andlisis del resto de las variables se realiz6 mediante el programa GRAPH PAD
PRISM 5.0. Para las comparaciones entre los grupos se emplearon las pruebas
Kruskal-Wallis, comparaciones multiples de Dunn y la prueba de porcentajes de
Fisher. Las diferencias se consideraron significativas con valores de p menores que

0,05.
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3. RESULTADOS
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3. RESULTADOS

3.1 Etapa embrionaria

3.1.1 Ratas madres

Las ratas diabéticas de 11,5 dias de gestacion, con y sin suplemento de a-tocoferol,
presentaron una ganancia de peso inferior y niveles de glicemia superiores a los
controles, con diferencias significativas. Las ratas diabéticas sin suplemento también
mostraron niveles de creatinina en plasma significativamente superiores al resto de
los grupos (Tabla 3). Otras variables de quimica sanguinea no mostraron diferencias
significativas entre los grupos del estudio (Anexo).

Tabla 3. Ganancia de peso y variables de quimica sanguinea alteradas de ratas de
11,5 dias de gestacion

Ganancia de peso Glicemia Creatinina
Grupos (gramos) (mM) (UM)
CVe 45,0 7,0 41,0
CEe 44,0 6,1 41,0
DVe 29,0 * 25,5 * 53,0 *
DEe 37,0 22,3 * 47,0*

Se muestra el valor de la mediana de las variables ya que no siguieron una distribucion
normal.

CVe: control con vehiculo; CEe: control con a-tocoferol; DVe: diabéticas con vehiculo; DEe:
diabéticas con a-tocoferol.

* p < 0,05 contra los controles ¥ p < 0,05 contra DVe (pruebas Kruskal-Wallis y Dunn).

Todas las ratas diabéticas de esta etapa, con independencia de si recibieron o no el
suplemento de a-tocoferol, presentaron implantaciones con alguna alteracion, ya sea

reabsorciones, embriones malformados o embriones retrasados. Sin embargo, el 27
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% de las ratas diabéticas con el suplemento (4/15) no presentd embriones
malformados ni retrasados y sus reabsorciones fueron similares a las observadas en
los controles (p < 0,05). En el grupo de ratas diabéticas sin el suplemento también
hubo animales que no presentaron embriones alterados (5/15), pero sus
reabsorciones fueron significativamente superiores a las del resto de los grupos (p <
0,05); incluso en tres de estas ratas todas las implantaciones se reabsorbieron, lo
cual no ocurrié en ninguno de los casos del grupo suplementado.

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de marcadores de

estrés oxidativo entre los grupos de ratas de esta etapa (Tabla 4).

Tabla 4. Marcadores de estrés oxidativo de ratas de 11,5 dias de gestacion

Plasma Linfocitos Higado
Grupos PAOP NN MDA GSH ADNox
(UM) (UM) (nM) (mM) (nmol MDA/mg

AND)
CVe 0,72 185,0 7,8 0,11 8,8
CEe 0,54 158,4 6,4 0,09 9,7
DVe 0,58 206,6 10,3 0,11 7,1
DEe 0,52 160,9 7,5 0,09 5,8

Se presenta el valor de la mediana de las variables ya que no siguieron una distribucion
normal.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos al comparar estos marcadores.
CVe: control con vehiculo; CEe: control con a-tocoferol; DVe: diabética con vehiculo; DEe:
diabética con a-tocoferol. PAOP: productos avanzados de oxidacion de proteinas; NN:
nitratos y nitritos; MDA: malonildialdehido; GSH: glutatiéon reducido; ADNox: ADN oxidado.
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3.1.2 Camadas

En el grupo de ratas diabéticas que no recibieron el a-tocoferol se observo un
incremento significativo de las reabsorciones, de los embriones malformados, asi
como de los embriones con retraso del desarrollo, al comparar con los controles
(Tabla 5). En las ratas diabéticas que recibieron el suplemento las reabsorciones
disminuyeron significativamente con respecto al grupo no suplementado, siendo
similares a las encontradas en los controles. Aunque los porcentajes de embriones
malformados y retrasados fueron significativamente mayores que en los controles,
también se redujeron significativamente con respecto al grupo no suplementado
(Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas generales de las camadas de ratas estudiadas en la etapa
embrionaria

Implantaciones Reabsorciones Embriones Embriones Embriones

Grupos | n (promedio por retrasados malformados
rata) n (%) n (%) n (%) n (%)

CVe 178 (12) 37 (20,8) 141 (79,2) 7(3,9) 1 (0,6)
CEe 162 (11) 32 (19,8) 130 (80,2) 3(1,9 1 (0,6)
DVe 159 (11) 71 (44,7)* 88 (55,3)* 37(23,3)* 15(9,4) *
DEe 167 (11) 33(19,8)F  134(80,2)* 18(10,8)*F 95,4 **F
Total 666 173 493 65 26

Los porcentajes (%) fueron calculados con respecto al nimero de implantaciones del grupo.
Grupos de ratas de 11,5 dias de gestacion: CVe control con vehiculo; CEe control con a-
tocoferol; DVe diabéticas con vehiculo; DEe diabéticas con a-tocoferol.

* p < 0,05 contra los controles, ¥ p < 0,05 contra DVe (prueba Fisher).

La mayor parte de las malformaciones encontradas en los embriones de las ratas
diabéticas se relacionaron con defectos de cierre del tubo neural. En el grupo que no
recibid el suplemento se observaron embriones con defectos de rotaciéon y poca
delimitacién de los somitas (Tabla 6, Figura 10).
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Tabla 6. Descripcion de las malformaciones y nimero de embriones afectados de las
camadas de ratas diabéticas y controles

Ratas Ratas
Descripcion de malformaciones controles diabéticas
-Apertura posterior amplia del tubo neural. 1 10
-Apertura posterior amplia del tubo neural vy 7
microcefalia.
-Apertura anterior y posterior amplia del tubo neural 3
con microcefalia.
-Apertura anterior, posterior amplia y dorsal del tubo 4*
neural, microcefalia, mal-rotacién y poca delimitacion
de los somitas.
-Microcefalia 1

* Defectos que solo se presentaron en embriones de ratas diabéticas que no recibieron a-
tocoferol.

Figura 10. Imagenes de embriones de ratas de 11,5 dias de gestacion

A: embrién normal con su placenta; B: embrién retrasado, con apertura del poro posterior
del tubo neural; C: embrién malformado, con apertura posterior amplia del tubo neural y
microcefalia; D-E: embriones severamente malformados, con apertura posterior amplia del
tubo neural, microcefalia, defectos de rotacién y regiones con poca delimitacion de los
somitas. Las flechas indican los defectos mencionados. Fotos tomadas con cadmara digital
(Canon) acoplada a microscopio 6ptico (Partec) a 40 x (A) y 100 x (B, C, D).
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Tanto el numero de somitas como los indicadores de crecimiento de los embriones
fueron inferiores en los descendientes de las ratas diabéticas al compararlos con los
controles, sin diferencias con el uso del suplemento (Tabla 7). En todos los grupos
los valores de estas variables fueron menores en los embriones malformados,
mayores en los normales e intermedios en los retrasados (p < 0,05).

Tabla 7. Variables de crecimiento y desarrollo de embriones de ratas de 11,5 dias de
gestacion

Grupos Embriones Namero de Talla Proteinas”’ ADN"
analizados somitas mm Hg Hg
CVe 136 26 3,4 315 212
CEe 124 27 3,5 260 207
DVe 84 24 * 3,0* 116 114
DEe 128 24 * 3,1* 113 143

Se muestra el nimero de embriones analizados, la mediana del numero de somitas y la talla
(variables sin distribucion normal), asi como el contenido de proteinas y ADN en
homogeneizado de embriones.

CVe: control con vehiculo; CEe: control con a-tocoferol; DVe: diabéticas con vehiculo; DEe:
diabéticas con a-tocoferol.

* Estadistica descriptiva.

* p < 0,05 contra los controles (pruebas Kruskal-Wallis y Dunn).

El analisis de los marcadores de estrés oxidativo mostré concentraciones superiores
de MDA/proteinas en los embriones de las ratas diabéticas, con independencia de si
recibieron o no el suplemento, al comparar con los controles (Figura 11). Las
concentraciones de MDA/ADN y PAOP/proteinas fueron mayores en los embriones
de las ratas diabéticas sin suplemento, mientras que en los de las ratas diabéticas

gue recibieron la vitamina se comportaron de forma similar a los controles (Figura

11). Las concentraciones de GSH no fueron detectables.
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Figura 11. Concentracibn de marcadores de estrés oxidativo en homogeneizado de
embriones de ratas de 11,5 dias de gestacion. Estadistica descriptiva
CVe: control con vehiculo; CEe: control con a-tocoferol; DVe: diabéticas con vehiculo; DEe:

diabéticas con a-tocoferol.
[): nmol de MDA (malonildialdehido) por mg de proteinas; Il): nmol de MDA por ug de ADN,;
[1): umol de PAOP (productos avanzados de oxidacion de proteinas) por mg de proteinas.

En cada grupo de ratas diabéticas se compararon también los marcadores de dafo
oxidativo a biomoléculas de los embriones agrupados segun la presencia o no de
alteraciones en sus camadas. Las concentraciones mayores se observaron en los
embriones malformados, retrasados y normales de las mismas camadas, mientras

gue los de camadas sin alteraciones mostraron niveles similares a los controles

(Figura 12).
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Figura 12. Concentracibn de marcadores de estrés oxidativo en homogeneizado de
embriones de ratas diabéticas, con y sin alteraciones en sus camadas, y de controles.
Estadistica descriptiva

CVe: control con vehiculo; CEe: control con a-tocoferol; DVe: diabéticas con vehiculo; DEe:
diabéticas con a-tocoferol; A: embriones malformados, retrasados y normales de las mismas
camadas; no A: embriones de camadas sin alteraciones.

1): nmol de MDA (malonildialdehido) por mg de proteinas; Il): nmol de MDA por ug de ADN;
[II): umol de PAOP (productos avanzados de oxidacion de proteinas) por mg de proteinas.

63



3.2 Etapa fetal

3.2.1 Ratas madres

Al comparar las ratas diabéticas con los controles se observo una ganancia de peso
significativamente inferior, asi como niveles de glicemia y colesterol
significativamente superiores, sin diferencias con el uso del suplemento de a-
tocoferol (Tabla 8). El resto de las variables de quimica sanguinea no mostraron
diferencias significativas entre los grupos (Anexo), al igual que las variables del
hemograma (hemoglobina, hematocrito y leucocitos).

Tabla 8. Ganancia de peso y variables de quimica sanguinea alteradas de ratas de
20 dias de gestacion

Grupos Ganancia de peso Glicemia Colesterol
(gramos) (mM) (mM)

Cf 105,0 57 1,9

DVf 92,8 * 18,4 * 3,0*

DEf 82,4 * 235* 3,8*

Se muestra el valor de la mediana de las variables ya que no siguieron una distribucién
normal. Cf: control; DVf: diabéticas con vehiculo; DEf: diabéticas con a-tocoferol.

* p < 0,05 contra el control (pruebas Kruskal-Wallis y Dunn).

Al comparar los grupos de ratas del estudio de la etapa embrionaria con los del
estudio de la etapa fetal (DVe vs DVf, DEe vs DEf, CVe vs Cf, CEe vs Cf) se observé
gue los ultimos presentaron menores niveles de glicemia y mayores de colesterol,
triacilgliceroles, acido urico y creatinina en el plasma (p < 0,05).

Todas las ratas diabéticas de esta etapa que no recibieron el a-tocoferol presentaron

fetos malformados, fallecidos o reabsorciones, mientras que en el grupo que recibié

el suplemento hubo un 20 % de ratas (4/20 ratas) cuyas implantaciones no
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exhibieron ninguna alteracion; estas ultimas mostraron concentraciones de GSH en
higado significativamente superiores al resto de las ratas diabéticas (Figura 13). No
se observaron diferencias significativas en las concentraciones de otros marcadores

de estrés oxidativo entre los grupos (Tabla 9).
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Figura 13. Concentracién de glutation reducido en el higado de ratas diabéticas de 20 dias
de gestacién

Grupos formados segun la presencia o no alteraciones en sus implantaciones (fetos
malformados, fallecidos o reabsorciones). DEf: diabéticas con a-tocoferol; DVf diabéticas
con vehiculo. GSH: glutation reducido.

Nétese que en el grupo DVf todas las ratas presentaron implantaciones alteradas (100 %),
mientras que en el DEf hubo ratas que no presentaron alteraciones (20 %).

% p < 0,05 contra el resto de los grupos (pruebas Kruskal-Wallis y Dunn).

Tabla 9. Marcadores de estrés oxidativo de ratas de 20 dias de gestacion

Plasma Higado
PAOP MDA GSH PAOP MDA GSH
Grupos (uM) (nM) (mM) (umol/100 mg (hmol/100 mg  (mmol/100 mg
de tejido) de tejido) de tejido)
Cf 1,0 171 0,60 0,66 3,0 0,33
DVf 0,7 20,4 0,50 0,54 7,0 0,28
DEf 0,6 19,7 0,54 0,6 3,5 0,30

Se muestra el valor de la mediana de las variables ya que no siguieron una distribucion
normal.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos al comparar estos marcadores.
Cf: control; DVf: diabética con vehiculo; DEf: diabética con a-tocoferol. PAOP: productos
avanzados de oxidacion de proteinas; MDA: malonildialdehido; GSH: glutatién reducido.
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Los resultados del ensayo de microndcleos en eritrocitos policromaticos de la médula
O0sea de ratas mostraron un indice de citotoxicidad similar en todos los grupos. Sin
embargo, la frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados fue
significativamente superior en las ratas diabéticas al comparar con los controles y el

suplemento de a-tocoferol no modificé estos resultados (Figuras 14 y 15).
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Figura 14. Frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados en la médula 6sea de
ratas de 20 dias de gestacion

EPmn: eritrocitos policromaticos micronucleados en 2000 eritrocitos policromaticos; Cf:
control; DVf: diabéticas con vehiculo; DEf: diabéticas con a-tocoferol.

* p < 0,05 contra el resto de los grupos (pruebas Kruskal-Wallis y Dunn).

A
l
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Figura 15. Fotomicrografias de eritrocitos policromaticos micronucleados de la médula 6sea
de ratas

Tincidbn May-Greunwald y Giemsa. Las flechas indican la presencia de micronucleos en el
citoplasma, dos en A y uno en B. Fotos tomadas con camara digital (Canon) acoplada a
microscopio Optico (Partec).
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El analisis cualitativo de la corteza renal por microscopia Optica mostré que las ratas
diabéticas que no recibieron el a-tocoferol presentaron varias alteraciones
estructurales (Figura 16 Il y IV) al compararlas con los controles (Figura 16 1y I1). En
particular, se observé dilatacion de los capilares peritubulares y tabulos atroficos en
zonas extensas, alternando con zonas sin alteraciones. El dafio tubular difuso se
caracterizé por dilatacion de las luces, aplanamiento del epitelio (Figura 16 IIl) y
denudacion. Los glomérulos presentaron aumento de tamafio por incremento difuso
del mesangio a expensas de matriz y células, asi como obliteracion de los capilares
(Figura 16 1V). Ademas, se observo engrosamiento de la pared de las arteriolas
(Figura 16 IV) y los podocitos impresionaron hipertroficos. El grupo de ratas
diabéticas que recibieron la vitamina presenté menor incidencia de estas alteraciones
(Figura 16 V y VI).

Para una mejor caracterizacion de los cambios observados por microscopia éptica en
la corteza renal de las ratas, se realiz6 un analisis cuantitativo del volumen de los
corpusculos renales y del dafio tubular en los diferentes grupos. Las ratas diabéticas
gue no recibieron el suplemento presentaron aumento del volumen corpuscular y un
70 % de tubulos proximales dafados, lo cual fue significativamente superior al
comparar con el resto de los grupos. Las ratas diabéticas que recibieron el a-
tocoferol mostraron voliumenes corpusculares similares a los observados en los

controles y solo un 36 % de tubulos proximales dafiados (Figura 17).
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Figura 16. Imagenes obtenidas por microscopia Optica representativas de la corteza renal de ratas de 20 dias de gestacion. Tincion Hematoxilina-
Eosina

G-glomérulo, T-tibulo, M-mesangio, C-luz capilar, A-pared arteriolar. | y Il muestran la estructura normal en glomérulos, tibulos e intersticio de la
corteza renal de ratas control. En Il y IV se observa la estructura en ratas diabéticas sin suplemento, con dilatacion y aplanamiento del epitelio de los
tubulos renales, dilatacion de los capilares intersticiales (1), glomérulos aumentados de volumen, con incremento del mesangio y obliteracion de la
luz de los capilares, asi como engrosamiento de la pared arteriolar (V). V y VI muestran la estructura de la corteza renal de ratas diabéticas que
recibieron a-tocoferol, similar a la observada en | y Il (control).
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Figura 17. Evaluacion cuantitativa del volumen corpuscular y del dafio tubular en la corteza
renal de ratas de 20 dias de gestacion

[): volumen corpuscular * p < 0,05 (prueba Kruskal Wallis y Dunn).

I1): % de tabulos dafiados * p < 0,05 (prueba Fisher).

Cf: control; DVf: diabéticas con vehiculo; DEf: diabéticas con a-tocoferol.

El estudio por microscopia electronica también revel6 varias alteraciones en la
corteza renal de las ratas diabéticas que no recibieron la vitamina (Figura 18 IV, V y
VI) al compararlas con los controles (Figura 18 I, 1l y Ill). Se observé engrosamiento
irregular discontinuo de la membrana basal glomerular (Figura 18 V), podocitos con
los pedicelos fusionados en extensas zonas formando estructuras aplanadas y el
citoplasma con alteraciones de la citoarquitectura y gran cantidad de vacuolas
(Figura 18 IV y V); los tubulos proximales presentaron disociacion y pérdida de
microvellosidades, asi como células epiteliales con disociaciéon de los organelos y
gran cantidad de vacuolas (Figura 18 VI). En el grupo de ratas diabéticas que
recibieron el suplemento predominé la estructura normal de la membrana basal
glomerular (Figura 18 VII), de los podocitos, con escasa fusién de los pedicelos

(Figura 18 VIII), asi como de los tubulos contorneados proximales (Figura 18 1X).
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Figura 18. Imagenes obtenidas
por microscopia electronica de
transmision representativas de
la corteza renal de ratas de 20
dias de gestacion

*-membrana basal glomerular,
P-podocitos, Pd-pedicelos, U-
espacio urinario, C-luz capilar,
N-nucleo, LT-luz tubular, MV-
microvellosidades.

I, II'y lll muestran la estructura
normal en ratas control. En IV,
V'y VI se observan
alteraciones en ratas
diabéticas sin suplemento, con
engrosamiento irregular
discontinuo de la membrana
basal glomerular (1V),
pedicelos fusionados formando
estructuras aplanadas (IVy V)
y células epiteliales tubulares
ricas en vacuolas, asi como
con disociacion y pérdida de
microvellosidades (VI1). VII, VI
y IX muestran la estructura en
ratas diabéticas que recibieron
a-tocoferol, donde se observa
escasa fusion de los pedicelos
(VI y el resto de las
estructuras de aspecto normal.
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3.2.2 Camadas

En el grupo de ratas diabéticas sin suplemento se observé un incremento
significativo de las reabsorciones, muertes fetales y de los fetos vivos malformados,
al comparar con el control. En el grupo de ratas diabéticas que recibié el a-tocoferol
el porcentaje de fetos vivos malformados fue similar al del grupo no suplementado,
pero las reabsorciones y muertes fetales se redujeron significativamente a niveles

similares a los encontrados en el grupo control (Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas generales de las camadas de ratas estudiadas en la etapa
fetal

Implantaciones Reabsorciones y Fetos vivos Fetos vivos
Grupos n (promedio por fetos muertos malformados
rata) n (%) n (%) n (%)
Cf 119 (12) 7 (5,9 112 (94,1) 3(2,5)
DVf 219 (11) 25(11,4) * 194 (88,6) * 13 (5,9) *
DEf 208 (10) 9 (4,3) * 199 (95,7) * 16 (7,7) *
Total 546 41 505 32

Los porcentajes (%) fueron calculados con respecto al nimero de implantaciones del grupo.
Grupos de ratas de 20 dias de gestacién: Cf control; DVf diabéticas con vehiculo; DEf
diabéticas con a-tocoferol.

*p < 0,05 contra el control, ¥ p < 0,05 contra DVf (prueba Fisher).

En los fetos de ratas diabéticas, con y sin suplemento, se encontraron diferentes
tipos de malformaciones y varios casos con defectos mdltiples. Las regiones

afectadas con mayor frecuencia fueron la cardiovascular y la craneo-facial (Tablas

11, 12 y Figura 19).
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Tabla 11. Tipos de malformaciones en fetos de ratas diabéticas, segun el sistema o
region afectada

Sistema o region

afectada Tipo de malformacién
) .Tronco arterioso comun  .Hipoplasia del tronco pulmonar
Cardiovasculares . L
.Estenosis pulmonar .Transposicion de grandes vasos
.Labio leporino .Micrognatia
, . .Paladar hendido .Microtia derecha
Craneo- faciales . . . .
.Hendidura facial oblicua Acranea
.Implantacién baja de oreja izquierda
Digestivas .Gastrosquisis .Pancreas anular
g .Onfalocele .Rotacion inadecuada
Acortamiento del miembro anterior unilateral
Esqueléticas .Miembro anterior izquierdo en pinza de langosta

Agenesia de la cola

.Ectopia renal derecha y bilateral .Rotacién inadecuada del

. .Duplicacion incompleta de uréter rifién izquierdo
Urogenitales

derecho .Hipoplasia gonadal bilateral
.Hipoplasia renal derecha .Agenesia testicular derecha
Respiratorias .Hipoplasia del pulmén izquierdo
Endocrinas .Agenesia suprarrenal unilateral

Tabla 12. Numero de fetos malformados de ratas diabéticas y controles, segun el
sistema o region del cuerpo afectada

Sistema o regién con malformaciones Ratas . Ra}tqs
controles diabéticas
Cardiovasculares 1 6
Craneo-Faciales 1 7
Digestivas 1 3
Esqueléticas 0 3
Urogenitales 0 2
Endocrinas 0 1
Respiratorias 0 1
Defectos multiples* 0 6

*En los fetos con defectos mdltiples predominaron las malformaciones cardiovasculares y
craneo-faciales.
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Figura 19. Imagenes de fetos normales y malformados de ratas diabéticas

A: feto normal; B: feto con micrognatia; C: feto con hendidura facial oblicua; D: feto con
acranea; E: feto con gastrosquisis y pata en pinza de langosta. Las flechas indican las
malformaciones mencionadas.

Los valores de la mayoria de las variables del analisis morfométrico de los fetos
vivos fueron significativamente inferiores en los descendientes de las ratas
diabéticas, con y sin suplemento, al comparar con los controles (Tabla 13). La talla y
el didmetro craneano biparietal de los fetos de las ratas diabéticas que recibieron el
a-tocoferol fueron significativamente mayores que en los fetos de las ratas diabéticas
gue no recibieron la vitamina. No se observaron diferencias significativas en otras

variables morfométricas con el uso del suplemento (Tabla 13).
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Tabla 13. Variables morfométricas de fetos de ratas de 20 dias de gestacion

Grupo # Fetos vivos Peso Talla DBP DAP DO DPPI DPPD
analizados g mm mm mm mm mm mm
Cf 112 3,7 51,0 9,0 13,0 75 13,0 13,0
DVf 172 3,3* 47,0* 80* 13,0 7,0 12,0* 12,0*
DEf 186 32* 48,0** 90* 130 75 120* 120*%*

Se muestra el total de fetos vivos analizados y los valores de la mediana de las variables
morfométricas ya que no siguieron una distribuciéon normal.

Cf: control; DVf: diabéticas con vehiculo; DEf: diabéticas con a-tocoferol. DBP: diametro
craneano biparietal; DAP: didmetro craneano antero-posterior; DO: distancia entre los
angulos externos de los ojos; DPPI y DPPD: distancia poro nasal-pabellén auricular izquierda
y derecha respectivamente.

* p < 0,05 contra el control, ¥ p < 0,05 contra DVf (pruebas Kruskal-Wallis y Dunn).

Las concentraciones de GSH en el higado de los fetos de las ratas diabéticas que
recibieron el a-tocoferol fueron significativamente superiores a los del grupo sin
suplemento y similares al control (Figura 20). No se observaron diferencias
significativas en las concentraciones de MDA y PAOP entre los grupos (Tabla 14).
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Figura 20. Concentracion de glutatién reducido en el higado de fetos de ratas de 20 dias de
gestacion

GSH: glutation reducido; Cf: control; DVf: diabéticas con vehiculo; DEf: diabéticas con a-
tocoferol. ¥ p < 0,05 contra DVf (pruebas Kruskal-Wallis y comparaciones multiples de Dunn).
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Tabla 14. Concentraciéon de productos avanzados de oxidacion de proteinas y
malonildialdehido en el higado de fetos de ratas de 20 dias de gestacion

Grupos PAOP MDA
(umol/100 mg de tejido) (nmol/100 mg de tejido)

Cf 0,96 3,5

DVf 0,78 6,3

DEf 0,60 7,1

Se muestra el valor de la mediana de las variables ya que no siguieron una distribucion

normal.
No se observaron diferencias significativas entre los grupos al comparar estos marcadores.
Cf: control; DVf: diabética con vehiculo; DEf: diabética con a-tocoferol. PAOP: productos

avanzados de oxidacién de proteinas; MDA: malonildialdehido.

3.2.3 Placentas

Las ratas diabéticas que no recibieron el suplemento presentaron mayor peso de las
placentas y de su relacién con el peso de los fetos, con diferencias significativas al
comparar con el grupo control. En el grupo de ratas diabéticas que recibieron el a-
tocoferol los valores de estas variables fueron significativamente menores que en el

grupo sin suplemento y similares a los observados en el control (Figura 21).
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Figura 21. Peso de placentas de ratas de 20 dias de gestacion y relacion con el peso fetal
1): peso de las placentas; Il): relacién entre el peso de las placentas y el peso fetal.

Cf: control; DVf: diabéticas con vehiculo; DEf: diabéticas con a-tocoferol.

* p < 0,05 contra el resto de los grupos (pruebas Kruskal-Wallis y Dunn).
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3.3 Resumen de los principales resultados

Al comparar los grupos de ratas madres se observo:

Incremento significativo de la concentracion de creatinina en el plasma de las
ratas diabéticas que no recibieron el suplemento y niveles similares al control en
las ratas diabéticas con suplemento.

Alteraciones de la estructura de la corteza renal, con incremento del volumen de
los corpusculos renales y del porcentaje de tubulos proximales dafiados en las
ratas diabéticas que no recibieron el suplemento, con una disminucion
significativa de la incidencia estas alteraciones en las ratas diabéticas con
suplemento.

El 100 % de las ratas diabéticas sin suplemento mostraron alguna alteracién en
sus camadas, mientras que el 23 % de las ratas diabéticas que recibieron el
suplemento no presentaron ninguna alteracion.

Las concentraciones de marcadores de dafio oxidativo a biomoléculas no
mostraron diferencias significativas entre los grupos, mientras que la
concentracion del antioxidante glutation reducido se incrementé significativamente
en las ratas diabéticas que recibieron el suplemento.

El indice de citotoxicidad y la frecuencia de eritrocitos policrométicos
micronucleados de la médula 6sea no mostraron diferencias significativas con el

uso del suplemento.

Al comparar las camadas y placentas entre los grupos se observo:

Incremento significativo del porcentaje de reabsorciones, muertes fetales,

malformaciones embrionarias y embriones con retraso del desarrollo en las ratas
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diabéticas sin suplemento, con una disminucion significativa en las ratas
diabéticas con suplemento.

Incremento del peso de las placentas y de su relacién con el peso fetal en las
ratas diabéticas sin suplemento, con una disminucion significativa en las ratas
diabéticas con suplemento

Concentraciones de marcadores de dafio oxidativo a biomoléculas en los
embriones significativamente menores y del antioxidante glutation reducido en los

fetos significativamente mayores con el uso del suplemento.
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4. DISCUSION
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4. DISCUSION

Las ratas utilizadas en el estudio no presentaron alteraciones del estado de salud
gue se evidenciaran por modificaciones de las variables hematologicas analizadas y
gue pudieran interferir con los resultados, como la anemia o la sepsis. El incremento
significativo de los niveles de colesterol, triacilgliceroles, acido Urico y creatinina en
sangre, junto a la disminucion de la glicemia, en todos los grupos de la etapa fetal
(20 dias de gestacion) con respecto a la embrionaria (11.5 dias de gestacion), puede
ser explicado por cambios metabdlicos propios de la gestacion**®**°. Sin embargo,
la presencia de hiperglicemia severa, hipercolesterolemia y poca ganancia de peso
en las ratas que recibieron la estreptozotocina, concuerda con la diabetes
descompensada que se produce en este modelo experimental®*>46:11°,

Se sabe que el déficit de insulina produce un incremento de las concentraciones de
triacilgliceroles en sangre, asi como una disminucién de la sintesis de proteinas e
incremento de su catabolismo®. Sin embargo, las ratas diabéticas no mostraron
modificaciones en las concentraciones de triacilgliceroles, proteinas totales y
albumina en el plasma. Estos resultados son similares a los obtenidos por otros

investigadores™*°

y pudieran deberse a que el tiempo de evolucion de la diabetes
no fuera suficiente para que se manifestaran estos cambios metabdlicos.

Esta reportado que en las mitocondrias del higado de ratas con diabetes moderada
se ha observado un incremento del acido Urico y de su precursor directo xantina, que

disminuyen a niveles normales en la diabetes severa; esto sugiere un incremento en

el catabolismo de las purinas que pudiera contribuir a las defensas antioxidantes,
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pero que se afecta a medida que progresa la disfuncién mitocondrial®™°. Lo anterior
pudiera explicar lo observado en el presente estudio, en el cual las ratas presentaron
una diabetes severa sin modificacion en las concentraciones de acido Urico.

La administracion de vitamina E no ha mostrado un beneficio claro en el control
metabdlico en humanos?”?°. Tampoco se han observado efectos sobre los niveles
de glucosa, triacilgliceroles y colesterol en sangre de ratas diabéticas™®?,
coincidiendo con lo encontrado en el presente estudio.

La ausencia de efectos del a-tocoferol en el control metabdlico de la diabetes
pudiera deberse a que la actividad de los suplementos antioxidantes se vincula a la
eliminacién de especies oxidadas mas reactivas que sus propios productos de
oxidacion, por lo que pudieran tener poco efecto sobre las causas del estrés
oxidativo™?. Sin embargo, algunos autores han reportado una disminucién de la

|27,153

glicemia con suplementos de a-tocofero , relacionada con la hipotesis de que

esta vitamina interactla con proteinas intrinsecas de membranas, como los
transportadores de glucosa, modificando su funcionamiento™*.

La nefropatia es la complicacion mas seria de la diabetes y la causa mas comun de
enfermedad renal terminal. Las alteraciones incluyen engrosamiento de la membrana
basal glomerular, incremento del mesangio y glomeruloesclerosis'®. Estas
alteraciones afectan la filtracion glomerular, contribuyendo a la pérdida de la funcion
renaly a la progresién hacia la enfermedad renal terminal**°.

En las ratas diabéticas que no recibieron el suplemento se produjo un incremento

significativo de las concentraciones de creatinina en sangre en la etapa embrionaria

y una alta incidencia de lesiones glomerulares, tubulares e intersticiales en la corteza
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renal al final de la gestacion. El incremento del mesangio de los glomérulos renales
se ha asociado con acumulacién de proteinas®®’ y explica la obliteracién de los
capilares glomerulares, que puede haber contribuido al dafio tubular e intersticial. El
aumento del volumen de los glomérulos y el dafio tubular difuso que se observo en
el analisis cualitativo fueron confirmados con el estudio morfométrico, por el
incremento significativo del volumen de los corpusculos renales y del porcentaje de
tubulos proximales dafiados. Lo anterior evidencia que este modelo experimental
pudiera ser considerado en futuros estudios de nefropatia diabética.

Varios mecanismos bioquimicos han sido propuestos en el desarrollo de la
nefropatia diabética, siendo la hiperglicemia uno de los factores mas importantes®.
Las alteraciones en el tejido renal incluyen cambios metabodlicos que provocan estrés
oxidativo y la activacion de vias pro-inflamatorias que median el dafio tisular®. Por
esta razdén, encontrar métodos que contrarresten las alteraciones de la homeostasis
redox y de la exposicidn a citocinas pro-inflamatorias en la diabetes es fundamental
para la prevencién de las complicaciones, siendo los antioxidantes candidatos
terapéuticos considerados en otras investigaciones.

En estudios con suplementos de vitamina E en humanos™’ y ratas diabéticas no

preﬁad aS151,158-162

se ha reducido la microalbuminuria, la proteinuria, asi como la
respuesta inflamatoria y el dafio oxidativo a biomoléculas en el tejido renal. Sin
embargo, existen pocas investigaciones de los efectos de estos suplementos sobre
el rindbn de ratas diabéticas prefiadas, pero en ellas se han producido efectos

favorables en la funcién renal y disminucién del dafio glomerular*?>*2°,
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El presente estudio aporta evidencias por microscopia 6ptica y electrénica de que la
administracién de a-tocoferol durante la gestacion de ratas diabéticas condujo a la
normalizacion del volumen de los glomérulos y disminuy6 el dafio tubular, asi como
de otras estructuras de la corteza renal. La descripcion de las caracteristicas de la
estructura de la corteza renal en el modelo utilizado y el efecto protector del
suplemento de a-tocoferol constituyen aportes del presente trabajo.

En este modelo estd demostrado que los efectos teratogénicos dependen de la
hiplerglicemia materna y no de la estreptozotocina; esta sustancia se elimina de la
circulacion en las 24 h posteriores a su administracién, por lo que no tiene efectos
sobre la descendencia cuando se administra antes de la gestacion?®.

En las camadas de ratas diabéticas sin suplemento se incrementaron las
reabsorciones, muertes fetales y malformaciones congénitas; los embriones
presentaron menor talla, nimero de somitas y contenido de proteinas y ADN,
mientras los fetos y placentas mostraron alteraciones en el crecimiento. Resultados

similares se han obtenido en otros estudios®1°18-22:163-165

, 'y evidencian los efectos
negativos de la diabetes sobre la gestacion.

Las malformaciones congénitas que se presentaron con mayor frecuencia en los
descendientes de las ratas diabéticas coinciden con lo reportado previamente?. En
los embriones predominaron los defectos de cierre del tubo neural y en los fetos los
defectos septales cardiacos y craneo-faciales. El analisis de estas dos etapas del
desarrollo en un mismo estudio permite suponer que los defectos de cierre del tubo

neural observados en los embriones pudieran ser tan severos que impidieron su

supervivencia, por lo que no aparecieron con igual frecuencia en los fetos.
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Las complicaciones presentes en la descendencia de las ratas diabéticas pueden
explicarse por los dafios que se producen desde la etapa pre-gestacional. En
modelos animales existen evidencias de que la exposicion del ovocito pre-ovulatorio
al ambiente diabético puede influir en la expresion de genes involucrados en la
organogénesis adecuada, tanto del embriébn como de la placenta, antes de que estos
genes puedan ser inducidos®. La apoptosis de un nimero limitado de células del
blastocisto puede producir retardo del crecimiento, pero la eliminacién de una masa
celular mayor pudiera conducir a fallos en la implantacién o pérdida de embriones
completos®. El menor crecimiento de los fetos puede ser explicado por colapso de
las células B del pancreas fetal con la consecuente hipoinsulinemia'®®, y por
alteraciones en la placenta, como se analiza mas adelante.

Para explicar las malformaciones que se presentaron con mayor frecuencia hay que
considerar que en la formacion del tubo neural, asi como de las estructuras
cardiovasculares y faciales afectadas, participa una poblacion celular importante: las
células de las crestas neurales. Estas células se forman en los extremos de los
pliegues neurales e intervienen en el cierre adecuado del tubo neural y
posteriormente migran y proliferan formando los tabiques cardiacos y estructuras de
la caray el craneo®.

Estudios experimentales realizados con induccion de hiperglicemia y estrés oxidativo
en ratas han evidenciado alteraciones en la expresion de genes importantes para la
viabilidad, migracion y diferenciacion de las células de las crestas neurales. Se ha
observado disminucion de la expresion de genes de proteinas relacionadas con la

actividad antioxidante (superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y Nfr2) y
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antiapoptotica (Bcl2), asi como de otras importantes en la morfogénesis (Pax 3, Pax
6 y componentes de la via Wnt)*®’,

Un mecanismo bioquimico que vincula al gen PAX 3 en la teratogénesis diabética
considera que las altas concentraciones de glucosa que llegan al embrion durante la
organogénesis incrementan la produccién de superéxido por las mitocondrias™®. Este
efecto no puede ser contrarrestado por los sistemas de defensa antioxidante
inmaduros, produciéndose estrés oxidativo®™. En esta situacion se estimula la
actividad de la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK) que, de alguna forma
aun no esclarecida, inhibe la expresion de PAX 38,

La inhibicion de PAX 3 incrementa la actividad de p53, ya que p53 es marcada con

3% Lo anterior conduce a un

ubiquitina y degradada en presencia de Pax
incremento de la apoptosis de las células de las crestas neurales, que impide el
cierre adecuado del tubo neural y la migracién de las células hacia las regiones
donde originan otras estructuras'®®*®®. Se ha observado que estos efectos son
evitados con el uso de suplementos antioxidantes'®*.

Por otra parte, estudios recientes han evidenciado que el estrés oxidativo inducido
por la hiperglicemia también estimula la actividad de la metiltransferasa 3b del ADN,
con lo cual se incrementa la metilacion del promotor de PAX 3 y disminuye la
expresion del gen'”. Lo anterior muestra la influencia del estrés oxidativo en
modificaciones epigenéticas relacionadas con la induccion de malformaciones
congénitas asociadas a la diabetes materna.

Otros mecanismos relacionan el estado pro-inflamatorio y pro-oxidante cronico que

caracteriza a la diabetes con la produccion de sustancias que pueden tener actividad
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clastogénica en el embrién y provocar malformaciones'®'’*. En este sentido, se ha
observado un incremento del dafio oxidativo al ADN en embriones de ratas
diabéticas, que disminuye con suplementos antioxidantes’®. Ademas, se ha
demostrado que en embriones cultivados frente a altas concentraciones de glucosa
se incrementa la frecuencia de mutaciones y que esto se correlaciona con el
desarrollo de malformaciones y retardo del crecimiento!’*.

Un aspecto importante es que en los estudios realizados en modelos experimentales
de diabetes y prefiez, la apertura del poro posterior del tubo neural es considerada
en unos casos como una malformacién y en otros como un retraso del desarrollo,
clasificando a los embriones como malformados o normales, respectivamente. Sin
embargo, como el poro posterior del tubo neural se cierra poco tiempo después que
el anterior, su apertura en este momento del desarrollo pudiera considerarse un

retraso en embriones con apariencia completamente normal*®

. Su talla y numero de
somitas superiores a los embriones malformados pero inferiores a los normales de
Su grupo, apoyan la clasificacion que se propone en el presente trabajo, en la que
se considera a los embriones como normales, malformados o retrasados. El mayor
namero de embriones retrasados en el grupo de ratas diabéticas reafirma los efectos
dafinos de la diabetes materna sobre la descendencia.

La administracion del a-tocoferol a las ratas diabéticas no favorecié el crecimiento de
sus embriones, y sus fetos, aunque presentaron incremento significativo de la talla y
del didametro craneano biparietal, no mostraron cambios en el peso y otras variables

de morfometria craneo-facial. Sin embargo, los resultados coinciden con estudios en

los que este suplemento se ha asociado a disminucién de las reabsorciones y
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muertes fetales, asi como de las malformaciones y retrasos del desarrollo de los
embriones de ratas diabéticas™?*'%*. Ademas, aunque no se observé disminucién
de las malformaciones en los fetos, se ha demostrado que estas son la causa

principal de las reabsorciones y muertes fetales**'*

, las cuales si disminuyeron
significativamente con el a-tocoferol. Lo anterior aporta evidencias de que los
suplementos de a-tocoferol pueden ser Utiles para prevenir en parte la embriopatia
diabética en ratas.

Por otra parte, la morfogénesis y el desarrollo requieren de un conjunto de procesos
coordinados, no soélo del embrion y el feto, sino también de la placenta. La
proliferacion y diferenciacion de las células del trofoblasto, asi como su invasion
adecuada, son esenciales para la implantacién del embrion, la placentacion y el
mantenimiento del embarazo®’?.

Las fases béasicas de diferenciacion y desarrollo de la placenta son comunes entre
las especies que tienen placentacion hemocorial, como los roedores y los humanos.
En roedores la placentacion comienza con la proliferacion de las células del
trofoblasto hasta formar el laberinto, el espongiotrofoblasto y el compartimento de
células gigantes, estructuras que constituyen la interface fetal con la decidua
materna’’®.

El ambiente intrauterino que se genera como consecuencia de la diabetes materna
produce trastornos metabolicos, hemodinamicos y de la funcion de transporte de la
placenta que afectan el aporte de nutrientes al embrion y al feto, alterando su

100,123,124

crecimiento y desarrollo En placentas de mujeres diabéticas se han

observado alteraciones en la angiogénesis’™* y mdltiples cambios circulatorios,

86



degenerativos, proliferativos e inflamatorios'’®. En placentas de ratas diabéticas los

176-179

cambios morfologicos incluyen: incremento del peso del 6rgano , engrosamiento

de la membrana interhematica®®®, acumulacién de células ricas en glucégeno’’® y
células gigantes con vacuolizacién y desorganizacién espacial'’’.
Los efectos de la diabetes materna sobre el flujo sanguineo placentario sugieren que

el feto se desarrolla en condiciones de hipoxia y malnutricion®**.

El incremento
observado en el peso de la placenta se ha relacionado con la formacién de una
mayor area de intercambio materno-fetal para el aporte de oxigeno y nutrientes al
feto*. La acumulacion de células ricas en glucégeno’”® y el engrosamiento de la
membrana interhematica'’”® son otros factores que pueden contribuir al mayor peso
placentario. Sin embargo, el incremento del indice peso placenta/peso fetal, como
se evidencia en este estudio, indica falta de capacidad del 6rgano para garantizar el
crecimiento y desarrollo adecuado del feto*.

Existen pocos reportes del efecto de suplementos de vitamina E sobre la placenta de

ratas diabética, pero se ha observado disminucién del estrés oxidativo'?>*?*

y
cambios favorables en la interface materno-fetal*?®. El presente estudio muestra que
la administracion de a-tocoferol previno el incremento del peso del érgano y favorecio
su relacién con el peso de los fetos; esto sugiere un beneficio en la morfogénesis de
la placenta que pudiera haber favorecido el desarrollo de la descendencia, asi como
la disminucion de las reabsorciones y las muertes fetales.

Se sabe que la proteina transferidora de a-tocoferol hepatica es quien regula las

concentraciones plasmaticas de esta vitamina, pero también se expresa en el Utero y

es esencial para la implantacion y el posterior estatus en el feto. Su deficiencia afecta
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el desarrollo del laberinto de placentas de ratas, por lo que esta zona parece ser la
mas susceptible al estrés oxidativo®®®.

También se ha observado un efecto favorable del a-tocoferol en la angiogénesis y la
vasculogénesis de la placenta, posiblemente relacionado con estimulacion de la
expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)'*®. Todos estos
factores pudieran explicar no soélo el papel esencial de la vitamina E en la
reproduccion de las ratas, sino también los efectos favorables observados en el
desarrollo de la placenta de las ratas diabéticas y en su descendencia.

Los efectos del ambiente materno sobre la expresion de genes y la apoptosis en el
producto de la concepcion también pudieran explicar la disminucién de la fertilidad
asociada a la diabetes®, que no fue observada en este estudio dado la similitud en el
namero de implantaciones de las ratas diabéticas y controles. Este resultado pudiera
deberse a que la fertilidad comienza a disminuir de forma irreversible a partir de la
segunda semana de diagnosticada la diabetes en las ratas*®, y sélo se incluyeron
en el estudio las que se prefiaron en las primeras tres semanas de apareamiento.
Otro aspecto a destacar es que dada la gran cantidad de reabsorciones en las ratas
diabéticas de 11,5 dias de gestacion que no recibieron el suplemento era de esperar
un mayor numero de reabsorciones o muertes fetales que las observadas en las
ratas diabéticas de 20 dias de gestacién. Una posible explicacion pudiera estar
relacionada con que en el estudio de la etapa fetal (20 dias de gestacion) se excluy6
un numero elevado de ratas diabéticas sin suplemento por no presentar sacos
gestacionales al término de la gestacion (20/40), superior al de ratas con el

suplemento (11/31) y controles (3/13).
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La ausencia de sacos gestacionales no significa que no hubo prefiez en ratas donde
se confirmé la cépula durante las fases de pro-estro y estro del ciclo estral, ya que
estos animales pudieran haber perdido sus embriones antes o poco tiempo después
de la implantacion. Lo anterior pudo haberse confirmado mediante el analisis de los
cuernos uterinos por el método de Salewski y el conteo de cuerpos luteos
gravidicos*’, métodos que no fueron aplicados en el presente estudio por no
disponer de los reactivos y habilidades necesarias para su realizacion.

En el método de Salewski se realiza una tincion de los cuernos uterinos que permite
identificar los sitios de implantacion en ausencia de sacos gestacionales. Los
cuerpos luteos gravidicos coinciden con los oOvulos fecundados, por lo que la
diferencia entre su numero y el nimero de sitios de implantacién permite determinar
el porcentaje de pérdidas pre-implantacion®’.

La vitamina E es un potente antioxidante que ha mostrado reducir el dafio oxidativo
en la diabetes, tanto en cultivos celulares como en modelos animales y en humanos.
Como esta vitamina actia disminuyendo la propagacion en cadena de la
peroxidacién lipidica de las membranas, se examinan sus efectos sobre las
concentraciones de productos de oxidacion de los lipidos, mediante la determinacion
de especies reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) o de productos especificos
como el MDA y los F2-isoprostanos. También se analizan los productos de oxidacion
de proteinas, ya que la vitamina E disminuye la glicosilacion de estas biomoléculas
al disminuir la oxidacion de los lipidos®*.

En la diabetes también se ha observado dafio oxidativo al material genético®**#.

Sin embargo, a diferencia del efecto sobre la oxidacion de lipidos y proteinas,
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existen pocos datos que sustenten el papel de los suplementos de vitamina E en la
reduccién del dafio oxidativo al ADN?,

En el presente estudio se observé una mayor concentracion de MDA y PAOP en los
embriones de las ratas diabéticas, lo cual concuerda con estudios previos en
embriones y fetos'®?1911% | os mayores niveles se presentaron en los embriones
malformados, retrasados y normales de las mismas camadas, mientras que en los
de camadas sin alteraciones fueron similares a los encontrados en los controles. Los
menores niveles en los embriones de las ratas que recibieron el suplemento
pudieran sugerir un efecto antioxidante favorable del a-tocoferol.

Por otra parte, se ha reportado una disminucién de las concentraciones del

97,98,182,186-189

antioxidante GSH asociada a la diabetes y un incremento con el empleo

de la vitamina E?718

En el presente estudio no se pudieron determinar las
concentraciones de GSH de los embriones porque se encontraron muy bajas en las
muestras para ser detectadas por la técnica empleada. Sin embargo, las
concentraciones de este compuesto fueron mayores en los higados de fetos de ratas
diabéticas que recibieron el a-tocoferol.

Otros resultados mostraron que todas las ratas diabéticas sin suplemento
presentaron implantaciones afectadas, a diferencia de las que recibieron el a-
tocoferol. En estas Ultimas, el 27% (4/15) de las de 11,5 dias de gestacion y el 20%
(4/20) de las de 20 dias solo presentaron embriones o fetos normales y el porcentaje
de reabsorciones fue similar al observado en los controles. A esto se suma que las

ratas de 20 dias de gestacion que recibieron el suplemento y no presentaron

alteraciones en su descendencia mostraron concentraciones de GSH en el higado
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superiores al resto de las ratas diabéticas; esto ultimo pudiera sugerir diferencias
individuales en respuesta al a-tocoferol y un beneficio del control del estado redox de
la madre para el desarrollo adecuado de su descendencia.

Investigaciones recientes indican que los suplementos de vitamina E pueden
disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares en el subgrupo de pacientes
diabéticos portadores del genotipo Hp 2-2 de la haptoglobina (Hp), con respecto a
los portadores de los otros genotipos (Hp 1-1 y Hp 1-2)*>%. La Hp es una proteina
del plasma que se une a la hemoglobina (Hb) extracorpuscular y reduce su
capacidad para mediar el dafio oxidativo por el hierro del grupo hemo, al ser
reconocidos los complejos Hb-Hp por los receptores CD136 de
monocitos/macréfagos y retirados rapidamente de la circulacién®=°. El genotipo Hp
2-2 produce menor capacidad antioxidante que los otros, ya que los complejos Hb-
Hp 2-2 permanecen en circulacibn mas tiempo, por menor union a CD136, con lo
cual se favorece la interaccién con las HDL, su oxidacién y la aterosclerosis®*°.

Los resultados de este estudio que relacionan el consumo de a-tocoferol con un
incremento en las concentraciones de GSH concuerdan con evidencias previas de
que esta vitamina no sélo actiia como antioxidante primario sino que también influye
en el sistema de defensa antioxidante enddégeno®®. El a-tocoferol pudiera
incrementar las concentraciones de GSH al disminuir su utilizacion en la eliminacion
de peroxidos lipidicos y por favorecer su produccion por las enzimas y-
glutamilcisteina sintetasa y glutation reductasa, al protegerlas de la glicosilacion en

situaciones de hiperglicemia®®®.

91



A pesar del incremento de las concentraciones de GSH en los fetos y ratas
diabéticas que recibieron el suplemento, no se constataron modificaciones en otros
marcadores de estrés oxidativo en estos grupos. Los resultados sugieren que los
efectos favorables observados con el uso del a-tocoferol en embriones, fetos,
placentas y el rifidn de las ratas diabéticas pueden deberse a otros mecanismos de
accion de esta vitamina ademas de su efecto antioxidante, lo cual requiere futuras
investigaciones.

En otros estudios se han observado efectos del a-tocoferol que no se explican sélo
por su capacidad antioxidante, como la disminucion de los niveles de moléculas de
adhesion solubles y la inhibicién de la proliferacion del masculo liso vascular, de la
adhesion de monocitos a células endoteliales, de la liberacion por los monocitos de
citocinas pro-inflamatorias (IL-1: interleucina-1, IL-6: interleucina-6 y TNF-a: factor de
necrosis tumoral a), asi como de la adhesién y agregacion plaquetaria®®"1%,
Ademas, el a-tocoferol se ha visto implicado en la regulacion de la transduccién de
sefiales y la expresion de genes en diferentes vias celulares, a través de su
interacciébn con enzimas como: PKC y PKB, proteina fosfatasa 2A, diacilglicerol
quinasa, fosfolipasa A2, cicloxigenasa 2 y 5-lipoxinasa®®®"%.

En las ratas diabéticas se comprob6 un incremento de la frecuencia de micronucleos
en eritrocitos policrométicos de médula 6sea. El incremento en la frecuencia de
micronucleos ha sido reportado previamente en modelos experimentales de

diabetes'™ y recientemente en embarazadas diabéticas y sus hijos'®%. Lo anterior

aporta evidencias de que la diabetes afecta la integridad cromosoémica, pudiendo ser
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este uno de los factores que contribuya a la mayor incidencia de malformaciones
congénitas en la descendencia.

Aunqgue los micronucleos no son consecuencia especifica de dafio oxidativo al ADN,
su incremento en pacientes diabéticos se ha relacionado con este tipo de dafo; se
ha observado una correlacion positiva entre su frecuencia y los niveles de

193,194, el

hemoglobina glicosilada dafo oxidativo al ADN medido por el ensayo

cometa!® 194

y la formacién de 8-hidroxi-guanosina®®.

La administracion de a-tocoferol a las ratas diabéticas no modificoé el indice de
citotoxicidad ni la frecuencia de micronucleos, similar a lo reportado en pacientes
diabéticos'®®. Este resultado muestra que el suplemento empleado no disminuyé el
dafio cromosdmico provocado por la diabetes pero tampoco tuvo efectos
genotoxicos ni citotéxicos en los animales.

Otro aspecto a sefalar es que no se observaron diferencias con el uso del
suplemento entre las ratas controles en ninguna de las variables analizadas en el
estudio. Lo anterior pudiera corresponderse a que en los individuos saludables la
proteccién antioxidante es suficiente®, por lo que los suplementos de a-tocoferol
serian beneficiosos so6lo en enfermedades cronicas con una proteccién antioxidante
inadecuada®®.

Como puede apreciarse, son varios los efectos favorables del suplemento de a-
tocoferol, tanto en las ratas diabéticas como en sus embriones, fetos y placentas. Sin
embargo, como sucede en casi todos los estudios de este tipo, el empleo de a-

tocoferol parece ser beneficioso pero no suficiente para prevenir completamente los

dafios provocados por la diabetes materna.
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Por otra parte, es importante considerar que aunque el a-tocoferol es la forma de
vitamina E mas utilizada como suplemento, los otros miembros de esta familia
poseen similar actividad antioxidante y otras potentes propiedades que han sido
poco investigadas; de hecho, el término vitamina E es por lo general utilizado como
sinénimo de a-tocoferol. Sin embargo, existen evidencias que indican que las formas
de vitamina E no son redundantes con respecto a sus funciones bioldgicas®’.

Las formas y-tocopherol, a-tocotrienol y &-tocotrienol han emergido como moléculas
con funciones claramente distintas a las del a-tocoferol. El y-tocopherol ha mostrado
propiedades anti-inflamatorias, antineoplasicas y natriuréticas superiores a las del a-

1'%, Por su parte, los tocotrienoles poseen una potente actividad

tocofero
neuroprotectora, anticancerosa e hipocolesterolémica, que no siempre es exhibida
por el a-tocoferol; por ejemplo, a concentraciones nanomolares el a-tocotrienol
previene la neurodegeneracion, no asi el a-tocoferol*®’.

Lo anterior evidencia la necesidad de continuar desarrollando estudios que permitan
analizar la influencia de diferentes factores que pudieran ser determinantes en los
efectos de los suplementos de vitamina E u otras estrategias de intervencion para
prevenir las complicaciones de la diabetes. Con este trabajo se ha logrado
desarrollar todo un sistema experimental que ha permitido evaluar aspectos de la

embriopatia diabética y de otras complicaciones de la diabetes en ratas y que

constituye una plataforma para futuras investigaciones.
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CONCLUSIONES

. La administracién del suplemento de a-tocoferol a ratas diabéticas prefiadas tuvo
efectos favorables sobre el desarrollo de la descendencia durante el periodo
prenatal.

. Los beneficios del suplemento de a-tocoferol sobre el producto de la concepcion
de ratas diabéticas se asociaron a efectos favorables en el desarrollo de la
placenta.

. El suplemento de a-tocoferol protegié al rindbn de las ratas de los dafios
provocados por la diabetes.

. El suplemento de a-tocoferol no modificO el estado metabdlico de las ratas
diabéticas.

. El suplemento de a-tocoferol no produjo genotoxicidad ni citotoxicidad en las ratas
u otro efecto perjudicial sobre estas y su descendencia. Ello establece pautas
para posibles intervenciones terapéuticas con adecuado margen de seguridad.

. Los efectos favorables del suplemento de a-tocoferol en ratas diabéticas y su
descendencia pudieran deberse a mecanismos diferentes a la accién antioxidante
de esta vitamina, lo cual requiere futuros estudios.

. Aunque la administracion de a-tocoferol a ratas diabéticas prefiadas ejercié efecto
protector a diferentes niveles en la plataforma experimental utilizada, no previno

totalmente las complicaciones de la gestacion asociadas a la diabetes.
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RECOMENDACIONES

Emplear el sistema experimental desarrollado en esta investigacion en el estudio
de los mecanismos implicados en la embriopatia y otras complicaciones de la
diabetes, asi como en la evaluacion de estrategias para mejorar la salud de la
madre diabética y su descendencia. Seria conveniente incluir el conteo de
cuerpos luteos gravidicos y la tincidon de los cuernos uterinos en ausencia de
sacos gestacionales por el método de Salewski, para confirmar las pérdidas pre y
pos-implantacion, como se analiza en la discusion de los resultados.

Explorar otros posibles mecanismos del a-tocoferol diferentes a su accion
antioxidante, que pudieran explicar los efectos favorables de su uso como
suplemento en la embriopatia y la nefropatia diabética en ratas, como la accion
sobre citocinas proinflamatorias.

Evaluar la influencia en ratas diabéticas de suplementos de otras formas de
vitamina E, como los tocotrienoles.

Profundizar en la influencia de la diabetes pregestacional y las estrategias
terapéuticas sobre la placenta, con estudios histolégicos (cualitativos vy
morfométricos) y bioquimicos.

Evaluar los efectos de la diabetes pregestacional y estrategias terapéuticas sobre

el crecimiento y desarrollo postnatal de la descendencia de ratas diabéticas.
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ANEXO

Tabla 1. Variables de quimica sanguinea sin alteraciones de ratas de 11,5 dias de
gestacion

Grupos | Proteinas Albamina  Acido urico Triacilgliceroles Colesterol
(g (g/l) (UM) (mM) (mM)

CVe 56,0 33,0 60,0 0,9 1,0

CEe 55,0 35,0 64,0 1,0 1,0

DVe 53,0 29,0 83,0 0,9 1,3

DEe 56,0 30,0 71,0 1,0 1,3

Se presenta el valor de la mediana de las variables ya que no siguieron una distribucion
normal.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos al comparar estas variables.
CVe: control con vehiculo; CEe: control con a-tocoferol; DVe: diabética con vehiculo; DEe:
diabética con a-tocoferol.

Tabla 2. Variables de quimica sanguinea sin alteraciones de ratas de 20 dias de
gestacion

Grupos Proteinas Albumina  Acido urico  Triacilgliceroles Creatinina
(9/l) (a/l) (LM) (mM) (M)
Cf 56,0 33,0 174,0 2,7 59,5
DVf 56,0 34,0 199,5 2,3 66,5
DEf 60,0 35,0 204,0 2,0 61,0

Se muestra el valor de la mediana de las variables ya que no siguieron una distribucion
normal.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos al comparar estas variables.

Cf: control; DVf: diabética con vehiculo; DEf: diabética con a-tocoferol.

116



