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SINTESIS 

SÍNTESIS 

El estrés oxidativo es uno de los eventos moleculares que contribuye a la 

teratogenicidad de la diabetes. El ambiente hiperglucémico en que se encuentra el 

embrión genera oxidantes que dañan e inactivan biomoléculas y provocan cambios en 

eventos de señalización de vital importancia durante determinados períodos de 

desarrollo de embrionario.  

Se cuantificaron antioxidantes plasmáticos, biomoléculas oxidadas y rupturas 

cromosómicas  en gestantes diabéticas, valorando el efecto del tipo de diabetes y el 

tiempo de evolución de la diabetes en dichos indicadores. 

Los resultados muestran que se afecta la disponibilidad de antioxidantes y que 

disminuye la protección que estos debían brindar a las biomoléculas en todos los 

trimestres de la gestación. El estudio de fragilidad cromosómica llevado a cabo con las 

mujeres en el tercer trimestre reveló inestabilidad cromosómica, particularmente en las 

embarazadas con diabetes pregestacional. 

Por otra parte aldehídos solubles obtenidos de aceite sometido a estrés térmico 

mostraron capacidad para inducir rupturas cromosómicas en cultivos de linfocitos 

sanos. Sustancias de naturaleza similar, circulando en embarazadas con diabetes, 

pudieran ser los responsables de la fragilidad cromosómica observada.  

Se demuestra que en el estado grávido diabético existe un desbalance 

REDOX y fragilidad cromosómica cuya implicación para el desarrollo del embrión 

queda aún por dilucidar. 
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INTRODUCCIÓN 

1. INTRODUCCIÓN 

El estrés oxidativo, se ha postulado como uno de los eventos moleculares 

que contribuye a la etiopatogenia de la diabetes y a la aparición de las 

complicaciones asociadas a éste síndrome. La acumulación de glucosa incrementa 

la producción de especies reactivas del oxígeno (ERO), por vía directa o indirecta, 

ya que garantiza el aporte de sustrato para las reacciones de glucosilación y la 

autoxidación de la glucosa entre otras importantes modificaciones. Por otra parte, el 

aumento de ácidos grasos libres que caracteriza al estado diabético1, contribuye a la 

acumulación de ERO por incremento de las reacciones de beta oxidación de ácidos 

grasos y desajuste de la función mitocondrial. En ausencia de una adecuada 

respuesta compensatoria de las defensas antioxidantes celulares se establece una 

condición conocida como “estrés oxidativo”, que activa vías de señalización 

sensibles a cambios REDOX y conduce a la acumulación de productos de genes 

capaces de causar daño celular, por lo que participa en los mecanismos que 

conducen a las complicaciones de la diabetes2. 

 

La salud reproductiva en la diabetes se afecta por el estrés oxidativo. El 

ambiente hiperglucémico que rodea al embrión genera sustancias oxidantes como 

productos de las reacciones de glicosilación avanzada de proteínas y aldehídos 

reactivos formados en las reacciones de  peroxidación lipídica, cuya capacidad para 

dañar la  estructura de las biomoléculas conduce a la alteración de las funciones en 

que ellas participan2. Dichas sustancias pueden además, provocar cambios en 
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eventos de señalización cruciales durante determinados períodos de desarrollo del 

embrión3.  

La incidencia de malformaciones congénitas (MFC) en la descendencia de 

madres diabéticas es aún alta,  considerando los avances del tratamiento en la 

diabetes, y los altos costos que de ello se deriva para los pacientes y las 

instituciones estatales4. El estudio de los factores etiológicos en la patogénesis de 

las MFC ha revelado alteraciones en una serie de vías que están interrelacionadas y 

conducen a una sobreproducción de ERO, cuyo exceso en poblaciones celulares 

sensibles como las embrionarias pueden causar  MFC3,5.  

La propuesta de que las ERO desempeñan un  papel específico en la 

inducción de la embriopatía diabética  se basa en numerosos estudios3,5 en los que 

se ha probado el efecto anti-teratogénico de sustancias antioxidantes. En dichos 

estudios se adicionaron  algunos antioxidantes no enzimáticos como el Glutatión 

reducido (GSH), las Vitaminas E y C, y algunas de las enzimas que participan en la 

defensa antioxidante celular contra las ERO6. 

Aún no está totalmente esclarecida la participación del estrés oxidativo en las 

altas tasas de MFC que se producen en la gestación diabética, pero la sensibilidad 

del ADN al  estrés oxidativo está fuera de dudas y el estrés oxidativo crónico 

conduce además a inestabilidad cromosómica7.  

Las estadísticas indican que la diabetes pregestacional, con independencia 

de que se trate de Tipo 1 o Tipo 2, aumenta el riesgo de que la descendencia 

presente defectos del tubo neural u otros defectos de tipo estructural. Los genes 

responsables de la predisposición a la diabetes no participan en la inducción del  
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desarrollo anómalo, ya que la incidencia de MFC en hijos de padres diabéticos no se 

modifica con respecto a la de la población normal. Basado en este conocimiento se 

plantea que el ambiente hiperglucémico que rodea al feto es el principal responsable 

de la teratogenicidad3,5.  Los trastornos metabólicos entre los paciente con diabetes 

Tipo 1 y Tipo 2 presentan algunas diferencias (concentraciones de cuerpos 

cetónicos y de inhibidores de somatomedinas) que al parecer no influyen en la 

teratogenicidad. Recientes estudios han demostrado que la hiperglucemia, ya sea 

transitoria o episódica, es capaz de provocar represión de la expresión de genes 

que deben activarse durante etapas definidas de la embriogénesis, como el Pax 3 

que controla a su vez la expresión del gen de la proteína p 53. El hecho de que la 

adición de antioxidantes al medio de cultivo o dieta, según el experimento sea in 

vitro o in vivo respectivamente disminuya la tasa de malformaciones, implica 

directamente a las especies reactivas del oxígeno en la inducción de la embriopatía 

diabética5,6.  

Algunos estudios han mostrado resultados contradictorios al examinar el 

estado de las reservas de antioxidantes celulares y daño oxidativo a biomoléculas 

en el estado diabético8. Esto condujo al diseño de un estudio que permitiera medir  

in vivo los niveles de daño oxidativo al ADN  y la integridad cromosómica en 

embarazadas con diabetes mellitus que se encontraban en el tercer trimestre del 

embarazo. En este trimestre se produce un mayor incremento de los lípidos 

circulantes incluso en embarazadas sanas, por lo que hay mayor aporte de sustratos 

para las reacciones de peroxidación lipídica. La situación anterior está exacerbada 
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en el embarazo diabético, por la contribución de varias vías de adaptación 

metabólica en la producción de sustancias de esta naturaleza3,9. 

La peroxidación lipídica es el proceso oxidativo más ampliamente estudiado. 

Los productos que de ella se derivan manifiestan una alta reactividad química por su 

carácter electrofílico y porque son sustancias de bajo peso molecular, que aunque 

se generan fundamentalmente en la bicapa lipídica de las membranas celulares, 

atraviesan la misma, solubilizándose en el espacio extracelular e induciendo daño 

oxidativo a distancias relativamente lejanas del sitio donde se producen. Se han 

identificado como sustancias clastogénicas algunos aldehídos tóxicos como 4 

hidroxinonenal y malondialdehido, los cuales se encuentran en la circulación 

sistémica de individuos que padecen enfermedades que se caracterizan por estados 

pro inflamatorios. Estas enfermedades, entre las que se encuentran el síndrome de 

Bloom, la colitis ulcerativa y el SIDA, cursan con inestabilidad cromosómica7.  

La diabetes es un síndrome donde se ha comprobado que coexisten los 

estados pro inflamatorio y  pro oxidante crónico1,3,5, por lo que sustancias de esta 

naturaleza pueden producir daño al ADN, evidente en la etapa de la metafase del 

ciclo celular.  

En este trabajo se propone comprobar la siguiente hipótesi: 

HIPÓTESIS GENERAL 

Como consecuencia de alteraciones en el metabolismo de la glucosa, las 

embarazadas con diabetes mellitus presentan indicadores de desbalance redox. Esta 

situación provoca daños al ADN que se pueden evidenciar tanto en condiciones in vitro 
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como in vivo, con lo cual se proporciona fundamento para explicar el incremento de 

malformaciones congénitas en las embarazadas diabéticas.

Los objetivos han sido clasificados en generales y específicos 

OBJETIVOS GENERALES 

1. Comprobar que el embarazo en la mujer con diabetes compromete la 

capacidad de los antioxidantes plasmáticos para proteger del daño oxidativo a 

las biomoléculas más importantes. 

2. Evaluar la estabilidad cromosómica de linfocitos en cultivos que han 

sido expuestos a especies reactivas del oxígeno in vivo e in vitro.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar el efecto de la diabetes mellitus durante el embarazo, sobre 

la capacidad antioxidante y el daño oxidativo a biomoléculas en sangre de 

embarazadas en el tercer trimestre de la gestación, con diagnóstico de diabetes 

mellitus gestacional y pregestacional (Tipo 1 y Tipo 2).  

2. Comprobar si la capacidad antioxidante plasmática y las 

concentraciones de biomoléculas oxidadas se modifica con el curso del 

embarazo en las mujeres grávidas con diagnóstico de diabetes mellitus Tipo 1 o 

Tipo 2. 

3. Identificar el efecto de la diabetes mellitus durante el embarazo, sobre 

la estabilidad cromosómica de células en cultivo. 

4. Evaluar el efecto de productos  de la  peroxidación lipídica, sobre la 

integridad cromosómica de linfocitos de donantes sanos en cultivo. 
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5. Evaluar la influencia del tipo de diabetes en los indicadores de estrés 

oxidativo bajo estudio.  

6. Evaluar la influencia del tiempo de evolución de la diabetes sobre los 

indicadores de estrés oxidativo que se ensayan en este trabajo. 

Para darle respuesta a los objetivos se elaboró una metodología de trabajo en 

la que se diseñaron 4 estudios fundamentales: 

Estudio 1. Cuantificación de indicadores de estrés oxidativo y evaluación de 

estabilidad cromosómica  en embarazadas con diabetes en el tercer trimestre del 

embarazo. 

Estudio 2. Cuantificación de concentraciones plasmáticas de Vitaminas A y E 

en embarazadas diabéticas en el tercer trimestre del  embarazo. 

Estudio 3. Cuantificación de algunos indicadores de estrés oxidativo en 

embarazadas con diabetes pregestacional en los tres trimestres del  embarazo. 

Experimento 4.  Detección de actividad clastogénica de un extracto acuoso de 

aceite comestible peroxidado con probada acción teratogénica. 

Las tareas diseñadas para realizar las evaluaciones correspondientes 

incluyeron la aplicación de técnicas espectrofotométricas (para evaluar la actividad 

de enzimas antioxidantes como Superóxido Dismutasa y Catalasa, concentración de 

Glutatión reducido, Malondialdehido y grupos carbonilo), de Biología Molecular 

(daño oxidativo al ADN), técnica cromatográfica (HPLC para determinar 

concentraciones de Vitaminas A y E) y Citogenética (conteo de rupturas 

cromosómicas).  

APORTES DE ESTE TRABAJO 
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La temática que aborda este trabajo ha sido objeto de numerosas 

investigaciones en las últimas dos décadas, pero el enfoque del papel de los 

productos de las reacciones oxidativas, en particular de las reacciones de 

peroxidación lipídica en la estabilidad cromosómica marca la diferencia con 

anteriores reportes sobre el tema. El conjunto de los resultados que se exponen en 

el documento constituyen una novedad científica por ser la primera caracterización 

de indicadores de estrés oxidativo y fragilidad cromosómica en embarazadas 

diabéticas, siendo esto un aporte al conocimiento de la temática del estrés oxidativo 

vinculado con la diabetes. Es éste un tema de una gran vigencia que apunta hacia 

las implicaciones que esto pudiera tener para el desarrollo de la embriopatía 

diabética.  

APORTE DESDE EL PUNTO DE VISTA ECONÓMICO Y  SOCIAL 

Una adecuada salud reproductiva en diabetes es uno de los propósitos de las 

organizaciones internacionales de salud, y forma parte de las políticas de salud 

pública de muchos países. En Cuba se destinan cuantiosos recursos para garantizar 

una mejoría en la calidad de vida de las personas discapacitadas, y las 

malformaciones congénitas en hijos de las madres diabéticas son muchas veces 

incapacitantes para una vida social más activa. La tasa de malformados y muertes al 

nacimiento también se incrementa con el producto de la concepción de las mujeres 

con diabetes. El hecho de que pequeñas concentraciones de aldehídos tóxicos 

hayan podido demostrar efectos negativos sobre la integridad cromosómica alerta a 

los especialistas sobre la necesidad de utilizar terapias más individualizadas que 

combinen, además de fármacos antioxidantes, hábitos higiénico alimenticios más 
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estrictos para garantizar la salud de la mujer diabética previo al embarazo y así una 

menor tasa de malformaciones congénitas en hijos de madres diabéticas. 

El documento consta de 144 páginas, divididas en 8 capítulos 

correspondientes a Introducción, Marco Teórico, Materiales y Métodos, Resultados, 

Discusión, Conclusiones y recomendaciones, Bibliografía y Anexos respectivamente. 

Se presentan en el texto 16 tablas y 11 figuras. Una de las tablas y 7 de las  figuras 

se incluyen entre los XII Anexos que se presentan en el capítulo 8. La bibliografía 

consta de 232 citas, el 55 % de las cuales fueron publicadas en el último lustro. 

Durante el desarrollo de la investigación que se presenta en este documento 

se han elaborado dos Trabajos de Terminación de Residencia en la especialidad 

médica de Bioquímica, cuya tutora fué la autora de este trabajo. Los resultados 

parciales se han publicado en tres revistas, una de ellas de carácter internacional de 

gran impacto (Food and Chemical Toxicology), una cubana y otra Boliviana y se han 

presentado en 6 congresos de carácter nacional e internacional.  Una parte de estos 

resultados se presentó en el VII Congreso de Química Clínica de México, donde 

obtuvo el primer lugar en el concurso de investigación “Dr. Manuel Rodríguez 

Quintanilla”, auspiciado por la confederación nacional mexicana de químicos 

clínicos. 
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2.  MARCO TEÓRICO 

2.1.  Aspectos generales de la diabetes:   

La Diabetes Mellitus es un síndrome heterogéneo producido por 

disminución de los efectos biológicos de la insulina o ausencia de secreción, que 

se traduce en una alteración del metabolismo de los glúcidos, los lípidos y las 

proteínas. La enfermedad se caracteriza fundamentalmente por una 

hiperglucemia o intolerancia a los glúcidos1.   

El origen de la diabetes es multifactorial, entre sus causas se han citado 

distintos factores genéticos, ambientales, inmunológicos y virales. Las 

vasculopatías que involucran a grandes y pequeños vasos son las más 

frecuente de las complicaciones crónicas, las cuales pueden llegar a ser 

invalidantes e incompatibles con la vida10.  

En Cuba este síndrome constituye una de las principales causas de 

muerte por enfermedades no trasmisibles. Se observa un lento ascenso en el 

número de fallecidos por año desde el 2001, luego de la caída que este 

indicador experimentó en el último lustro de la década del 9011. 

 Tabla1. Tasa de Muertes por diabetes por cada 100,000 habitantes* 

 
 
 

 *Anuario  Estádistico MINSAP 2006 

Año 1990 1993 1995 2001 2003 2004 2005 2006 

tasa 21,5 21.3 22.9 13.9 15.1 16.5 18.0 18.2 

 
La Diabetes Tipo 1 es una enfermedad autoimmune en la cual el cuerpo 

ataca las células beta del páncreas. Su debut se atribuye a dos grupos de 

factores de riesgo: hereditario y promovido por desencadenantes externos como 

dieta o infecciones. Alrededor de 18 regiones del genoma se han vinculado con 
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el riesgo de adquirir diabetes Tipo1, el cual contiene los genes HLA que 

codifican para las proteínas del complejo principal de histocompatibilidad (MCH) 

que participan en la respuesta inmune. La diabetes Mellitus Tipo 1 es la que más 

frecuentemente aparece en los niños y adolescentes1. Por lo general, antes de 

que aparezcan los signos clínicos más característicos, se elevan los títulos de  

anticuerpos anti-islotes pancreáticos (ICA), anti-insulina (AAI), contra la 

descarboxilasa del ácido glutámico (AGAD) y contra la porción intracelular de la 

proteína tirosina fosfatasa (AIA2)12.  

La diabetes Tipo 2  es la que se reconoce como la del adulto, aunque 

cada vez se está observando más en jóvenes y su incidencia se incrementa en 

niños. La enfermedad se presenta con una resistencia a los efectos de la 

hormona o un defecto en su secreción, además de incremento de la producción 

de glucosa por el hígado. Los llamados factores ambientales como la ingestión 

de alimentos y la relativa sistematicidad en la práctica de ejercicios influyen, 

junto a los factores genéticos, en la aparición de los signos característicos del 

síndrome. Los genes involucrados están aún poco conocidos. Hasta la fecha, los 

estudios de asociaciones entre las partes del genoma y el riesgo de desarrollar 

la diabetes ha permitido identificar sólo dos genes como causantes de la 

enfermedad; ellos son el gen CAPN10 de la calpaína y el del factor nuclear  

hepático 4 alfa (HNF4A)1. Entre los genes que se postulan como contribuyentes 

al riesgo genético están el SUR (gen del receptor de sulfonil urea), el GCGR (del 

receptor del glucagón), el de la enzima glucoquinasa (GCK) y el del 

transportador Glut (2SLC2A2). 
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Otra forma de diabetes -la diabetes gestacional- compromete en muchos 

casos el buen desarrollo de la gestación. La principal complicación consiste en el 

tamaño fetal o macrosomía fetal, y la hipoglucemia del recién nacido1,8,10. Los 

trastornos en el metabolismo de los glúcidos se producen generalmente en 

etapas posteriores a la embriogénesis por lo que los hijos de mujeres con DMG 

no se afectan por embriopatías diabéticas3,9. 

A pesar del gran avance que ha experimentado el tratamiento de este 

síndrome, aún la reproducción es un riesgo para las mujeres que padecen 

diabetes mellitus en cualquiera de sus variantes. Las estadísticas de algunos 

países del llamado primer mundo permiten reconocer, que nacen entre 2 y 4 

veces más niños malformados de mujeres que padecen de diabetes 

pregestacional  que de embarazadas que no la padecen5. Los estudios 

epidemiológicos llevados a cabo en el Hospital Gineco-obstétrico Ramón 

González Coro de la capital reflejan que en 2 740 nacimientos continuos  de 

Madres con Diabetes entre los años 1973-2002  hubo 151 malformaciones, lo 

que representa un 5,5%. Si se subdivide en grupos con diabetes antes del 

embarazo y diabetes gestacional, el índice de malformados es de 8,7 contra 3,4 

% respectivamente9. 

2.2. ESTRÉS OXIDATIVO.  

Varios autores han estudiado la implicación del estrés oxidativo en 

diversos síndromes y enfermedades, entre ellas se encuentra el cáncer, la 

aterosclerosis, estados de isquemia reperfusión, lesiones  inflamatorias,  

articulares, renales, diabetes  mellitus y  pre-eclampsia13-16. 
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En las últimas dos décadas ha crecido el interés en la temática que 

relaciona el estrés oxidativo y la diabetes. Entre 1970 y 1975 se habían 

publicado 500 trabajos. En la última década el número se ha incrementado a 

más de 10,000 publicaciones17. 

El término “estrés oxidativo” se ha enunciado por diferentes autores; entre 

las más importantes definiciones está la de Sies y Halliwell15,16 en la que se 

considera al estrés oxidativo como “la medida de la prevalencia de radicales 

libres del oxígeno en un sistema biológico” 16.  Las causas que conducen al 

estrés oxidativo pueden originarse en la disminución de las concentraciones de 

antioxidantes relativas o en el aumento en la producción de especies 

reactivas15,17.   

2.2.1.  Especies reactivas del oxígeno: 

Las formas reducidas del oxígeno y otras sustancias derivadas de ellas 

son las llamadas ERO, las cuales poseen una alta reactividad química que le 

confiere la distribución electrónica molecular18. En condiciones fisiológicas entre 

el 2 y el 5% del oxígeno que entra en la cadena respiratoria se reduce de forma 

univalente para dar lugar a la formación del radical superóxido (O2
•-). Éste se 

reduce para formar ión peróxido, el cual se protona para formar peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y por reducciones sucesivas se forman: radical hidroxilo (•OH) 

y H2O respectivamente. Otras ERO son el radical alcoxilo (RO•), peroxilo (ROO•) 

y el singulete de oxígeno12,13,18. 

Las reacciones en las que estas sustancias participan pueden conducir a 

la oxidación de biomoléculas como Lípidos, Proteínas y ADN y otras moléculas 
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como carbohidratos cuyos productos de oxidación pueden activar señales intra e 

intercelulares dando lugar a eventos como apoptosis y adhesión molecular19. 

También se generan especies altamente reactivas en el metabolismo oxidativo 

del nitrógeno: óxido nítrico (NO•) y el anión peroxinitrito (OONO•-) 20. 

El radical superóxido se forma a partir de enzimas como las Oxidasas 

dependiente de NADPH y NADH y la Xantina Oxidasa. El H2O2 se forma 

fundamentalmente por la dismutación del radical superóxido en presencia o no 

de la enzima Superóxido Dismutasa. La gran capacidad que el H2O2 posee para 

dañar las biomoléculas se debe a su participación en la reacción de Fenton, 

donde que reacciona con iones metálicos de la serie redox como el par Fe+2/+3 

para formar el radical hidroxilo (•OH) y agua (H2O) 18,21. El proceso global entre 

O2
•-  y H2O2  se conoce con el nombre de Reacción de Haber-Weiss15.  

 O2
•- + Fe3+                             Fe2+ + O2   

H2O2 +  Fe2+                                  •OH +  - OH+ Fe3+ (Reacción de Fenton) 
____________________________________ 
O2

•-  +  H2O2                          O2  +  
•OH +  -OH 

Para evitar el daño celular debido a estos procesos, la mayoría de los 

sistemas biológicos han   desarrollado una combinación de antioxidantes 

capaces  de convertir las ERO en derivados no reactivos. La distribución de 

antioxidantes en los diferentes compartimentos celulares representa una 

eficiente estrategia para la regulación del estatus REDOX celular16,17 (Anexo I).    

Halliwell y Gutteridge  en 1999 definieron que la categoría de antioxidante 

se le puede atribuir a una sustancia que, presente a concentraciones bajas 

comparadas con las de un sustrato oxidable, previene o retrasa 
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significativamente la oxidación de dicho substrato15.  La fisiología de los tejidos y 

órganos depende del equilibrio entre mecanismos bioquímicos y biofísicos, 

factores y agentes internos y externos que regulándose entre sí mantienen la 

homeostasis y el estado de salud del organismo en su conjunto. De ahí se 

deduce que cualquier situación que afecte este balance puede acarrear 

consecuencias letales para la célula y a la larga para el organismo entero20,21. 

Los radicales libres generados en condiciones fisiológicas son controlados 

por mecanismos protectores estrictos que fueron perfeccionándose a lo largo del 

desarrollo filogenético y la aparición de la vida aeróbica20,22-24 y cuya localización 

garantiza el máximo de eficacia en el proceso dextoxificador. 

2.2.2.  Antioxidantes de mayor relevancia. Breve descripción. 

 Superóxido Dismutasas (SOD) 

Las SOD (EC 1.15.1.1) son enzimas con una masa molecular entre 32  y 

130  kDa. Existe una amplia distribución de estas enzimas en las células de los 

organismos aéreos. En eucariontes existen tres tipos de SOD de diferente 

localización, las cuales contribuyen a la eliminación del radical superóxido. Las 

enzimas intracelulares son: a) la dependiente de cobre y zinc, (CuZn-SOD), 

descubierta por Irwing Fridovich y Joe McCord en 1968, de localización  

citosólica y con una masa molecular de 32 Kda; b) la dependiente de 

manganeso  (Mn-SOD), de localización mitocondrial19 y con masa de 40 KDa. La 

enzima extracelular (EC-SOD) es la de mayor peso molecular y fue descubierta 

en 1982 por Marklund25.  
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Las SOD catalizan la dismutación del O2
·- a H2O2,  en la reacción 

siguiente: 

              2O2
.-   +    2H+                                   H2O2       +      O2 

Como el radical anión superóxido es producido por las células 

endoteliales y fagocíticas, se ha sugerido que la SOD tiene propiedades 

antinflamatorias. El resultado de ensayos terapéuticos con SOD en afecciones 

como osteoartritis, inflamación periarticular, cistitis por radiación y cistitis 

intersticial han sido prometedores. En estos ejemplos la SOD se ha inyectado 

directamente en la lesión inflamatoria24-26.   

Catalasa (CAT) 

La  CAT (EC 1.11.1.6) es una  enzima de alto peso molecular (con una 

masa de 240 kDa) que se localiza principalmente en los peroxisomas y cataliza 

la degradación del peróxido de hidrógeno18,26-29.  

                       2 H2O2
                         2 H2O    +   O2 

Es una proteína tetramérica, donde cada una sus cuatro subunidades 

idénticas posee un grupo prostético protoporfirina IX, con un contenido de hierro 

de 0,09%. Posee una alta capacidad catalítica, más efectiva a altas 

concentraciones de peróxido de hidrógeno.

Glutatión peroxidasa 

La GP (EC 1.11.1.19) está ampliamente distribuida en diferentes tejidos 

de los mamíferos. Es una enzima dependiente de selenio con un átomo del 

metal en cada uno de las cuatro sub-unidades idénticas, lo que es esencial en 
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su capacidad de catalizar la reducción del peróxido de hidrógeno (H2O2) o de 

lipoperóxidos (LOOH)  por medio del uso del glutatión reducido: 

                                 
                                        GP 
H2 O2   + 2GSH                                       2 H2 O   +   GSSG 
                                        GP 
L-OOH   +   2GSH                                    L-OH   +   H2O  +  GSSG 
 
Existen varias formas de GP dependientes de selenio; entre las más 

importantes se encuentran: 

 Una forma intracelular (GP-c) 

  Una forma plasmática (GP-p) 

 Una forma con actividad específica para los fosfolipoperóxidos que 

por lo general está asociada a la membrana (GP-ph) 

Se ha demostrado que el selenio se encuentra fuertemente unido a un 

residuo de cisteína en el centro activo de la enzima y es esencial para la 

actividad catalítica28-30. 

Un número apreciable de tejidos animales poseen ambas enzimas, sin 

embargo se observa que a concentraciones  bajas de H2O2, la actividad  que 

predomina es la de glutatión peroxidasa, siendo efectiva la catalasa cuando la 

concentración de H2O2, es alta; es decir en condiciones de estrés oxidativo29,30. 

Glutatión reductasa (GR): 

La relación GSH/GSSG se mantiene alta en la célula, debido a la 

presencia de sistemas enzimáticos que catalizan la reducción del glutatión 

oxidado16. 
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La glutatión Reductasa (GR, EC 1.6.4.2) es una enzima dependiente de 

NADPH que cataliza la reducción del dipéptido, glutatión  oxidado (GSSG) a 

glutatión reducido (GSH), el cual puede ser utilizado por GP para la reducción 

del H2O2 que como ya ha sido señalado, es un compuesto de potencial toxicidad 

para el organismo. La vía de las pentosas fosfato suministra el NADPH +H+ 

necesario para la reacción30. 

                                               GR 
GSSG   +   NADPH+ H+                         2GSH   +   NADP+ 

La GR está presente en  diferentes tejidos, células y líquidos biológicos 

del organismo humano, se encuentra en el citoplasma, en las mitocondrias y en 

el plasma sanguíneo. 

La enzima presenta en su centro activo, una molécula de FAD y un 

puente disulfuro entre dos residuos de cisteínas de ambas subunidades que 

participan en el mecanismo catalítico, la reacción requiere de la reducción del  

FAD del sitio activo por el NADPH en estado reducido 29. 

El glutatión reducido (GSH) 

El glutatión (γ-glutamil cisteinil glicina), es un tripéptido que desempeña 

diversas funciones metabólicas de gran importancia, principalmente 

relacionadas con la protección antioxidante de las células20. Su acción 

antioxidante se debe al grupo sulfidrilo del residuo de cisteína, por lo que es 

capaz de ejercer su papel protector sólo cuando se presenta en su forma 

reducida (GSH). La forma oxidada del glutatión se origina cuando dos moléculas 

de GSH se oxidan (por presencia de agentes oxidantes o por autooxidación) 

cediendo un electrón cada una y combinándose entre sí, dando lugar a la forma 
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oxidada (GSSG) 31,32. La enzima GR que se encarga de regenerar el GSSG a su 

forma reducida se encuentra predominantemente en el citosol, existiendo 

también cierta actividad en la mitocondria29,33.  

Un indicador característico de estrés oxidativo es el aumento de la 

concentración de glutatión oxidado con la consiguiente alteración del estado 

redox del glutatión, lo cual aumenta el cociente GSSG/GSH22,27. En condiciones 

fisiológicas, la concentración de GSH es de dos a tres órdenes de magnitud 

mayores que la de GSSG32.  

El GSH es el tiol no proteínico más abundante en las células de 

mamíferos y constituye el principal antioxidante endógeno de carácter no 

enzimático. Literalmente no podemos sobrevivir sin este antioxidante, una 

deficiencia de GSH puede causar hemólisis y estrés oxidativo15. En pacientes 

diabéticos se ha comprobado que existe mayor fragilidad de los eritrocitos, 

probablemente debido a la disminución de este antioxidante. El GSH es esencial 

en el metabolismo intermediario, para la desintoxicación de diferentes sustancias 

(como por ejemplo el acetaminofén), y para el correcto funcionamiento de otros 

antioxidantes importantes como las vitaminas C y E, además es el antioxidante 

más activo en la regulación del sistema inmune31,32. Puede reaccionar 

directamente con los radicales libres sin necesidad de intervención enzimática, o 

bien por medio de la GP28. 

Vitaminas antioxidantes  

Las vitaminas C y E actúan de forma conjunta como eliminadores de 

radicales18. La vitamina C actúa fundamentalmente en el medio extracelular por 
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su carácter hidrosoluble. Por otra parte, la vitamina E penetra a la célula debido 

a su naturaleza hidrofóbica y por ello puede actuar tanto en el medio extracelular 

como en el intracelular. Actúa concertadamente con el ácido ascórbico en 

plasma mientras que en las membranas lo hace con la coenzima Q10.34 

Los carotenoides (α y β carotenos, licopeno, etc.) y la vitamina A 

presentan actividad antioxidante bien documentada in vitro y evidenciada en 

modelos animales35.  

La vitamina E, dado su carácter lipofílico, constituye el principal 

antioxidante de los lípidos y forma parte de prácticamente todas las estructuras 

lipídicas del organismo como las membranas celulares y las lipoproteínas 

plasmáticas, especialmente las LDL36. De este modo, los ácidos grasos son 

protegidos del ataque de los radicales libres y por lo tanto, de su posible 

oxidación.  

La vitamina E engloba ocho formas naturales derivadas todas del 6-

cromanol, de las cuales cuatro de ellas tienen forma de tocoferol (α, β, γ y δ)  y 

las otras cuatro de tocotrienoles. Todas tienen distinta actividad biológica, siendo 

el α-tocoferol el de mayor actividad biológica y la forma de la vitamina E más 

abundante en la naturaleza36. 

Su actividad antioxidante se debe al carácter reductor del grupo hidroxilo 

de su anillo cromanol. Al poseer un potencial de reducción muy bajo, el α-

tocoferol es capaz de reaccionar con los radicales peroxilo y reducirlos a 

hidroperóxidos, evitando así que estos radicales reaccionen con otros ácidos 

grasos e impidiendo la propagación del proceso oxidativo17. Al reaccionar con 
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dicho radical, el α-tocoferol se convierte en radical tocoferilo, que por reacciones 

posteriores forma un compuesto más estable. De esta manera cada molécula de 

tocoferol puede neutralizar dos moléculas de radical peroxilo35,36.    

La Vitamina A es una sustancia liposoluble que se encuentra en forma de 

éster como retinol palmitato. Sus carotenoides precursores se degradan en las 

células intestinales a retinaldehidos y luego se reducen a retinol, el cual es re-

esterificado y se almacena en hígado como palmitato de retinol. Cuando la 

vitamina es liberada del hígado, lo hace unida a la proteína de unión al retinol, 

que por sus siglas en inglés se conoce como RBP (retinol binding protein). 

La vitamina A participa en la regulación de vías metabólicas, expresión 

genética, crecimiento y diferenciación celular. Los retinoides se enlazan a 

dominios ricos en cisteínas de PKC alfa, y sirven como activador REDOX de la 

misma. Como regulador de la diferenciación celular su función es muy 

importante para reponer las células que mueren a consecuencia del daño 

oxidativo36.  

2.2.3- Daño oxidativo a biomoléculas 

Incluso en condiciones de normal funcionamiento del organismo, se 

acumulan proteínas modificadas como consecuencia de la inevitable formación 

de ERO23,24.  Las proteínas modificadas que se acumulan dentro y fuera de la 

célula experimentan alteraciones significativas en sus funciones por lo que 

deben de ser sustituidas por la maquinaria de síntesis proteínica celular. En esta 

función intervienen las enzimas proteolíticas, cuya acción evita la acumulación 

de las proteínas dañadas. Las proteínas glicosiladas, las cuales han sido 
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modificadas covalentemente son más resistentes a la degradación por lo que 

son más susceptibles a la oxidación37. 

Todos los aminoácidos presentes en las proteínas tienen residuos 

susceptibles de ser atacados por los radicales libres, principalmente por el 

radical hidroxilo. Los aminoácidos tirosina, fenilalanina, triptófano, histidina, 

metionina y cisteína tienen mayor predisposión a ser oxidados38.   

En los procesos de daño oxidativo a proteínas, algunos aminoácidos 

como lisina, prolina y arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo. 

También contribuyen a la acumulación de carbonilo las reacciones secundarias 

de ciertas cadenas laterales con productos de la peroxidación de lípidos y con 

azúcares reductores. Los derivados con grupos carbonilo pueden también 

incrementarse a expensas de  la ruptura oxidativa del esqueleto peptídico. Como 

los grupos carbonilos constituyen productos fundamentales de las reacciones 

oxidativas mediadas por ERO, el contenido en carbonilos de las proteínas se 

emplea como un indicador de daño oxidativo a las mismas38-40.  

Otra modificación oxidativa de gran importancia es la nitración por 

peroxinitrito de residuos de tirosina de las proteínas reguladoras, lo cual puede 

conducir a un mal funcionamiento permanente de las cascadas controladoras de 

los procesos de transducción de señales y reguladoras de las funciones 

celulares40.  

El daño oxidativo al ADN y otros constituyentes del aparato genético se 

producen cuando la molécula reacciona de forma directa con radicales como el 

hidroxilo y otros que se forman durante la peroxidación lipídica. Los  productos 
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no radicálicos muy reactivos como los compuestos carbonílicos también 

producen este tipo de reacción18,24,30.  

Más concretamente, el daño estructural al ADN por radicales libres puede 

ocurrir de dos modos principales: i) Reacción con los residuos desoxirribosa. ii) 

Reacción de adición a las bases del ADN.  

El radical anión superóxido y el peróxido de hidrógeno no reaccionan 

directamente con el ADN, ellos dan lugar a la formación de radicales hidroxilo en 

presencia de iones metálicos de la serie de transición. Estos últimos son 

capaces de atacar las desoxirribosas, (purinas y pirimidinas), generando 

numerosos productos. La modificación oxidativa más frecuente suele ocurrir a 

nivel de la guanosina, dando lugar a la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-oxodG). 

Su importancia reside en su poder mutagénico, ya que durante la replicación 

producirá transversiones Guanina-Timina. Además se han identificado otros 

veinte productos de oxidación. 

La concentración del nucleósido 8-oxodG se utiliza como índice del daño 

oxidativo al ADN y puede cuantificarse por espectrometría de masas, o por 

HPLC con detección electroquímica15,18,24. 

Muchos de estos productos de oxidación del ADN encontrados in vitro, 

también aparecen en el ADN de tejidos animales tras el tratamiento con 

sustancias que estimulan la generación de radicales libres o como causa del 

envejecimiento celular37. Según estudios efectuados por muchos investigadores, 

el daño oxidativo al ADN y la mutagénesis son dos causas importantes de 

cáncer41.  
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Por otra parte, debemos destacar que el daño oxidativo asociado a 

proteínas y al ADN no debe ser considerado de manera independiente. La 

acumulación de formas inactivas de enzimas reparadoras del ADN puede 

aumentar la acumulación de daño oxidativo al mismo, por lo que se pueden 

potenciar uno a otro. Cuando la replicación del ADN dañado tiene lugar antes de 

la reparación o cuando moléculas de ADN dañado se reparan de manera 

incorrecta, tienen lugar mutaciones. Así pues, las lesiones oxidativas al ADN 

parecen estar implicadas no sólo en el envejecimiento celular, sino también en la 

patogénesis de las enfermedades crónicas que aparecen en la adultez como 

diabetes41  

El daño oxidativo al ADN ha sido observado en un gran número de líneas 

celulares procedentes de mamíferos, e incluye  roturas de doble y simple 

cadena, cambio de bases, daño oxidativo, e incluso aberraciones en los 

cromosomas42.  

La mayor parte del daño oxidativo al ADN se resuelve con el sistema de 

escisión de bases (BER)  ya que las ERO generan principalmente lesiones no 

voluminosas que son reparadas con este sistema. Las enzimas clave en el 

mecanismo de BER son las ADN Glicosilasas, las cuales generan sitios 

abásicos al eliminar bases dañadas y desapareadas rompiendo el enlace N- 

Glicosídico entre la base anormal y el azúcar43. Al menos en el caso del ADN 

nuclear, se cree que el hierro y el peróxido de hidrógeno juegan un papel 

importante en el daño oxidativo: Si el peróxido de hidrógeno llega al núcleo y 

reacciona con el hierro en estado ferroso, genera el radical hidroxilo (Reacción 
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de Fenton), que ataca en ese mismo lugar a la desoxirribosa o la base, 

produciendo tanto roturas de la hebra como modificaciones en las bases. Un 

hecho muy importante que debemos resaltar es que el ADN mitocondrial está 

expuesto a un mayor daño oxidativo que el nuclear. El genoma mitocondrial 

presenta ciertos rasgos que lo hacen especialmente susceptible de ser atacado 

por agentes oxidantes: Carece de histonas que protejan el ADN, el sistema de 

reparación no es tan eficiente como en el caso del nuclear, además de 

encontrarse muy cerca de la cadena de transporte de electrones, uno de los 

sistemas principales de producción de especies activadas de oxígeno44.  

Quizás la más estudiada de las reacciones en las que participan las 

especies reactivas es aquella que experimentan los lípidos, sobre todo los 

ácidos grasos poliinsaturados. Los radicales libres que pueden iniciar esta 

reacción son el radical hidroxilo (•OH), el peroxilo (ROO•), el alcóxilo (RO•) y el 

alquílico (R•). La reacción comienza cuando un radical libre ataca a un carbono 

de la cadena alifática de un ácido graso, se desprende un átomo de hidrógeno, y 

se forma un radical alquílico15,16.  

Esta reacción se produce principalmente por ataque a los carbonos 

contiguos a dobles enlaces de ácidos grasos poliinsaturados, arrancando un 

hidrógeno por una ruptura homolítica y produciendo un radical que se estabiliza 

por resonancia con el doble enlace. Este radical centrado en un átomo de 

carbono reacciona con el O2 y forma un radical peróxido, ROO•. 

Los radicales peróxido pueden reaccionar a su vez con cadenas laterales 

de otros ácidos grasos poliinsaturados adyacentes, se forma un radical alquílico 
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(R’-CH•) y un peróxido lipídico (R-OOH), con lo que se propaga la reacción en 

cadena producida por radicales libres. Por su naturaleza ésta es una reacción 

potencialmente dañina, pues un solo radical es capaz de desencadenar una 

serie de eventos que conducen a la producción de un gran número de especies 

reactivas de carácter electrofílico que potencialmente tienen mayor facilidad para 

unirse con el ADN, como los aldehídos tóxicos (malondialdehído y 4-

hidroxinonenal)15. Muchos de los aldehídos formados reaccionan rápidamente 

con los componentes celulares, por lo que causan mutaciones en el ADN, y 

producen daños estructurales y funcionales al reaccionar con proteínas45. Se 

sabe que esos productos de degradación pueden difundir lejos de su lugar de 

producción y causar edema celular, además de influir sobre la permeabilidad 

vascular, inflamación y quimiotaxis. El malondialdehído (MDA), a su vez, puede 

reaccionar con lípidos y proteínas durante la peroxidación lipídica para formar 

productos fluorescentes insolubles que se acumulan en el interior de los 

lisosomas como la lipofucsina46. ésta sustancia es un reconocido marcador 

morfológico de envejecimiento que también se acumula en los tejidos de 

pacientes diabéticos 47.  

Existen varias técnicas experimentales que permiten monitorear la 

formación de productos de la peroxidación lipídica: Detección de hidrocarburos 

de cadena corta como etano y pentano en los gases que se exhalan de la 

respiración, detección de sustancias reactivas al Ácido Tiobarbitúrico como los 

aldehídos MDA  y 4-hidroxinonenal (4-HNE), detección de dienos conjugados 

entre otras15,18,22. 
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2.2.4. Reactividad de los productos derivados de la peroxidación 

lipídica con biomoléculas. Toxicidad en el organismo: 

La alta reactividad química frente a moléculas como ADN, proteínas, 

lípidos y  carbohidratos de los productos de la peroxidación lipídica se explica 

por el carácter electrofílico del carbono beta en aldehídos con dobles enlaces 

como los alquenales, el cual es muy positivo y por ende reacciona con los 

grupos químicos con carga negativa de moléculas de ADN, proteínas, 

carbohidratos y otros lípidos50.  

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la ingestión de aceites 

ricos en ácidos grasos poliinsaturados sometidos a estrés térmico puede dar 

lugar a la inducción, desarrollo y progresión de determinadas patologías, entre 

las que se incluyen enfermedades cardiovasculares49, aterosclerosis50 e 

hipertensión51. La implicación de estos productos en procesos tóxicos, tanto in 

vivo como in vitro, se explica por la capacidad de estos productos de la 

degración oxidativa de lípidos de reaccionar con la Apo B de las LDL, con el 

ADN y el GSH entre otras52-54. Además producen más radicales libres que 

pueden alterar la distribución de los fosfátidos de glicerina de membrana, 

provocando cambios en la fluidez de la misma y perturbaciones de las señales 

celulares55-57. Éste pudiera ser el probable mecanismo que explique por qué 

aquellas dietas que contienen aceites calentados a elevadas temperaturas son 

más teratogénicas que las que contienen aceites sin calentar58-59.  

Los aldehídos pueden inhibir la actividad de varias proteínas como la 

bomba de sodio y potasio dependiente de ATP60, la anhidrasa carbónica61, la α1-
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proteinasa62, la Glutatión peroxidasa63,64 y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(G6PDH)65. La inhibición de la G6PDH por los aldehídos que llegan a tejidos 

embrionarios adquiere gran relevancia en la inducción de efectos teratogénicos, 

ya que es crucial en la protección del embrión frente al estrés oxidativo65.  

Las hebras del ADN pueden reaccionar con hidroperóxidos y radicales 

lipídicos, propiciando el ataque directo de radicales más pequeños y otros 

aldehídos con posterioridad66. La modificación de una bases interfiere con el 

reconocimiento por su complementaria, situación que altera la replicación e 

induce efectos genotóxicos que incluso podrían dar lugar a mutaciones67 si no 

son reparadas correctamente20,39,43. Este daño genotóxico de aldehídos, ha sido 

demostrado in vitro sobre una gran variedad de células como hepatocitos, 

células de músculo liso vascular humano68, células tumorales y linfocitos69,70. 

Dicho daño se describió como consecuencia de la inducción de roturas de 

hebras e intercambio de cromátidas hermanas, y de un incremento en la 

formación de micro núcleos y roturas cromosómicas, inducidas como 

consecuencia de la incubación de estas células con aldehídos71. Especialmente 

relevante resulta la inactivación de enzimas de replicación y reparación del ADN, 

que provoca roturas de cromátidas debido a un error en estos procesos 7,72,73. 

Algunos aldehídos producto de las reacciones de peroxidación lipídica 

han sido incluidos dentro de los denominados factores clastogénicos74. Ellos son 

un grupo heterogéneo de sustancias, liberadas por las células en respuesta a 

situaciones de estrés oxidativo. Se caracterizan por producir roturas 

cromosómicas y han sido aislados en determinados estudios in vitro y en plasma 
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de pacientes con enfermedades asociadas a estrés oxidativo75. Así, el 4-HNE ha 

sido encontrado en la fracción de suero de estos pacientes con actividad 

clastogénica y en el medio de cultivo de células sometidas a estrés térmico. 

Posteriormente, una vez aislado, ha inducido roturas sobre cultivos de células 

sanas, poniendo de manifiesto su efecto clastogénico sobre el material 

genético76,77. 

2.3. Diabetes Mellitus y Estrés Oxidativo: 

Los pacientes que padecen diabetes mellitus presentan indicadores 

bioquímicos que evidencian una situación de estrés oxidativo2,78-80. Disminuyen 

las concentraciones plasmáticas de vitaminas antioxidantes como la A y E81, se 

incrementa la concentración sanguínea de sustancias reactivas al ácido 

Tiobarbitúrico (TBARS del inglés Tio Barbituric Acid Reactive Substances), se 

incrementa la susceptibilidad de las Lipoproteínas de Baja Densidad (LDL del 

inglés low density lipoprotein) a la oxidación82,83, disminuye la capacidad 

antioxidante total del plasma y se daña el material genético13,18,84.  

Los mecanismos que contribuyen al mayor estrés oxidativo en Diabetes 

Mellitus incluyen también cambios en la obtención de energía por la célula, en 

los niveles de mediadores inflamatorios etc85,86. 

La hiperglucemia sostenida es un factor decisivo en el incremento del 

estrés oxidativo en los pacientes diabéticos59,78,87, y es también la causa 

fundamental de los efectos dañinos en la micro y macro vasculatura de las 

personas que padecen el síndrome88-90.  
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La teoría que explica cómo se producen estos daños descansa en la 

propuesta de que cuatro vías fundamentales experimentan modificaciones que 

tributan al daño78. Las reacciones o vías que se modifican son: La vía del 

poliol78,91, las reacciones de glicosilación con la consiguiente acumulación de 

Productos Finales de Glicosilación Avanzada (AGE por las siglas en inglés 

Advanced Glicosilation End Product)) 59,89,92, la activación de isoformas de la 

PKC93 y la vía de la hexosamina78,94,95. Todas ellas tienen en común que 

conducen a un incremento en la producción de  radical superóxido por la cadena 

de transporte electrónico mitocondrial78.  

La Vía del Poliol  se exacerba en condiciones de hiperglucemia y tiene 

como enzima que controla la velocidad del paso más lento a la Aldosa 

Reductasa. Esta enzima tiene baja afinidad por la glucosa, a la cual convierte en 

sorbitol, usando NADPH como cofactor. El sorbitol es luego oxidado a fructosa 

por una reacción acoplada a reducción de NAD+/NADH y catalizada por la 

enzima  sorbitol deshidrogenasa, produciéndose incremento de la relación 

NADH/NAD+, lo cual  compromete el balance REDOX y energético en la célula, 

ya que condiciona un estado de seudo hipoxia59,78. 

El aporte fundamental que esta vía hace al daño por hiperglucemia consiste 

en que compite por el uso de NADPH que es requerido por reacciones como la 

regeneración de GSH a partir de GSSG, lo cual es crítico en condiciones de 

hiperglucemia y pudiera exacerbar la condición de estrés oxidativo que se ha 

establecido78.  
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El incremento en la formación de AGE se debe a que, el aumento de las 

concentraciones intracelulares de glucosa aumenta la probabilidad su oxidación a 

productos dicarbonilos muy reactivos como el glioxal y metilglioxal y produce 

además H2O2 y O2
•-.  

Los productos dicarbonilo se unen a los grupos amino de las proteínas 

intracelulares y extracelulares para dar AGE (Figura 2, Anexo II). Los diversos 

daños que produce la acumulación intracelular de AGE se pueden resumir en los 

siguientes planteamientos: a) las proteínas alteradas por AGE modifican su función, 

b) los componentes de la matriz extracelular modificados por AGE interactúan de 

manera anormal con otros componentes de la matriz produciendo reacciones 

cruzadas. c) las proteínas extracelulares modificadas por AGE son captadas por 

receptores que reconocen dicha modificación (RAGE) e inducen la síntesis de 

citoquinas como Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF alfa),  Factor de Crecimiento 

Tipo Insulina (ILGF-I), e Interleuquina-1 (IL-1). Esta última induce el estallido 

respiratorio de las células fagocíticas incrementando la producción de ERO por la 

acción, entre otras, de enzimas dependientes de NADPH asociadas a 

membrana59,78. Los RAGE en las células endoteliales parecen mediar la hiper 

permeabilidad de la pared capilar que se ha asociado con diabetes, pues el bloqueo 

de estos receptores en un modelo animal ha disminuido los síntomas vasculares 

que caracterizan a esta patología 61. Asimismo, los RAGE participan en la 

transducción de señales por medio de la generación de ERO, las que activan los 

factores de transcripción NF-kB y p2178. 
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La familia de la enzima PKC comprende al menos 11 isoformas, siendo 9 de 

ellas activadas por el compuesto Diacilglicerol (DAG)93. Un aumento intracelular de 

glucosa induce incremento de este segundo mensajero que a su vez activa 

fundamentalmente las isoformas beta y delta  de la enzima1. La hiperglucemia 

promueve de forma indirecta una activación de la PKC por la vía de la 

sobreproducción de ERO, disminución de la síntesis de NO. e inducción de factores 

de crecimiento como el TGF-alfa y el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF) en células de músculo liso. Recientes evidencias han vinculado estas 

alteraciones con la sobre expresión del inhibidor del activador del plasminógeno 

(PAI-1)96, con el incremento de la activación del NF-kB y con la regulación y 

estimulación de varias oxidasas dependientes de NADPH  asociadas a membrana96 

en modelos de diabetes.  

El Incremento del flujo de glucosa en la vía de la hexosamina se produce por 

aumento de la concentración intracelular de glucosa, que activa la vía que 

transforma en hexosamina la fructosa, por la enzima Glutamina: fructosa 6 fosfato 

amido transferasa (GFAT)94,95. La acumulación de glucosamina inactiva la enzima 

G6PDH, por lo que disminuye el aporte de NADPH a la célula78 (Figura 3, Anexo III)  

2.4.  Embarazo,  Diabetes y Estrés Oxidativo: 

El estado grávido en condiciones de salud se ha asociado con reducción en 

la disponibilidad de antioxidantes y elevación de productos derivados de reacciones 

de peroxidación lipídica, activación de leucocitos e incremento en la concentración 

de ERO en el tercer trimestre de la gestación96.97; coincidiendo con el período en el 

cual la HTG se hace más evidente. 
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El embarazo modifica de forma continua el metabolismo de la gestante 

(Tabla 2, Anexo IV) y la madre tiene que aportar nutrientes al feto a través de la 

placenta para su desarrollo98-100.  

A lo anterior se añade además que productos de la Peroxidación Lipídica 

(PL) que se incrementan por la Hipertrigliceridemia, constituyen sustancias con 

actividad clastogénica y por lo tanto producen roturas cromosómicas101. 

Además de diabetogénico, el estado grávido muestra una incrementada 

vasoconstricción e hiper agregabilidad, propiciado por la reacción entre el óxido 

Nítrico (NO.) y el radical anión superóxido para rendir peroxinitrito (ONOO.). Esta 

reacción que tiene una velocidad 3 veces mayor que la del radical superóxido con 

su enzima, produce una disminución en la  biodisponibilidad del óxido nítrico como 

agente vasodilatador y antiagregante. El resultado impacta especialmente en la 

placenta, disminuyendo el flujo útero-placentario y placento-fetal así como lo hace 

en otros tejidos, donde puede conducir a vasculopatías en las personas con 

diabetes102. 

Durante la gestación existe una especial demanda de vitamina E, debido al 

incremento de los lípidos plasmáticos, permitiendo así mantener una relación 

vitamina E/lípidos similar a la de las mujeres no gestantes103. El rápido crecimiento 

fetal y el aumento en la síntesis de membranas celulares, requiere un elevado 

aporte de vitamina E. De hecho, el correcto funcionamiento de los sistemas 

antioxidantes es fundamental para la adaptación a la vida extrauterina del recién 

nacido, ya que en el momento del parto, en cuestión de minutos, el feto pasa de 

estar expuesto a una presión parcial de oxígeno de 20 mmHg a un ambiente con 
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presión parcial de oxígeno alta (100 mmHg aproximadamente). Este cambio tan 

brusco hace que las limitadas reservas antioxidantes acumuladas durante el 

crecimiento fetal, sean especialmente importantes en la transición feto-neonato, 

ayudando a prevenir el daño que podría producir un mayor estrés oxidativo104.  

En general es importante considerar que tanto la diabetes como la gestación 

pueden producir estrés oxidativo. La coexistencia de ambas situaciones de 

adaptación metabólica pudiera estar relacionada con algunas de las complicaciones 

que aparecen durante la gestación en las mujeres con diabetes, como 

preeclampsia, alteraciones de la placenta y malformaciones en la descendencia98. 

Las características anatómicas y de desarrollo del embrión después de la 

implantación le confieren vulnerabilidad al estrés oxidativo. Las concentraciones de 

glucosa intracelular en el embrión se equilibran con los del suero materno debido a 

la expresión embrionaria temprana de los transportadores de Glucosa Glut2 (de alta 

Km) y Glut1, Glut3 y Glut8 (de baja Km). Por esa razón el flujo de glucosa hacia el 

embrión de madre diabética es 2 ó 3 veces mayor que aquel que se desarrolla en 

medio euglicémico.  A esto se suma que en esta etapa el entorno embrionario es 

hipóxico, y sus sistemas de defensa antioxidante aún no se han desarrollado, por lo 

que es difícil  encarar una agresión oxidativa. Si la glucosa materna se incrementa, 

y con ella los productos de su oxidación, aún un pequeño incremento de la 

producción de ERO podría provocar una situación de estrés oxidativo105.   

Se ha reportado que el contenido de Vitamina E en sangre de cordón (reflejo 

de la circulación fetal) debe oscilar entre una cuarta y una quinta parte de la 

concentración en sangre materna104. Como la concentración de tocoferol en sangre 
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de cordón se incrementa por administración de este antioxidante a la madre durante 

la gestación, esto pudiera constituir una buena indicación en la prevención de MFC, 

lo cual ya se ha comprobado en diabetes experimental12,107.  

El término Embriopatía diabética se refiere a las MFC que desarrolla el 

embrión de la madre diabética108. La diabetes materna  es responsable de 

importantes anormalidades congénitas que ocurren entre el 8 y el 12% de las 

embarazadas complicada con Diabetes Mellitus Pregestacional (DMP). Los 

métodos de detección precoz no han podido evitar que la frecuencia de MFC en 

gestantes diabéticas sea entre 3-4 veces mayor que en las embarazadas 

sanas108,109. Un estudio llevado a cabo en nuestro país por el Dr. Lemay Valdes en 

el año 2003 reporta que en 2740 nacimientos de madres diabéticas, ocurridos entre 

1973 y 2003, el porcentaje de niños con malformaciones fue de 3,4% para mujeres 

con diabetes gestacional, sin embargo casi tres veces más (9,3%) para mujeres con 

diabetes Tipo 1 o Tipo 212.  

Las estadísticas de otras partes del mundo muestran que alteraciones fetales 

como las macrosomías que se presentan entre el 8 y el 14 % de los partos, 

alcanzan valores de 25 a 42 % en los hijos de madres diabéticas. Estudios 

experimentales llevados a cabo in vivo e in vitro mostraron una correlación entre 

diabetes, retardo del crecimiento y malformaciones congénitas110.. 

Un aspecto medular a considerar en el estudio de la etiopatogenia de la 

embriopatía diabética es que las dismorfogénesis ocurren principalmente en las 

primeras 8 semanas de desarrollo del embrión3,105. Varios evidencias señalan que la 

glucosa puede mediar efectos embriotóxicos debido a la generación de ERO105,111. 
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Al respecto se conoce que en esas condiciones de exceso de glucosa puede 

alterarse la inducción de genes que controlan el desarrollo, por lo que se 

comprometen eventos posteriores del desarrollo morfogenético. 

Los genes que predisponen a la diabetes no participan en la inducción de 

malformaciones, ya que los hijos de padres diabéticos presentan más 

predisposición genética para padecer el síndrome y no desarrollan malformaciones 

congénitas, las cuales sí aparecen cuando es la madre la que porta la enfermedad. 

Por otra parte, la ausencia de un patrón malformativo específico en la embriopatía 

diabética apunta más hacia la participación de factores del ambiente intrauterino 

materno, que desencadenan mecanismos teratogénicos en la gestación diabética. 

Las malformaciones más relacionadas con la embriopatía diabética son los defectos 

de cierre del tubo neural (DTN) y los que afectan al sistema cardiovascular;  aunque 

se ha planteado que este síndrome afecta a todos los órganos112.  

La más importante alteración del embrión de madre diabética, capaz de 

inducir un desarrollo anómalo, es el incremento de la concentración de glucosa109-

113. El estudio de los factores etiológicos en la patogénesis de las MFC ha revelado 

que el incremento en la producción de ERO por exceso de glucosa es la principal 

causa de las MFC114.  

Varios cambios metabólicos fundamentales se reconocen por la mayoría de 

los estudiosos del tema como causantes de la teratogénesis diabética: 

1. Disminución del consumo de inositol en el tejido embriónico.  

2. Alteraciones de la degradación del ácido araquidónico por lo que se 

produce menor cantidad de prostaglandinas.  
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3. Cambios en la actividad de la proteína quinasa C (PKC). 

4. Incremento de la vía de la hexosamina. 

5. Incremento de las reacciones de glicosilación que conducen a AGE. 

6. Incrementada formación de ERO 112-115  

El efecto de la disminución del inositol consiste en el descenso de los 

fosfoinositoles (PIP1, PIP2) y sus productos fosfátidos de glicerina esenciales en los 

tejidos embrionarios. La disminución de PIP2 y DAG, estimulantes de la actividad de 

la PKC, trae una disminución de la actividad de la fosfolipasa A2 (PLA2), enzima 

clave en el metabolismo de los fosfátidos de glicerina113. Una PLA2 menos  activa 

conduce a una disminución del Ácido Araquidónico libre con caída de la producción 

y el metabolismo de las prostaglandinas, sobre todo PGE2 que constituye la 

principal prostaglandina durante la embriogénesis. La PGE2 se sintetiza muy 

tempranamente en el desarrollo del embrión116, de ahí se deduce lo relevante de su 

participación en eventos iniciales de la morfogénesis3,113,116. A esta prostaglandina 

además se le han atribuido acciones estimulantes del metabolismo de la glucosa en 

diferentes tejidos3. 

La disminución del ácido araquidónico provoca que disminuya la 

concentración de PGE2 por lo que esta es una vía que conduce a la embriopatía 

diabética113. Varios experimentos han confirmado que la adición de Ácido 

Araquidónico a las ratas diabéticas preñadas redujo el daño al tubo neural de los 

fetos.  La adición de PGE2 a cultivos de embriones en medios con alta 

concentración de glucosa también bloqueó la aparición de DTN en dichos 

embriones109,113.  
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Cambios en la actividad y expresión de la PKC. El grupo de Eriksson y 

colaboradores en el año 2003 encontró que varias isoformas de PKC poseían 

modificaciones de la actividad en embriones de ratas de diez días de edad, lo que 

demuestra que existe asociación entre embriopatía diabética y alteraciones en la 

actividad de la PKC aún por dilucidar13,113,117,1118.  

La disminución del contenido de DAG en el embrión produce una disminución 

de la actividad de la PKC, pero esta situación contrarrestarse  debido a otras 

consecuencias del estado diabético, que produce un aumento en la disponibilidad 

de DAG al incrementarse el flujo y acumulación de metabolitos en la vía 

glucolítica119. Este flujo incrementado de la vía glucolítica inhibe la enzima 

gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa120 (GAPDH) por sobreproducción de ERO 

en la mitocondria produciendo entonces más DAG y por tanto estimulando la 

actividad de la PKC118, la vía de la síntesis de Hexosamina78,111 y la de la Aldosa 

reductasa, todas ellas potencialmente teratogénicas113-115.  

Incremento de la vía de la hexosamina: Uno de los efectos más importantes 

que provoca la estimulación de la síntesis embrionaria de hexosamina, es la 

reducción de la actividad de la G6PDH que provoca el  incremento en la 

concentración de glucosamina-6 fosfato, la cual es un inhibidor competitivo de la 

enzima121,122. La G6PDH es la enzima reguladora fundamental en la vía de las 

pentosas y es responsable del 25% del metabolismo de la glucosa en el período de 

preimplantación temprana del embrión123. La inhibición de la enzima conduce al 

descenso de NADPH, utilizado en varias de las reacciones de eliminación de ERO, 

y compromete seriamente el potencial reductor de los tejidos embrionarios, ya que 
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la recuperación del GSH por la enzima GR depende de su cofactor NADPH. Este 

mecanismo puede conferirle una especial vulnerabilidad a las células del embrión 

en etapas determinadas del desarrollo morfogenético 123,124,125 .  

El incremento en la concentración de ERO: La reserva de GSH en el embrión 

se desajusta por disminución en el transporte del mismo debido a daños en el saco 

vitelino3,123,124. Contribuye a lo anterior la disminución en la actividad de la enzima 

G6PDH que se explica en el párrafo anterior. 

Diferentes modelos experimentales han puesto de manifiesto que la 

administración de antioxidantes como la vitamina E, la vitamina C y el butilato de 

hidroxitolueno (BHT) producen una disminución en la tasa de malformaciones 

congénitas, incluidos los DTN6,107,125-127. 

El efecto teratogénico del EO está mediado por procesos genotóxicos y 

citotóxicos, y aunque muchas células sobreviven a la agresión oxidativa, otras son 

especialmente sensibles. Existen genes polimórficos que modifican la respuesta 

celular a la hiperglucemia por lo que la diabetes induce complicaciones que 

alcanzan diferentes niveles de compromiso en los diversos pacientes78. De igual 

forma, existen genes modificadores que afectan la susceptibilidad de las células 

embrionarias a la hiperglucemia, por lo que no todos los embriones cultivados in 

vitro en altas concentraciones de glucosa desarrollan MFC105,113.  

Genes regulados por el factor de transcripción NF-kB son sensibles a 

cambios en el potencial REDOX de la célula que modifica su habilidad para regular 

la transcripción. Esto se ha comprobado para factores de transcripción como la 

proteína p 53, proteínas con motivos digitiformes de zinc y otros miembros de la 
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familia Pax105,128,129. En estos casos se produce una falla en la inducción de genes 

específicos que deben ser expresados en un momento definido del desarrollo del 

embrión, sin que se modifiquen  genes que ya han sido expresados en instancias 

previas del desarrollo130. Este es el mecanismo que subyace en la disminución de la 

expresión del gen Pax 3 que se ha confirmado en embriones de ratas diabéticas 

con DTN118. Asociada al incremento en la velocidad de la vía de la hexosamina, se 

ha comprobado una inhibición del gen Pax 3 que a su vez regula la actividad de la 

proteína p 53 y su propia expresión. El incremento en la expresión de p53 emite 

señales para potenciar las vías apoptóticas dependientes de esta proteína125,128-130.  

La sobre producción de ERO en particular el radical ión superóxido es el 

elemento común y el punto en que convergen todas las vías que se postulan como 

responsables de las MFC asociadas al estado diabético78,105,126,   

2.5.  Malformaciones congénitas, diabetes y estrés oxidativo  

Las malformaciones congénitas afectan entre un 3 y 5% de los recién 

nacidos vivos. Aunque muchas son compatibles con la vida, algunas requieren de 

importantes intervenciones médicas después del nacimiento131. En Cuba, según el 

registro nacional de malformaciones congénitas (RECUMAC) la tasa de MFC al 

nacimiento es en la actualidad de un 1,2%132.  

Las malformaciones más frecuentes que se han encontrado en estudios 

clínicos y experimentales de gestantes diabéticas son las derivadas de defectos de 

cierre del tubo neural111,112 y las del aparato cardiovascular. 

Los defectos de cierre del tubo neural están relacionados con disminución en 

la expresión de genes que se expresan tempranamente en el embrión como el gen 
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Pax 3134-136.  Existe consenso entre los estudiosos del tema acerca de que la 

hiperglucemia (HG)  es una causa suficiente para producir este tipo de defecto.  

Con independencia del tipo de diabetes que sufre la madre antes de la gestación, la 

incidencia de DTN es entre 3 y 5 veces superior en mujeres con diabetes con 

respecto a la población embarazada sana105,133,135.  

Valiosos estudios en modelos experimentales de diabetes permiten conocer 

que la HG incluso transitoria o episódica, es capaz de inducir DTN, aumentando al 

menos 3 veces la tasa de malformaciones105,110,11,136. Las bases moleculares de 

estos defectos están relacionadas con la activación de señales, algunas pro-

apoptóticas, que interfieren los procesos de transcripción de genes que cumplen 

determinados roles en momentos cruciales del desarrollo morfológico del 

embrión137.  Probablemente los productos que se obtienen de la peroxidación 

lipídica son mediadores de  estos efectos citotóxicos 58,138-140. 

El periodo embrionario es una etapa en la que tienen lugar los procesos más 

críticos del desarrollo morfogenético3,105, por lo que cambios estructurales en las 

biomoléculas que reaccionan con adehidos reactivos pueden provocar alteraciones 

que repercuten en el desarrollo embrionario53,141,142. De esta manera, si los 

aldehídos procedentes de las reacciones de peroxidación lipídica son ingeridos en 

la dieta, podrían llegar al embrión, reaccionar con biomoléculas, y dar lugar a 

malformaciones congénitas58. Un efecto similar podría añadirse por la acumulación 

de compuestos de esta naturaleza, disponibles en la circulación sistémica de 

mujeres con diabetes previa a la gestación.  
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Como soporte de lo expuesto conviene destacar dos aspectos: a) los niños 

con DTN tienen menores concentraciones de enzimas antioxidantes como la GP143 

o la G6PDH144;  b)  la acumulación de productos de la peroxidación lipídica se 

asocia con mayor incidencia de defectos del tubo neural137,141,145.  

La comprobación de que los productos de la peroxidación lipídica atraviesan 

la barrera placentaria, e inducen rupturas cromosómicas con potencial mutagénico, 

podría permitirnos postular a este como uno de los eventos que contribuyen a la 

etiopatogenia de los MFC en la gestante diabética.  Ya que el estado pro 

inflamatorio crónico conduce al reto oxidativo que se postula en la diabetes, sería 

interesante explorar la repercusión que sobre la integridad cromosómica y las 

biomoléculas, tiene el efecto de la acumulación de ERO  en un modelo humano de 

diabetes.   
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3- MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Aspectos generales  

3.1.1.  Toma de muestra.  

Las extracciones de todos los pacientes se realizaron luego de 12 horas de 

ayuno, en la mañana y se hicieron coincidir con aquellas que se usaron para los 

análisis complementarios que orientó el médico que atiende al paciente. Se 

extrajeron 10 mL de sangre total la cual se recolectó en tubos que contenían 

heparina.  Aproximadamente 30 µL de sangre total de cada paciente se emplearon 

para determinar daño oxidativo al ADN y otros 5 mL se enviaron al laboratorio de 

citogenética para la aplicación del ensayo correspondiente. El resto de la sangre 

(aproximadamente 5 mL) se centrifugó a 4 ºC y velocidad de 2000 gravedades 

durante 10 min. A cada mL plasma obtenido se le adicionó 5 µL del antioxidante 

Hidroxitolueno Butilado (50 mM) y se  distribuyó en tubos de 1,5 mL para ser 

conservados a 20ºC bajo cero hasta el momento de su utilización. 

En el caso de las diabéticas no embarazadas del grupo control, la extracción 

respondió únicamente a los objetivos de la investigación, para lo cual dieron su 

consentimiento por escrito (Anexo V). 

3.1.2- Características de los grupos y algunas definiciones: 

Las pacientes que integraron el grupo identificado por las letras DE fueron 

seleccionadas dentro de las que, desde su área de salud, son remitidas al servicio 

de diabetes y embarazo del Hospital Ramón Gonzáles Coro. El grupo identificado 

por E se seleccionó a partir de las embarazadas que asistieron al laboratorio clínico 

del mismo hospital para la realización de complementarios de rutina con el objetivo 
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de evaluar el curso de su embarazo y fue considerado el grupo control, mientras el 

grupo D lo integraron pacientes de dos centros hospitalarios: Centro de Atención al 

Diabético de la capital adscrito al Instituto de Endocrinología y el Hospital General 

docente Julio Trigo. 

Se revisaron exhaustivamente las historias clínicas de cada paciente en lo 

relacionado a los antecedentes patológicos familiares y personales, tiempo de 

evolución de la diabetes, edad gestacional, así como la administración de 

medicamentos de cada una.  En el acta de consentimiento informado se recogió el  

interrogatorio efectuado a las pacientes con respecto a los medicamentos que 

consumía, vitaminas u otros fármacos, ya que el consumo de vitaminas diferentes 

de las llamadas “prenatales” u otros constituyó un criterio para excluir los casos del 

estudio.   

Las mujeres que se encuentran en el grupo DE se mantuvieron en régimen 

hospitalario en el primer y tercer trimestre (hasta el parto). Si al comenzar el 

segundo trimestre se encontraban bien controladas eran dadas de alta. A partir de 

este momento y hasta el comienzo del tercer trimestre se chequearon en consultas 

programadas cada dos semanas con mediciones de las variables de control 

metabólico. Con este régimen se logra mayor garantía de la dieta y apego al 

tratamiento. En el caso de no lograr un control metabólico adecuado continuaron 

hospitalizadas durante toda la gestación. 

3.1.2.1.- Definiciones empleadas para la clasificación de la diabetes: 
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Esta clasificación la realizó el equipo de médicos que dirige el servicio de 

diabetes y embarazo del hospital Ramón González Coro. Para ello se siguieron los 

criterios de la OMS aceptados por la ALAD146. 

Diabetes gestacional (DMG): cuando la gestante presenta una prueba de 

tolerancia oral a la glucosa patológica durante el embarazo. 

Diabetes mellitus Tipo 1: si las pacientes dependen del uso de la insulina 

para sobrevivir. Esta condición se considera presente cuando los síntomas clásicos 

de la diabetes están asociados a un incremento considerable de la concentración de 

glucosa y de cuerpos cetónicos en sangre y orina.  

Diabetes mellitus Tipo 2: los casos que reúnen el criterio de glucemia 

elevada, pero que para su control no necesitan insulina sino hipoglicemiantes 

orales.  

3.1.2.1- Criterios de inclusión 

• Aceptación voluntaria de su participación mediante la firma del 

consentimiento informado.  

• Las embarazadas que se encontraban en el tercer trimestre de la 

gestación hasta la semana 40.  

• Poseer edad comprendida entro los 18 y 40 años. 

3.1.2.2- Criterios de exclusión 

• Se excluyeron a las que en el período de tres meses previo al estudio 

ingirieron algún medicamento diferente a los suplementos que se les 
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proporcionan a las embarazadas en el país o hipoglucemiantes habituales en 

su tratamiento.  

• Haber consumido alcohol, tabaco o alguna otra droga en un período 

menor de dos años previo a la gestación. 

• Padecer otra enfermedad crónica no asociada a la diabetes. 

• Embarazadas con diagnóstico de pre eclampsia y eclampsia. 

3.1.3-Procedimientos para análisis de las variables bioquímicas de 

estrés oxidativo: 

3.1.3.1- Indicadores de defensa antioxidante:  

Actividad de la Enzima S.O.D.: La actividad enzimática de la SOD se llevó a 

cabo por un método espectrofotométrico147. La técnica se basa en la autoxidación 

en medio básico que experimenta el pirogallol dando como producto una sustancia 

que absorbe a 420 nm. Se tomaron 950 µL de solución tampón Tris-HCl 50mM a pH 

8,2  y 50 µL de muestra o agua según se medía la cinética de inhibición del 

pirogalol para muestras o agua respectivamente. La reacción comenzó cuando se 

adicionaron 50 µL de una solución de Pirogallol 4 x 10-3 M. Se registró el cambio de 

la absorbancia a 420 nm durante 60 segundos. Se calculó el cociente de las 

pendientes de la curva para la muestra y el blanco, lo cual se restó a 100 para 

obtener el porcentaje de oxidación del sustrato. Una unidad de actividad enzimática 

se definió para SOD como la concentración de la misma que inhibió en un 50 % la 

oxidación del pirogalol. 

Actividad de la Enzima CAT: En una cubeta de cuarzo se adicionaron 1,9 mL 

de solución tampón fosfato (60 mM, pH 7,0), 1 mL de H2O2 (0,06 M preparado en 
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solución tampón fosfato) y 100 µL de plasma. Se midió la caída de la absorbancia a 

240 nm de longitud de onda de dicha solución de H2O2 durante 120 s148. Una unidad 

de actividad enzimática se corresponde con 1 µmol.mL-1.min-1 de H2O2 

transformado. 

Determinación de la concentración de glutatión reducido (GSH): La 

determinación de este antioxidante se realizó por el método de Beutler149. El 

glutatión reducido (GSH) reacciona con el compuesto 5,5 ditiobis 2 ácido nitro 

benzoico (DNTB) y da lugar a la formación de un compuesto coloreado que absorbe 

a una longitud de onda de 412 nm. La muestra de plasma (25µL) se añadió a una 

solución tampón de fosfato de sodio (50 mM, pH 8) y 50 µL de una solución de 4mg 

mL-1 de DTNB en acetona. La concentración se calculó utilizando una curva patrón 

de GSH a concentraciones entre 1,17 y 11,7  nmol.100 mL-1.  

3.1.3.2- Indicadores de daño oxidativo a biomoléculas:  

Ensayo para cuantificar las concentraciones de malonildialdehido (MDA): La 

concentración total de MDA se determinó utilizando una técnica 

espectrofotométrica150. La muestra se sometió a un proceso de eliminación de 

proteínas por hidrólisis ácida con ácido sulfúrico 0.08 N y ácido fosfotúngstico 10 %. 

EL MDA contenido en 200 µL de muestra reaccionó con TBA (Ácido Tiobarbitúrico) 

al 0,67 % a 90ºC y formó un compuesto de color púrpura claro. A continuación se 

realizó la extracción del complejo TBA-lipoperóxidos en solvente n-butanol y se 

determinó la densidad óptica frente a un blanco de muestra en un espectrofotómetro 

a 532 nm de longitud de onda. Los cálculos se obtuvieron al extrapolar la 
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concentración de la muestra de una curva patrón obtenida a partir de la sustancia 

1,1-3,3 tetraetoxipropano.  

En el laboratorio donde se procesaron estas muestras el valor de corte para 

el MDA corresponde con 0,93 µM por lo que las concentraciones plasmáticas de 

TBARS se consideran dentro del intervalo normal siempre que se encuentren por 

debajo de dicho valor. Este dato se obtuvo al procesar el plasma de 87 mujeres con 

edades comprendidas entre 18 y 40 años donantes del banco de sangre de 

Marianao  en el primer semestre del 2004 (datos de control del laboratorio no 

publicados). 

Ensayo para cuantificar las concentraciones de proteínas carboniladas 

(indicador de oxidación de proteínas): Se empleó la técnica de Reznick y 

Packer151,152. Cada muestra se colocó en dos tubos de ensayo que se sometieron a 

diferentes condiciones de reacción (A y B).  Al tubo A se le añadió el colorante 2,4 

dinitrofenilhidrazina disuelto en HCl 2,5 M y al tubo B HCl 2,5 M. Se incubó una hora 

en la oscuridad y posteriormente se precipitaron las proteínas con TCA al 20 %, 

seguido por una serie de lavados con mezcla de cloroformo y etanol (1:1). El 

precipitado obtenido se resuspendió con Cloruro de Guanidina 6 M. La absorbancia 

se leyó en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 370 nm. Los resultados 

se expresaron relacionando la masa de los grupos carbonilo por mg de proteínas 

totales. Las concentraciones de proteínas totales fueron determinadas utilizando la 

curva patrón obtenida a partir de diferentes soluciones de albúmina bovina con 
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concentraciones entre 2 y  0.20 mg
.
mL-1. Las lecturas de absorbancia se realizaron 

a una longitud de onda de 280 nm.  

Para evaluar la influencia del tiempo de evolución de la diabetes sobre los 

marcadores de estrés oxidativo que se investigan en los estudios del 1 al 3, se 

dividieron los casos con diabetes pregestacional (Tipo 1 o 2) según una variable 

dicotómica, de acuerdo a la cual los casos pertenecen a un grupo con menos de 

diez años de diagnóstico de diabetes o a otro con diez años o más de evolución. 

3.1.3.3.  Control de calidad en el procesamiento de las muestras. 

Todas las técnicas que utilizamos poseen sus procedimientos normalizados 

de operación (PNO), por lo que estuvieron sujetas a los controles de calidad que 

corresponden.  Las muestran fueron analizadas por triplicado y se conservaron en 

hielo durante su manipulación. 

3.1.4. Procesamiento estadístico 

El procesamiento estadístico se realizó con el programa INFOSTAT y el 

paquete estadístico Estatistica 6.1. Los datos se reportaron como valores de la 

media de los grupos y se informan los límites inferior y superior para un Intervalo de 

Confianza de 95 %.  

Se aplicó la prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnov. Para estimar las 

diferencias entre grupos se aplicaron pruebas no paramétricas como el análisis de 

varianza de Kruskal-Wallis (para tres grupos) y la prueba U de Mann-Withney para 

la varianza entre dos grupos.   

Las diferencias se consideraron  significativas cuando los valores de p fueron 

menores a 0,05.  
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3.1.5. Consideraciones éticas: 

En esta investigación se siguieron las orientaciones de la Declaración de 

Helsinki del año 2000. En virtud de lo anterior se recogió el consentimiento 

informado de cada mujer que decidió colaborar con el estudio. Ninguna de las que 

se rehusaron a participar fue incluida, aunque no fuera necesario hacerle una 

extracción adicional a las indicadas  por su médico.  La planilla de consentimiento 

informado se entregó con tiempo para su análisis y en ella consta la explicación de 

los objetivos de los diferentes estudios. En ningún caso se maneja el nombre de los 

pacientes. El comité de ética de la investigación del centro aprobó cada proyecto 

que se relaciona con este trabajo. 

En todos los casos las extracciones se realizaron en el lugar destinado para 

ello, dentro del laboratorio clínico de la institución en cuestión, por el personal 

capacitado y autorizado de la entidad. Se cumplieron los requisitos de limpieza, 

aislamiento y atención a la paciente en caso de reacciones adversas por la 

extracción.   

3.2. Estudio 1: Cuantificación de indicadores de estrés oxidativo en 

embarazadas diabéticas en el tercer trimestre del embarazo. 

Este es un estudio observacional-analítico en el que participaron un total de 

295 mujeres las cuales se distribuyeron en tres grupos: grupo DE formado por 129 

diabéticas embarazadas, grupo D integrado por 77 diabéticas no embarazadas y el 

grupo E  que incluyó embarazadas sanas (Tabla 3).  
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Tabla 3. Descripción de los casos a los que se les midieron  indicadores de estrés 
oxidativo en el Estudio 1. 

 N: Número de casos 

Grupo (N) DE (129) D (77) E (89) 
Tipo de 

Diabetes 
Tipo 1 
(43) 

Tipo 2
(9) 

Gest 
(77) 

Tipo 1
(51) 

Tipo 2 
(26) 

 

Edad (años) 31,2 
(29,7 - 32,6) 

32,2 
(30,5 - 33,2) 

28,7 
(27,4 – 29,9) 

Edad 
Gestacional¥

35,3 
(34,9 - 35,8) 

 36,1 
(35,4 - 36,9) 

Tiempo de  
Evolución (años) 

11,1 
(9,3 - 12,9) 

10,4 
(8,5 - 12,2) 

 

Glucemia 
(mg.dL-1) 

92,8* 
(85,7 – 99,9) 

92.2** 
(89,0 – 95,4) 

60,0** 
(58,8 – 61,1) 

HbA1 (%) 6,9 
(6,1- 8,7) 

7,40  
(6,2 – 8,6) 

5,82 *** 
(4,4-7,2) 

DE diabética embarazada, D diabética en edad fértil, E embarazada sana 
*El valor promedio del grupo se calculó con los valores promedio de glucemia del trimestre. 
** el valor corresponde al día de la extracción. 
***No se determinó para este grupo, como referencia  para  este indicador se toma el dato obtenido 
en un estudio realizado por el doctor Márquez Guillén en el año 1987.  
Gest. Significa gestacional. 
¥ Edad gestacional en semanas 
Los paréntesis debajo de los valores de la media de cada variable en el grupo informa el límite 
inferior y superior de las matrices, para un intervalo de confianza del 95 %. 

 

A todas las muestras se les determinó la actividad de enzimas antioxidantes 

SOD y CAT, la concentración de GSH y de proteínas carboniladas y TBARS de 

acuerdo a los métodos descritos en el acápite 3.1 de este capítulo.  

Un subconjunto de cada grupo fue seleccionado para la determinación del 

índice de daño oxidativo al ADN y otro subgrupo menor para la aplicación de la 

técnica de aberraciones cromosómicas. La selección de los casos se realizó por 

muestreo aleatorio.  

Evaluación del daño al ADN: ensayo cometa: El ensayo cometa es una 

técnica ampliamente utilizada para la determinación del daño al ADN. Consiste en 
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una electroforesis de células individuales que provee un método sencillo  para 

detectar roturas de una o las dos hebras del ADN.  

Para cada paciente seleccionada se prepararon dos láminas de agar al 5 %, 

sobre las cuales se extendieron 5 µL de sangre periférica disuelto en agar de bajo 

punto de fusión (30 µL de volumen final). La electroforesis se desarrolló en solución 

tampón básico a pH 10,2 con 25 voltios, un máximo de 300 miliamperes y 

temperatura de 4 °C durante 20 minutos, precedidos de igual tiempo de 

desenrollamiento del ADN153,154.  Posteriormente se sumergieron las láminas en 

solución de neutralización y se tiñeron con nitrato de plata. Para cada paciente se 

leyeron 100 células, a las cuales  se les asignó una evaluación de acuerdo a una 

escala de 5 niveles en sentido creciente, partiendo de cero donde no se observa 

daño hasta el nivel 4 donde se observa que el contenido de ADN de la célula está 

muy fraccionado.  A continuación se realizó una operación matemática que permite 

transformar el resultado semicualitativo en unidades arbitrarias que son expresadas 

como  porcentaje de ADN en la cola del cometa. El procedimiento fue el siguiente: 

Se contabilizó el número de células con igual número en la escala de daño y se 

multiplicó por dicho número (del 0 al 4). Posteriormente se sumaron los cinco 

productos matemáticos obtenidos. Los valores de cada muestra deben encontrarse 

dentro del intervalo acotado por los números  0 y 400.  

Indicador de estabilidad cromosómica: Técnica citogenética. 

Cultivo de linfocitos 
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Para la realización del estudio de estabilidad cromosómica se empleó la 

técnica citogenética de microcultivo de linfocitos en sangre periférica estandarizada 

en el laboratorio de citogenética del Centro Nacional de Genética Médica155.   

Se tomó como valor índice de fragilidad (IFC) cromosómica un número de 4 

rupturas o más por ser éste el mayor número de rupturas observadas en 

embarazadas sanas. Para designar lo que llamamos IFC también tuvimos en cuenta 

el número de rupturas estándar (solo de 1 %) para controles en el laboratorio, 

donde se han procesado miles de muestras. 

Del experimento donde se aplicó la técnica citogenética al cultivo de linfocitos 

de los grupos DE, D y E se informó el resultado utilizando dos variables: el número 

de rupturas promedio del grupo y el porcentaje de casos positivos y negativos. Este 

último se dedujo de los casos donde el número de rupturas fue mayor o igual a 4 

(IFC≥4). En ese caso se informó que ese sujeto fue positivo en cuanto a fragilidad 

cromosómica por tener el IFC≥4. 

3.3. Estudio 2: Cuantificación de las concentraciones plasmáticas de 

Vitaminas A y E en embarazadas diabéticas en el tercer trimestre del  

embarazo: 

Es un estudio transversal y descriptivo. 

3.3.1- Característica de la muestra a analizar. 

Se estudiaron 87 personas clasificadas en 3 grupos (Tabla 4).  Los casos que 

aquí se incluyen en el grupo denominado como DE son diferentes a los del estudio 

1, dado que se desarrollaron en distintos períodos de tiempo; las características de 

los casos incluidos en cada grupo se ajustan a lo planteado en el acápite 3.1.  
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Estas determinaciones se realizaron en el laboratorio de Fisiología de la 

facultad de Ciencias Experimentales y Técnicas de la Universidad San Pablo CEU 

en Madrid.  Las muestras se trasladaron al laboratorio de Fisiología de la 

Universidad San Pablo CEU en Madrid, donde se conservaron a 80 ºC bajo cero 

hasta el día de su utilización.  

3.3.2- Determinaciones bioquímicas que se efectuaron 

• Detección de Vitaminas antioxidantes A y E: se realizó por una  técnica156 

que identificó de forma simultánea las Vitaminas A y E mediante la separación en 

un Cromatógrafo Líquido de Alta Resolución (HPLC) (Anexo VI). La absorbancia de 

las Vitaminas A y E se monitorearon a 294 y 325 nm respectivamente.   

Tabla 4. Descripción de los casos a los que se les calculó la concentración 
Vitaminas A y E (Estudio 2). 

 DE: diabética embarazada, D: diabética en edad fértil, E: embarazada sana. 

Grupo (N) DE (46) D (29) E(12) 
Tipo de 

Diabetes (N) 
Tipo 1 

(7) 
Tipo 2
(13) 

Gestacional
(26) 

Tipo 1
(18) 

Tipo 2 
(11) 

 

Edad (años) 31,2 
(29,8 - 32,5) 

32,6 
(30,2 - 34,8) 

28,6 
(27,2 - 29,9) 

Edad   
Gestacional 
(semanas) 

35,4 
(33,8 - 37,0) 

 36,1 
(35,4 - 36,9) 

Tiempo de  
Evolución(años) 

12,6 
(10,8 - 14,3) 

10,1 
(7,4 - 12,9) 

 

Glucemia 
(mg.dL) 

89,8* 
(87,5 - 92,0) 

94,5** 
(87,5 – 101,5) 

60,0*** 
(58,8 - 61,1) 

HbA1 (%)  6, 4 
(6,1- 6,7) 

7,4+  
(6,2 - 8,6) 

5,8 *** 
(4,4 -7,2) 

N: Número de casos 
*El valor se calculó con los valores promedio de glucemia del trimestre. 
** El valor corresponde al día de la extracción. 
***No se determinó para este grupo, el valor corresponde al dato obtenido en un estudio efectuado 
con un grupo de embarazadas sanas en el año 1987 por el doctor Márquez Guillén.  
Los paréntesis debajo de los valores de la media de cada variable en el grupo informa el límite 
inferior y superior de las matrices, para un intervalo de confianza del 95 %. 
+ p<0.02 La HbA1 de las diabéticas es mayor que la de las DE. 
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3.4. Estudio 3. Cuantificación de algunos indicadores de estrés 

oxidativo en embarazadas con diabetes pregestacional en los tres trimestres 

del  embarazo: 

3.4.1. Selección de la muestra. 

Se seleccionaron 15 casos de embarazadas diabéticas que fueron 

estudiadas durante los tres trimestres de su embarazo (Tabla 5). Los criterios de 

selección de los casos y el método seguido para la obtención de la muestra se 

ajustan a lo especificado en el apartado 3.1 de  este capítulo.   

3.4.2. Períodos en los que se realizaron las extracciones de sangre: 

Primer Trimestre:    Semanas 8 a la 12. 

Segundo Trimestre: Semana  20 a la 24. 

Tercer  Trimestre:    Semana  32 a la 36. 

Tabla 5. Características de los casos incluidos en el estudio longitudinal de 
marcadores de estrés oxidativo en los tres trimestres del embarazo (Estudio 3) 

Trimestre Primero Segundo Tercero 
N 15 

Edad (años) 31,2  
 (29,8 - 32,5) 

Tiempo de  evolución 
(años) 

13.2 
(10,8 – 14,3) 

Tipo de Diabetes (N) Tipo 1 (13) y Tipo 2 (2) 
Edad Gestacional 

(semanas) 
10.2 

(8,6 - 11,9) 
22.4 

(21,1 - 23,8) 
36,1 

(35,4 - 36,9) 
Glucemia** (mg.dL-1) 108,2 

(95,8 – 130,2) 
95,7+

(89,1 – 100,3) 
103,1 

(81,9 – 124,3) 
HbA1 (%)  8,2 

(7,0 – 9,4) 
6,8*  

(5,8 – 7,8) 
7,9  

(6,8 – 8,1) 
N: Número de casos 
** es el valor que corresponde al promedio del trimestre. 
* p<0.05 el valor de HbA1 es menor en el segundo trimestre. 
+ p<0,05 el valor de glucemias promedios es más pequeño en el segundo trimestre. 
Los paréntesis debajo de los valores de la media de cada variable en el grupo informa el límite 
inferior y superior de las matrices, para un intervalo de confianza del 95 %. 
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3.4.3- Determinaciones bioquímicas que se efectuaron para evaluar el 

Estrés Oxidativo. 

La actividad de las enzimas SOD y CAT, las concentraciones de GSH y el 

daño oxidativo a proteínas se realizaron según los procedimientos descritos 

anteriormente y que aparecen detallados en los apartados 3.1.4.1 y 3.1.4.2 de 

Indicadores de defensa antioxidante y daño oxidativo a biomoléculas 

respectivamente. 

3.5. Experimento 4. Detección de actividad clastogénica de un extracto 

acuoso de aceite de girasol peroxidado con probada acción teratogénica.  

Este apartado de la Tesis se realizó en España, mientras trabajaba en el 

laboratorio de Fisiología de la Universidad San Pablo CEU de Madrid que dirige el 

tutor de esta tesis Dr. Bartolomé Bonet.  

3.5.1. Preparación de muestras de aceite y extracto acuoso 

El aceite que se utilizó para los experimentos fue aceite de girasol comercial. 

El proceso de calentamiento del aceite se realizó siguiendo los 

procedimientos estándares de cocción de uso culinario. Se colocaron 

aproximadamente 400 mL de aceite de girasol en una sartén a la que se acopló un 

termómetro para realizar el control de la temperatura. El calentamiento máximo se 

produjo en presencia de oxígeno atmosférico durante 1 hora y la temperatura 

máxima alcanzada se mantuvo entre 210 y 220 ºC. Se efectuaron mediciones de las 

concentraciones de TBARS cada 10 min. durante el calentamiento. Luego de 

detener el proceso, el aceite tratado se dejó en reposo hasta que su temperatura 

descendió por debajo de 30 ºC.   
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Preparación del extracto acuoso: Una vez que el aceite se enfrió se 

separaron 200 mL para la preparación del extracto acuoso. Al aceite se le añadió un 

volumen equivalente de agua destilada,  manteniendo la emulsión en agitación 

constante a 300 rpm durante 2 horas, para facilitar el paso a la fase acuosa de los 

productos derivados de la peroxidación lipídica solubles en agua. Posteriormente se 

centrifugó a 2000 rpm para facilitar la separación de las dos fases y por aspiración 

se eliminó la fase oleosa. Una vez obtenido el extracto acuoso, se concentró diez 

veces aproximadamente mediante un evaporador. 

El aceite que no fue sometido a estrés térmico, sufrió el mismo proceso de 

extracción. Ambos extractos acuosos fueron guardados en microtubos de 2 mL, 

sellados bajo atmósfera de nitrógeno y conservados a 20 ºC bajo cero. 

En el momento en que se abrieron los tubos, el contenido se utilizó 

inmediatamente y el resto se desechó. 

3.5.2. Determinaciones en el extracto acuoso de TBARS 

La valoración de TBARS en el extracto acuoso se realizó según el método 

descrito para HPLC por Wong y colaboradores157 con modificaciones (Anexo VII). La 

lectura del complejo formado entre los compuestos contenidos en el extracto 

acuoso y el TBA se realizó en un fluorímetro Hitachi (F-2000), con una longitud de 

onda de excitación de 532 nm y una  longitud de onda de emisión de 553 nm. El 

resultado se expresó en µmoles.L-1 de MDA. 

3.5.3. Cultivo de linfocitos y preparación de las láminas. 

El estudio citogenético se realizó con linfocitos cultivados en medio de cultivo 

M-199 (Life Technologies) extraídos de voluntarios sanos. El aislamiento de 
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linfocitos del resto de células sanguíneas se realizó en gradiente de Ficoll (Pharmacia 

Biotech), método descrito por Wottawa y colaboradores158  con algunas modificaciones. 

La preparación de las extensiones para el estudio citogenético se realizó adaptando 

el protocolo descrito por Gosden para el estudio de cariotipos155 (Anexo VIII).  

3.5.4. Diseño experimental 

Los linfocitos se incubaron con diferentes concentraciones del extracto 

acuoso de aceite sometido a calentamiento a altas temperaturas, cuyas 

concentraciones de MDA oscilaron entre 0,75 x 10-4 y 18 x 10-4 mM (OX1 al OX5). 

En paralelo se realizaron cultivos incubados con volúmenes similares de extracto 

acuoso procedentes de aceite de girasol sin someter a estrés térmico (S1 a S5) y 

cultivos que fueron incubados con el mismo volumen de agua destilada (C1 a C5), 

con el fin de descartar los efectos de productos que pudiera contener el aceite, y 

que no dependieran del calentamiento del aceite o los posibles efectos de la adición 

de agua al medio de cultivo de las células (Tabla 6).  

Tabla 6: Volúmenes de los diferentes extractos añadidos en los 
experimentos de cultivos de linfocitos que se diseñaron con diferentes 
concentraciones de MDA.  
Experimento Volumen de extracto OX Volumen de extracto S Volumen de AD 

1 OX1: 25µl ( 0,75x10-1 ) S1: 25µl C1: 25µL  
2 OX2: 50µl (1,5x10-1) S2: 50µl C2: 50µL  
3 OX3:100µl (3x10-1) S3: 100µl C3: 100µL  
4 OX4:300µl ( 9x10-1) S4: 300µl C4: 300µL  
5 OX5: 600µl (18x10-1) S5: 600µl C5: 600µL  

OX. Extracto acuosos de aceite sometido a estrés térmico, S: Extracto acuoso de aceite sin 
calentar, AD: Agua Destilada. 
* Representa la concentración en la solución formada por el frasco de cultivo y se expresa 
en Unidades  µM 
OX del 1 al 5 representan las diferentes concentraciones de MDA en los extractos utilizados en los cultivos de los 
experimentos del 1 al  5.  
S del 1 al 5: cultivos incubados con volúmenes de extracto acuoso procedentes de aceite de girasol sin someter a 
estrés térmico. 
C del 1 al 5: Cultivos incubados con el  correspondiente  volumen de agua destilada.  
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En los cultivos de linfocitos incubados con extracto acuoso procedente de 

aceite sin calentar (S) y agua destilada (C), se añadieron cantidades equivalentes a 

las empleadas con extracto acuoso procedente de aceite sometido a estrés térmico. 

Antes de proceder con las adiciones correspondientes, a cada frasco de cultivo se 

le extrajo un volumen de medio igual al que fué añadido. De esta forma se garantizó 

que el volumen final de cada frasco de cultivo fuera el mismo.  

3.5.5. Análisis y procesamiento citogenético de cultivos de linfocitos  

El estudio citogenético se realizó siguiendo el protocolo diseñado por Emerit 

y colaboradores en el año 199177 en el que se estudian como promedio 50 

metafases en cada una de las condiciones experimentales. Se prepararon 7 réplicas 

de los cultivos que se corresponden con cada condición experimental, y se 

extendieron 5 o más láminas por cultivo. De esa forma se garantizó que para cada 

condición experimental se contara con 300 metafases como mínimo. 

 Se consideró rotura cromosómica cuando ésta se produjo en una o en las 

dos cromátidas de diferentes cromosomas. El resultado se expresó como 

porcentaje de metafases con rupturas, gap o alguna otra anomalía respecto al total 

de metafases leídas. 

Para el análisis el tratamiento estadístico de los datos se utilizó el programa 

informático SPSS 11.5 para Windows. Los resultados se expresaron como la media 

de los valores de cada condición experimental ± el error estándar. En el caso del 

análisis de la tasa de rupturas cromosómicas la varianza se analizó con la prueba 

de χ2 utilizando una tabla de contingencia de 2x2.  

 59



RESULTADOS 

4. Resultados 
4.1- Resultados del Estudio I.  Cuantificación de indicadores de estrés 

oxidativo en embarazadas diabéticas en el tercer trimestre del embarazo. 

4.1.1- Resultados de indicadores de capacidad antioxidante: 

En el análisis de varianza se aplicaron pruebas no paramétricas ya que 

cuando se aplicó la prueba de normalidad se concluyó que la mayor parte de las 

variables medidas no siguieron un comportamiento normal.  

Al comparar las matrices correspondientes a los valores de cada uno de los 

indicadores de capacidad antioxidante entre los distintos grupos, resultaron 

mayores las concentraciones de GSH en el grupo E (embarazadas sanas) y la 

actividad de la enzima CAT en el grupo de diabéticas no embarazadas. La actividad 

de la actividad de la enzima SOD muestra valores similares entre los tres grupos 

(DE, D, E) con p>0.05 (Tabla 7).  

4.1.2- Resultados de indicadores de daño oxidativo a biomoléculas: 

De las variables que exploran daño oxidativo a biomoléculas, solamente el 

MDA  muestra concentraciones similares en los tres grupos, con una probabilidad 

de que sean diferentes muy pequeña, p=0,87. Estas concentraciones reflejaron 

valores mayores a los obtenidos  en grupos de personas sanas utilizadas como 

controles en el laboratorio donde se realizaron las determinaciones (0,93 µM). 

Las mujeres que integran el grupo E presentan el menor  número de rupturas 

cromosómicas (Tabla 8), menor índice de proteínas carboniladas y los menores 

valores de % de ADN en la cola del cometa (Tabla 7).  
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Por su parte las embarazadas diabéticas mostraron similares niveles de daño 

oxidativo al ADN que las diabéticas en edad fértil, con niveles muy altos de daño ya 

que el promedio de ambos grupos es de 170,77 y 152,38 respectivamente, los 

cuales no difieren significativamente (p>0,05) entre sí (Las Figuras 4a y 4b del 

Anexo IX, muestran representaciones esquemáticas y mIcrofotografías de células a 

las que se les aplicó la electroforesis básica).  

Se evaluó la posible correlación entre marcadores de daño a biomoléculas y 

tiempo de evolución de la diabetes en los grupos que incluían mujeres con diabetes 

Tipo 1 y 2 (DE y D). El coeficiente de correlación de Pearson aplicado a las 

variables correspondientes de los pacientes que cumplían con esa condición mostró 

un valor de 0,65 para una probabilidad mayor del 95 % (p=0,0013) entre el tiempo 

de evolución de la enfermedad y las concentraciones de proteínas carboniladas en 

el grupo DE.  El resto de las variables no mostró influencia del tiempo de evolución 

(Figura 5)   

y = 0,162x + 0,5249
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Figura 5. Correlación entre tiempo de evolución de la diabetes y  concentración de 
proteínas carboniladas 
p=0,003 y coeficiente de correlación de Pearson de 0,65  
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Tabla 7. Indicadores de capacidad antioxidante y daño oxidativo a biomoléculas 
en los tres grupos en estudio. 

Las unidades de Proteínas carboniladas son: mg de grupos carbonilo.mg1- proteínas 
totales. 

Variable DE (129) D (77) E (89) 
SOD 

(U.ml1-) 
15,60 

(13,94 - 
17,26) 

14,12 
(12,40 - 
15,84) 

13,21 
(12,75-
18,15) 

GSH (nM) 0,59 
(0,53 – 
0,66) 

0,56 
(0,43-0,67) 

0,70  * 
(0,62 – 0,79) 

CAT 
(U.ml1-
.min1-) 

0,09 
(0,06 - 
0,12) 

0,12 + 
(0,08 - 0,16)

0,07 
(0,04 - 0,10) 

MDA (µM) 1,19 
(1,09 - 
1,30) 

1,05 
(0,94 - 1,15)

1,14 
(1,02 - 1,27) 

Proteínas 
carbonilad

as  

4,36 
(3,05 - 
5,16) 

4,93 
(3,62 - 6,23)

3,02  ** 
(2,73 - 3,31) 

% ADN 
Cola del 
cometa 
(unidades 
arbitrarias) 

170,77 
(152,27- 
198,26) 
N=84 

152,38 
(131,28 - 
173,47) 
N=49 

127,45 *** 
(116,27 - 
138,64) 
N=65 

DE: diabética embarazada, D: diabética en edad fértil, E: embarazada sana 
* p=0.0466 el  grupo E tiene menor concentración de GSH. 
+ p=0.0206 la actividad de CAT es mayor en el grupo D 
**p=0.00201 La concentración de grupos carbonilo es menor en el grupo E  
*** p=0.00087 El daño oxidativo al ADN es menor en el grupo E 
Entre paréntesis debajo del valor medio se expresan los límites inferior y superior para un 
intervalo de confianza del  95 %. 

 
4.1.3- Resultado del estudio citogenético 

En el estudio citogenético   se incluyó una selección de cada grupo.  Luego 

de aplicado el análisis de varianza se destaca que en el grupo E se encontró el 

menor número de cromosomas con rupturas (Tabla 8).  
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Tabla 8. Resultado de la técnica citogenética. Número de rupturas encontradas en 

cada grupo. 

 
 
 
 

DE: diabética embarazada, bética en ed E: e
Entre paréntesis los límites inferior y superior nto
confianz  % 
* p< 0.00001. Las mujeres del grupo E present or nú

 tuvieron  rupturas en más de 4 metafases por lo 

que re

lidad 
cromosómica en los tres grupos. 

DE: ética em razada, iabética d fértil, E barazad  
* El porcentaje de casos positivos en el grupo E es significativamente inferior (p=0.0012) en 

(IFC) menor que 4. 

padecían de 

diabet

Tabla 10. Total y porcentaje de casos positivos y negativos para fragilidad 
cromosómica dentro del grupo DE. 

DE (N=32) D (N=25) E (N=23) 

4
(3,13 - 5,12) 

4,72 
(3,36 - 6,08) 

1,17 * 
(0,58 – 1,77) 

,13 

D: dia ad fértil, mbarazada sana,  
 de datos  para un intervalo de  del conju

an men
a del 95

mero de rupturas promedio. 
N= número de personas estudiadas. 

En el grupo DE, 17 personas

sultaron positivas o con Índices de fragilidad cromosómica (IFC) mayor que 4. 

En el grupo D resultaron positivas 17 mujeres y en el grupo E solo 1 (Tabla 9). 

Tabla 9. Total y porcentaje de casos positivos y negativos para fragi

 Grupos Total Casos + porcentaje Casos - porcentaje 
D 25 17 68 8 32 
E 23 1 4.34* 22 95.66 

 

DE  32 17 53.12 15 46.88 

 diab ba  D: d  en eda : em a sana

el grupo E con respecto al resto de los grupos (DE y D).  
Caso +: individuos con Índice de Fragilidad Cromosómica (IFC) mayor o igual a 4. 
Caso -: individuos con Índice de Fragilidad Cromosómica 

De los 32 casos del grupo DE incluidos en el estudio, 20 

es pregestacional (DEP) y 12 pacientes con diabetes gestacional (DEG) 

(Tabla 10).  

 

Grupos Total Casos + porcentaje Casos - porcentaje 

DEP 20 12 60.00* 8 40.00 

DEG 12 5 41.00 7 59.00 
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P muDE jeres co iabetes pregestacional de  DE.  DEG ujeres co etes 

l a 4. 

Al hacer el análisis del porcentaje de casos positivos dentro del grupo DE que 

pertenecían al subgrupo con di

ntaje de los ivos y negat os dentro de la 

 el 

 mayor parte de las rupturas cromosómicas encontradas se localizaron en 

los cromosomas de los grupos A, B y C (Figura 7, Anexo X). Las rupturas 

encontradas son del tipo cromatídico (Figura 8, Anexo XI). 

n d l grupo  m n diab
gestacional del grupo DE  
*p=0.032, el porcentaje de casos positivos dentro del grupo DEP es mayor  
Caso +: individuos con Índice de Fragilidad Cromosómica (IFC) mayor o igua
Caso -: individuos con Índice de Fragilidad Cromosómica (IFC) menor que 4. 

abetes pregestacional se observó que  el 70,58 % de 

los casos incluidos resultaron positivos con IFC> 4 (Figura 6). Este análisis se 

realizó por una prueba de proporciones para muestras apareadas por categorías 

mutuamente excluyentes por medio del paquete MICROSTA.  

 
Figura 6. Análisis en porce  casos posit iv
muestra del grupo DE a la que se le realizó estudio citogenético.  
Nota: DEP mujeres con diabetes pregestacional   DEG mujeres con diabetes gestacional. 

casoTotal, incluye al porcentaje que representan los 17 s positivos dentro del grupo DE del 
total estudiados. 
Caso +: individuos con Índice de Fragilidad Cromosómica (IFC) mayor o igual a 4. 
Caso -: individuos con Índice de Fragilidad Cromosómica (IFC) menor que 4. 

ue en* El porcentaje de  casos positivos en el subgrupo de las DEP  son mayores q
subgrupo DEG (p=0,0036) 
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4.1.4. Resultados de la Influencia del tiempo de evolución sobre los 

indicadores de estrés oxidativo estudiados. 

El 54 % de las  mujeres con diabetes mellitus pregestacional (DPG)  que 

integra

el grupo D, con 51.95 % (40/77) de 

los cas

transcurrido desde su 

diagnó

para e

).  Al contrastar los valores de las 

variables de estrés oxidativo en los subgrupos formados por aquellos casos con 

n el grupo DE, padecen de diabetes hace 10 años o más (Tabla 11). Similar 

distribución muestra el tiempo de evolución en 

os con más de 10 años de evolución de la diabetes. 

Para evaluar el efecto que un tiempo prolongado de padecimiento de la 

enfermedad pudiera tener sobre los indicadores de estrés oxidativo, subdividimos 

los casos en dos subgrupos, de acuerdo al tiempo 

stico (mayor o menor a diez años) hasta el momento de la toma de muestra.  

Dentro de este grupo DE no se observan diferencias significativas (p>0,05 

para todas las variables) entre los valores de las  variables de estrés oxidativo de 

los casos con más o menos de 10 años de diagnosticada la diabetes. Sin embargo 

l grupo D las variables MDA y % ADN en la cola del cometa mostraron 

valores significativamente mayores, (los valores de p son de 0.049 y 0,048 

respectivamente) lo cual nos permite proponer que el tiempo  de evolución de la 

enfermedad (menor o mayor que 10), ejerce un efecto adverso  sobre las 

biomoléculas, lo cual ha quedado evidenciado por estos dos indicadores de daño a 

biomoléculas que se  investiga en este trabajo.  

Por otro lado, si comparamos las mujeres con diabetes desde hace 10 o más 

años del grupo D con aquellas del grupo DE, podemos observar que los valores 

difieren para algunas de las variables (Tabla 11

 65



RESULTADOS 

menos de 10 años de diagnóstico de la diabetes del grupos DE con respecto al D, 

no se observaron diferencias, puesto que los análisis de varianza reportan valores 

de p mayor de 0,05 en el análisis de varianza con cada marcador. 
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Tabla 11. Indicadores de estrés oxidativo de mujeres con diabetes Tipo 1 y 2 en los 
grupos DE y D, subdivididos según el tiempo de evolución. 

DE: diabética embarazada, D: diabética en edad fértil.  

 MENOS DE 10 AÑOS 10 AÑOS O MÁS   

Variable 
Grupo DE  

(n=23) 
Grupo D  
(n= 37) 

Grupo DE  
 (n= 29) 

Grupo D  
(n= 40) 

Edad 
Gestacional 

34,4 
(33,1- 35,7)  

35,41 
(34,55 - 36,26)  

Tiempo 
Evolución(años) 

5,2 
(4,1- 6,3) 

3,9 
(3,2 - 4,7) 

16,21 
(14,95 - 17,48) 

16,9 
(15,0 - 18,7) 

MDA (µM) 
1,22 

(1,03 - 1,41) 
0,94 

(1,00 - 1,32) 
1,28 

(1,03 - 1,52) 
1,16 * †

(0,80 - 1,08) 
SOD 

(U.ml1-) 
15,93 

(11,00- 19,96) 
14,54 

(12,16 - 16,91) 
14,61 

(11,40 - 17,82) 
13,73 

(11,17 - 16,30) 

GSH (nM-) 
0,50 

(0,33 – 0,67) 
0,52 

(0,41- 0,62) 
0,51 

(0,35 – 0,67) 
0,60£

(0,51 – 0,70) 
Proteínas 

Carboniladas 
3,51 

(2,37- 4,64) 
5,51 

(2,99 - 8,02) 
4,60 

(2,87 - 6,33) 
4,39 

(3,30 - 5,49) 
CAT 

(U.ml1-.min1-) 
0,11 

(0,06 – 0,15) 
0,16 

(0,01 -0,31) 
0,08 

(0,04 - 0,012) 
0,24++

(0,08 - 0,41) 

% ADN Cola del 
cometa 

165,13 
(117,47 - 12,78)

131,27 
(102,13 - 60,41)

167,61 
(134,58 - 
00,53) 

169,57¥

(139,48 - 
99,66) 

Rupturas 
(Número) 

3,92 
(2,63 - 5,20) 

3,33 
(1,57 - 5,09) 

4,63 
(2,06 - 7,19) 

5,50 
(3,60- 7,40) 

n: número de casos. 
% ADN Cola del cometa: en unidades arbitrarias. 
Las unidades de Proteínas carboniladas son: mg de grupos carbonilo.mg1- proteínas totales. 
Edad gestacional: semanas. 
Entre paréntesis los límites inferior y superior del conjunto de datos  para un intervalo de 
confianza del 95 % 
† representa diferencias entre valores de MDA  para tiempo de evolución mayor o menor a 
10 años dentro del grupo D. 
¥ representa diferencias entre % ADN  para tiempo de evolución diferente en del grupo D. 
*  El MDA es diferente en el grupo D con respecto al DE para tiempo de evolución mayor o 
igual a 10 años. 
£ Los valores de GSH son diferentes entre los grupos DE y D cuando el tiempo de 
evolución es mayor a 10 años. 
++Los valores de la actividad de resultaron mayores en el subgrupo D con más de 10 años 
respecto al D con menos de 10 años. 

 

4.1.5. Resultados del análisis de la influencia del Tipo de diabetes: 
Se evaluó la influencia del tipo de diabetes en los indicadores de estrés 

oxidativo para cada grupo comprendido por personas con diabetes (DE y D). Para 
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ello se utilizó un análisis de varianza de dos vías. En el grupo DE se formaron 3 

subgrupos (mujeres con diabetes Tipo 1, Tipo 2 y gestacional) y en el grupo D, 

comprendido solo por mujeres en edad fértil con diabetes,  dos: Casos con diabetes 

Tipo 1 o diabetes Tipo 2. No se obtuvieron diferencias entre personas con diabetes 

Tipo 1 comparadas con Tipo2 en el grupo D. Sin embargo dentro del grupo DE se 

encontró que las concentraciones de proteínas carboniladas difieren si se agrupan 

las embarazadas según la etapa en que se diagnosticó sea previo al embarazo 

(DEP) o durante la gestación  (DEG). En el grupo de mujeres con diabetes 

gestacional las concentraciones de GSH son mayores y las de proteínas 

carboniladas menores (Tabla 12).  
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Tabla 12. Indicadores de estrés oxidativo  en el grupo DE divididos según el diagnóstico 
de la diabetes haya sido previo  al embarazo (DEP)  ó durante el mismo (DEG).  

 

 DEP 
Tipo 1 (n=43) + Tipo 2 (n=9)

DEG 
 (n=77) 

Tiempo de Evolución 

años 

11,24 

(9,47 – 13,12) 

 

Edad en  

años 

30,33 

(28,42- 32,31) 

31,72 

(29,60 - 33,01) 

Edad Gestacional 

semanas 

34,95 

(34,24 - 35,71) 

35,59 

(35,03 - 36,24) 

MDA 

nM.mL-1

1,25 

(1,12 - 1,44) 

1,15 

(1,01 - 1,32) 

SOD (U.ml1-) 15,19 

(12,75 - 17,63) 

15,87 

(13,58 - 18,15) 

GSH (nM) 0,51 

(0,39 - 0,62) 
0,65¥*

(0,57 -  0,73) 

Prot. Carboniladas 

(mg.mg1- prot) 

4,53+

(3,98 - 5,09) 

4,11

(3,05 -  5,16) 

Catalasa 

(U.ml1-.min1-) 

0,09 

(0,06 - 0,12) 

0,09 

(0,07 -  0,1) 

% ADN Cola del cometa 

(unidades arbitrarias) 

166,7 

(141,06 - 192,23) 

173,18 

(147,37 - 198,99)

Rupturas 

Conteo de número 

4,2 

(3,06 - 5,34) 

4.00 

(1,87 - 6,13) 
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DEG: diabetes Gestacional, DEP: Diabetes pregestacional. 
Entre paréntesis los límites inferior y superior para un intervalo de confianza del 95 % 
n: número de casos. 
 * p=0.027 Las concentraciones de Proteínas carboniladas son mayores en el grupo  DEP 
que en el DEG.  
¥   p=0.0258 Las concentraciones de GSH son mayores en el grupo  DEG  que en el DEP. 

 
En el  estudio de daño oxidativo al ADN pudimos apreciar que son menores 

los niveles de daño en las embarazadas sanas (Tabla 7), encontrándose dentro del 

intervalo alcanzado en grupos formados por personas sanas . 

Dentro del grupo DE no se apreció que el tipo de diabetes produjera alguna 

influencia en los niveles de daño oxidativo al ADN, ya sea analizando los tres tipos 

de diabetes: Tipo 1, Tipo 2 ó Gestacional  (p = 0.77) o agrupando los casos según 

el diagnóstico de la diabetes sea pregestacional o gestacional (p= 0.25).  

El tiempo de evolución de la diabetes influyó en el valor promedio que 

alcanzan  los niveles de daño oxidativo al ADN solo en el grupo D, donde el 

subgrupo con menor tiempo de evolución (menos de 10 años) muestra el menor 

valor de daño, comparable al valor obtenido en el grupo de embarazadas sanas 

(Tabla 13). 

Tabla 13. Influencia del tiempo de evolución de la diabetes en los valores de % ADN Cola 
del cometa para las pacientes con diagnóstico de diabetes pregestacional (Tipo 1 y Tipo 2 
juntos) incluidos en los grupo DE y en el grupo D. 
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DE: diabética embarazada, D: diabética en edad fértil.  
n: número de casos. 
Los valores de % ADN Cola del cometa se expresan en unidades arbitrarias. 
+ Los valores de % ADN en la cola del cometa del grupo D con más de 10 años de diabetes son 
mayores que en el subgrupo con menos de 10 años con p=0.049, y   resultaron menores también 
que la media del grupo DE  con similar tiempo de padecimiento de la diabetes para un valor de p= 

0.036 (¥) 
Entre paréntesis los límites 
inferior y superior para un 
intervalo de confianza 
del 95 %. 
 

 
 

4.2. 
Resultados del 
Estudio 2. 

Cuantificación de las concentraciones de Vitaminas antioxidantes en un grupo 
de embarazadas con diabetes en el tercer trimestre del embarazo. 

 DE (n=31) D (n=49) 
% ADN Cola del 

cometa 

<10 años con
diabetes 

165,13 

(117,47– 
212,78) 

(n=12) 

131,27+¥

(102,13 – 
160,41) 

(n=22) 
% ADN Cola del 

cometa 

≥10 años con  
diabetes 

167.61

(134,68 – 
00,53) 

(n=19) 

169.57 

(139,48- 
199,66) 

(n=27) 

Este experimento se desarrolló en el laboratorio de investigaciones de 

Fisiología de la universidad San Pablo CEU en Madrid, España. 

Al cuantificar las vitaminas A en mujeres embarazadas con diabetes 

encontramos que las concentraciones

para las embarazadas sanas (Tabla 14

 

y E 
 difieren significativamente de los calculados 

).  
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Tabla 14. Concentraciones plasmáticas de Vitaminas antioxidantes en el tercer 

trimestre del embarazo. 

 Varia DE D (n E  (ble  (n= 46) =29) n=15) 

Vitam 28,22
(22,61 - 33,79) 

44,
(39,98 - 49,90) 

33,
(26,69 -39,34) 

ina A  * 94 01 

Vitamina E 
(380,03 -  716,14) (571,09 - 928,00) 

618
(535,93 - 700,94) 

548,08+ 749,54 ,43 

+ p<0.02  de Vitamina E s  en el grupo de das con diabetes cto a  las 
mujeres dia antes y  a  l anas. 
 * p< 0.00 os valores de Vi  menores en el grup zadas con dia pecto a 
los otros dos grupos. 

dicadores de 

strés oxidativo en un grupo de embarazadas con diabetes pregestacional. 

Estud

estran los análisis 

estadí

 variables que miden capacidad antioxidante no 

obtuvi

datos de los tres 

trimes

35 Los valores
béticas gest

001 L

on menores  embaraza  con respe
as embarazadas s

tamina  A son o de Embara betes con res

Entre paréntesis los límites inferior y superior para un intervalo de confianza del 95 %. 
Las concentraciones de vitaminas se expresan en mg.L-1.   
 

4.3. Resultados del Estudio 3: Cuantificación de algunos in

e

io longitudinal en los tres trimestres de la gestación. 

Ninguno de los indicadores que se midieron en este estudio se modificó 

significativamente a lo largo del embarazo, según demu

sticos efectuados en los tres trimestres del embarazo para cada una de las 

variables estudiadas (Figura 9). 

Al aplicar análisis de correlación de Pearson a los indicadores de daño 

oxidativo a biomoléculas contra

mos ningún nivel de correlación de importancia estadística.  

El tiempo de evolución de la enfermedad mostró un alto nivel de correlación 

con respecto a los valores plasmáticos de GSH al relacionar los 

tres, obteniendo una r = -0.521 con p=0,006 (Figura 10). 
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Figura 9. Tendencia de los indicadores de estrés oxidativo en los tres trimestres del 

ínas carboniladas: mg carbonilo/mg Proteínas totales, GSH (Glutatión reducido): nmoles/100mL,  
embarazo. 
Unidades: prote
MDA: mM 

de varianza para cada variable mostró que no hay diferencias significativa entre trimestres para El análisis 
ninguna de ellas, los valores de p son 0,95, 0,91, 0,45, 0,16 para MDA, SOD, GSH  y Proteínas Carboniladas 
respectivamente. 
La escala del eje y de la izquierda se corresponde con las concentraciones de GSH, MDA y proteínas 
carboniladas. La escala de la derecha (rosada) corresponde a las unidades de actividad de la enzima SOD.  
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Figura 10. Curva de correlación entre concentración de GSH y tiempo de evolución de la 

.4- Resultados del Experimento 4. Estudio de actividad clastogénica de 
un ex

l calentamiento del aceite de girasol dio lugar a un aumento en la 

concentración de TBARS, mostrando ya diferencias significativas respecto a los 

valores iniciales a los 10 minutos de haber comenzado el calentamiento, cuando la 

mg carbonilo/mg Prot 
nmoles/100mL 
(nmoles/mL) 
 

r =-0,52 

diabetes para los tres trimestres juntos, con p<0,05. 
 
4
tracto acuoso de aceite vegetal oxidado sobre linfocitos de donantes 

sanos. 
E
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temperatura alcanzó los 150º C.  Las concentraciones de TBARS en el aceite 

peroxidado se estabilizaron cuando la temperatura alcanzó los 200º C.  

Se decidió utilizar en el experimento de cultivos de células el aceite sometido 

a temperaturas de 150–200º C durante 20 minutos. Este aceite presentaba un 

elevado contenido de TBARS y la vitamina E había empezado a disminuir. Al 

separar el extracto acuoso de dicho aceite, se cuantificó el contenido de TBARS y 

se encontró que este era de 19.58 µM MDA. Las concentraciones de TBARS en el 

extracto de aceite sin calentar fueron casi indetectables: 0,09 µM de MDA.  

4.4.1. Estudio citogenético en cultivos de linfocitos con extractos 

acuosos.  Detección de actividad clastogénica. 

Al evaluar la viabilidad de las células en los cinco experimentos que se 

describieron en el apartado 3.5.4 (capítulo de materiales y métodos) se observó que 

aquellos cultivos donde se adicionó extracto acuoso con concentraciones de 

TBARS igual   o superior a 3 x 10-4 mM la viabilidad celular fue inferior al 10 % por 

lo que hubo que desechar los cultivos preparados con esas condiciones. Los 

cultivos que se prepararon en paralelo, adicionando igual volumen de extracto de 

aceite sin calentar, no tuvieron efecto tóxico alguno sobre los linfocitos.  

Los resultados de las roturas cromosómicas se indican en valor absoluto y 

porcentual respecto al total de metafases estudiadas (Tabla 15) para los cultivos de 

los experimentos 1 y 2 (con las dos concentraciones más bajas  de TBARS). 

En las figuras 11.1 y 11.2, Anexo XII, se pueden observar láminas que 

muestran ejemplos de las metafases de los cultivos pertenecientes a los grupos C1, 
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C2, S1, S2, OX1 y OX2. En las metafases de  estos dos últimos grupos, se 

muestran rupturas cromosómicas.  

Tabla 15: Número y porcentaje de rupturas cromosómicas en los cultivos de células 

de los experimentos 1 y 2. 

Roturas 
cromosómicas 

Número de 
Metafases 

Observadas número % 

C1 357 33 9,24 

C2 345 28 8,11 

OX1 354 65 18,36*+

OX2 355 82 23,09*+

S1 311 27 8,68 

S2 301 20 6,64 
*: p<0,001 Los cultivos de linfocitos incubados con extracto acuoso OX1 y OX2 presentan 
mayor número de rupturas que los incubados con igual volumen de extracto acuoso de 
aceite sin tratamiento térmico S1 y S2 respectivamente.   
+ p<0,001 representa diferencia estadísticamente significativa entre cultivos de linfocitos 
incubados con extracto acuoso OX1 y OX2 con respecto a los cultivos de linfocitos 
incubados con la misma cantidad de agua destilada C1 y C2. 
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5. Discusión  

El embarazo en la mujer diabética constituye un alto riesgo para la salud de 

la madre y el feto. Con frecuencia estas mujeres sufren de abortos, partos 

prematuros, malformaciones en la descendencia y otras entidades que se asocian 

con el estrés oxidativo y la hiperglucemia109-115. En numerosos estudios se ha 

reportado una merma de la capacidad para enfrentar el reto oxidativo a que están 

expuesto los pacientes diabéticos36,82-87,159. No obstante algunos reportes han 

evidenciado contradicciones que se refieren fundamentalmente a la actividad de las 

enzimas antioxidantes82,167-170 ya que con respecto a los antioxidantes de bajo peso 

molecular hay consenso en cuanto a su disminución112,160.  

El hallazgo de que la concentración de GSH en el grupo de embarazadas 

sanas es más alto que aquellas con embarazo diabético o diabéticas no 

embarazadas, corresponde a lo esperado para este grupo. Se supone que la 

condición diabética está asociada con una presencia constante de reacciones 

oxidativas que comprometen las reservas antioxidantes celulares32,33,159,161,162. En el 

laboratorio donde se realizaron estas determinaciones de la concentración de GSH 

en personas sanas, en este mismo intervalo de edades, la media del grupo (n=30) 

fue de 0.85 nM y los límites superior e inferior de 0,62 a 1,03 respectivamente (los 

datos no se muestran). En un trabajo del año 2001 se encontró que las 

concentraciones de GSH (evaluados por HPLC) en un grupo de 53 adultos sanos163 

fue de 0,81 nM. Los valores de la media obtenida en este trabajo para mujeres 

diabéticas, embarazadas o no, se encuentran por debajo de los antes mencionados 

para personas sanas, por lo que podemos asegurar que las reservas de este 
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antioxidante están disminuidas en dichos grupos. El GSH desempeña un importante 

papel en la defensa celular contra el estrés oxidativo, de ahí la importancia que 

desempeña en situaciones donde estén ocurriendo eventos oxidativos con una 

frecuencia relativamente alta. Al GSH le corresponde la mayor proporción entre los 

componentes con grupos tioles del plasma sanguíneo y cumple con importantes 

funciones celulares además de su acción antioxidante87,143,144. La disminución en 

sangre supone que en el resto de los tejidos ocurre una caída de la capacidad 

antioxidante mediada por esta sustancia, ya que los valores de GSH en sangre 

reflejan el estatus en otros tejidos menos accesibles para realizar evaluaciones de 

este tipo18. Además, este tripéptido constituye la mayor dotación del escaso 

contenido antioxidante del tejido embrionario143 y su participación en la protección 

del mismo en situaciones de estrés oxidativo ha sido corroborada por varios 

autores148. En estudios experimentales relacionados con eventos teratogénicos en 

diabetes se ha demostrado que la suplementación con precursores y formas 

farmaceúticas de GSH, disminuye la tasa de malformaciones en embriones de 

animales diabéticos. Por su parte la adición de estas sustancias aumenta la 

viabilidad celular en cultivos donde el diseño del experimento incluye agresión por 

oxidantes 123.  

Los resultados de otros autores coinciden con estos datos en cuanto a las 

concentraciones de GSH en plasma de embarazadas con diabetes18,163-165. También 

existe concordancia en los estudios en modelos animales de diabetes donde las 

reabsorciones y MFC han mostrado correlación con bajas concentraciones de 

GSH166.  
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Se estima que en una célula sana, sólo el 1% del contenido total de GSH 

debe encontrarse en la forma oxidada 33 y que las concentraciones intracelulares de 

GSH oscilan entre 0,5 y 1 nM  de acuerdo con el tipo de célula32.  Este conocimiento 

ha permitido sugerir que un pequeño cambio en el estado REDOX intracelular del 

GSH (como el que se muestra) pudiera ser una señal que se amplifique dando 

como respuesta cambios en la actividad de factores de transcripción. Estos pueden 

modificar la expresión de variados genes de respuesta al estrés, con diversas 

consecuencias para el funcionamiento celular167,168. Al respecto se ha especulado 

que las concentraciones de GSH celulares pueden ser relevantes en el 

mantenimiento de la función mitocondrial, pues evitan la formación del poro de 

transición mitocondrial que se ha descrito en células incubadas en medios con altas 

concentraciones de glucosa 13,21,169.  

El análisis de varianza con respecto al contenido de GSH entre los subgrupos 

formados por mujeres con diabetes pregestacional (DEP) o gestacional (DEG) 

dentro del grupo DE permitió comprobar que el contenido de este antioxidante se 

encuentra más reducido aún para el grupo DEP, lo cual se corresponde con lo 

esperado dado que las reservas deben encontrarse más agotadas entre las mujeres 

con diabetes pregestacional, donde las biomoléculas han sido expuestas a  eventos 

oxidativos durante mayor tiempo170. 

Existe una plétora de trabajos con reportes de actividad de las enzimas 

antioxidantes en modelos experimentales y humanos de diabetes63,65,87,171-175. Los 

resultados que exponemos muestran valores dentro del intervalo normal para la 
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actividad de SOD en los tres grupos, además de no mostrar diferencias entre ellos. 

Similares han sido los resultados alcanzados por otros autores29,175.   

Por su parte las determinaciones para la enzima catalasa en este trabajo 

revelan que las mujeres diabéticas no embarazadas tienen más del doble del valor 

alcanzado por mujeres embarazadas en los otros dos grupos. La actividad de esta 

enzima se ha reportado disminuida en embarazadas con diabetes gestacional174-177 

(que representan el 59 % del grupo DE), especialmente en el tercer trimestre. En 

varios trabajos con ratas diabéticas dicha actividad se ha encontrado elevada en 

corazón, aorta y cerebro y disminuida en eritrocitos, hepatocitos y neuronas18.  

El efecto de la diabetes sobre la actividad de SOD no parece tener un patrón 

definido con respecto a la edad, tipo de célula, especie animal o duración de la 

enfermedad2,87. En estudios similares al que se expone, dirigidos por la 

investigadora francesa Evelyn Peuchant173, se calculó la actividad de enzimas 

antioxidantes en una muestra formada por 54 mujeres embarazadas, con Diabetes 

Mellitus Tipo 1 y con diabetes Gestacional. El estudio da cuenta de una marcada 

disminución de la actividad de ambas enzimas (SOD y CAT), en el plasma de las 

mujeres incluidas en el grupo de embarazadas con Diabetes Mellitus. Para la SOD, 

la disminución fue más relevante en el subgrupo de las que padecían de Diabetes 

Mellitus Tipo 1. La SOD es una enzima que experimenta profundos cambios en su 

actividad cuando se glucosila por lo que es de esperar que en medios con alta 

concentración de glucosa su actividad disminuya178. Otro estudio del mismo año 

concluyó que la actividad de la SOD circulante,  se encontraba baja en todos los 

trimestres de las embarazadas con diabetes Tipo 1 y la actividad de CAT en plasma 
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se incrementó en el grupo de embarazadas con diabetes Tipo 1 en el tercer 

trimestre de la gestación179-181.   

Como se ha dicho antes, la enzima SOD convierte O•-
2  en H2O2, el cual luego 

es transformado en agua por CAT  en los lisosomas o por GSH peroxidasa en la 

mitocondria y el citosol15. La expresión del gen sod2, que codifica para la Mn SOD 

mitocondrial, está incrementado en embriones de ratas expuestos a un ambiente 

con alta concentración de glucosa, lo cual se corresponde con el hecho de que esta 

es una enzima que se activa en condiciones de estrés oxidativo. La medición que se 

reporta en este trabajo se realizó en plasma, donde se encuentra en mayor 

proporción la enzima CuZn SOD extracelular. No obstante la enzima Mn SOD, 

puede liberarse en pequeñas cantidades al plasma y contribuir de esa forma a la 

actividad total  que se reportó.  

Experimentos en modelos animales de diabetes muestran una actividad 

dispar de dicha enzima, que aumenta o disminuye con respecto a los controles 

sanos según el tipo de tejido evaluado18. Ya se ha dicho que los cambios en la 

actividad de estas enzimas pueden ser transitorios y bifásicos; a lo cual se suma el 

hecho de que están sujetas a procesos de glucosilación en el estado diabético, los 

cuales también dependen de la susceptibilidad particular de cada isoforma a dicha 

glicosilación. Esto es importante en el caso particular de la CuZn SOD, que puede 

disminuir hasta en un 60 por ciento de su  actividad cuando se halla glicosilada 178.  

La sobreexpresión de la enzima SOD se ha propuesto como uno de los 

principales mecanismos por los cuales la célula contrarresta el incremento de ERO.  

Un estudio realizado en eritrocitos de  mujeres con preeclampsia aguda   mostró 
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que  la actividad de la enzima era mayor que los del grupo control182,183. Datos 

similares fueron encontrados por el grupo de Guo176 en tejido cardíaco de ratas 

diabéticas, en los cuales las  enzimas CAT y CuZn SOD presentaban una actividad 

aumentada cuando se las comparaba con el control. Sin embargo, otras evidencias 

muestran  disminuciones en la actividad enzimática180.  

En resumen estos resultados muestran que la actividad de la enzima SOD 

que aquí se reporta para los diferentes grupos no se encuentra disminuida con 

respecto a la referencia para casos control del laboratorio, y no se apreciaron  

diferencias entre los grupos incluidos en este trabajo.  

En la bibliografía encontramos otros reportes de cambios en la actividad de 

estas enzimas antioxidantes a medida que avanza el tiempo de gestación en 

mujeres cuyo embarazo cursa sin complicaciones así como en aquellas con 

diagnóstico de diabetes gestacional183-184. En general se han encontrado cambios 

en las variables de estrés oxidativo y particularmente incrementos de las 

concentraciones de productos de la peroxidación lipídica. 

El promedio de las concentraciones de TBARS (MDA) obtenidas para cada 

grupo, superan el  límite superior del intervalo de confianza para grupos control en 

dicho laboratorio, siendo éste de 0.93 µM. Aunque puede asegurarse que  los 

valores de TBARS obtenidos en este grupo  indi 

can que se encuentran elevados los productos de la peroxidación lipídica, 

estos no son tan altos como los obtenidos en otros grupos de personas con 

diabetes170. Esto debe tener su fundamento en el riguroso control médico que se 

ejerce sobre estas pacientes, las que se encuentran hospitalizadas la mayor parte 
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de su gestación y en particular en el último tercio de su embarazo. Un control  

metabólico adecuado para la mayoría de las embarazadas con diabetes, lo cual 

incluye bajas concentraciones de los diferentes lípidos sanguíneos, fue informado 

por el equipo médico que colaboró en esta investigación.  

Los análisis de varianzas entre los tres grupos mostraron que no hay 

diferencias entre ellos (p>0,05) con rspecto a las concentraciones de MDA, lo cual 

confirma la presencia de reacciones peroxidativas en el estado diabético, resultado 

que coincide con lo reportado por otros investigadores78,173,174,179-183. Es notable el 

incremento de las reacciones de peroxidación lipídica también en el grupo de 

gestantes sanas, lo cual confirma lo reportado en otras experiencias174,175,183. El 

embarazo es una situación de adaptación metabólica donde la reserva de lípidos se 

incrementa notablemente y en el tercer trimestre se elevan a cantidades que 

pudieran resultar patológicas entre mujeres no gestantes en ese grupo de 

edadesl00,185. La peroxidación lipídica es una reacción en cadena que se ha 

acuñado como uno de los principales eventos relacionados con reacciones 

oxidativas en situaciones de altas concentraciones de glucosa ya sea in vivo como 

in vitro. La medición espectrofotométrica de las concentraciones de MDA, principal 

indicador de peroxidación lipídica, aunque algo inespecífica, ha permitido asegurar 

la presencia de este tipo de eventos en humanos y en estudios experimentales de 

diabetes18,49,78,171. 

En la publicación del Dr.  Djordjevic citada antes174, las concentraciones de 

MDA se incrementaron a lo largo del embazo no complicado en mujeres sanas. 

Otros marcadores de peroxidación lipídica como etano y pentano, obtenidos del 
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análisis de gases exhalados se encontraron elevados con respecto al grupo sano  

en 64 pacientes  diabéticos183.  En este caso se obtuvo además una alta correlación 

con indicadores de actividad inflamatoria. En dicho estudio se expone que los 

valores de MDA medidos en plasma (con técnica similar a la que se aplica en este 

trabajo) oscilan  entre 0,2 y 0,9 µM en el grupo de personas sanas.  

También se han reportado concentraciones elevadas de 8-isoprostanos, otro 

marcador de peroxidación lipídica, en un grupo de mujeres con diabetes mellitus 

gestacional162-164,183. En este mismo estudio se confirmó la acción teratogénica de 

esas sustancias y los altos valores del mediador inflamatorio TNF-α en las muestras 

evaluadas183. El incremento de marcadores de peroxidación lipídica no puede 

interpretarse como un hecho aislado. Estas reacciones producen sustancias de 

variados pesos moleculares, estabilidad química y carácter electrofílico, que 

reaccionan con moléculas distantes del sitio en que se produce, por lo tanto pueden 

actuar como segundos mensajeros en eventos de citotoxicidad18.  

Hemos detectado evidencias de daño oxidativo a proteínas en los grupos DE 

y D, pero no en el de embarazadas sanas. Los valores de referencia para este 

indicador  están  por debajo de 2 µM, valor similar al encontrado para el grupo E152.  

El estrés oxidativo provoca elevación de los derivados carbonilo reactivo por 

varios mecanismos. Estos incluyen oxidación directa de residuos de aminoácidos, 

interacción de proteínas con azúcares reductores y sus productos de oxidación que 

abundan en la circulación de pacientes diabéticos. Los grupos carbonilo se 

incrementan como resultado de la oxidación de proteínas y sus concentraciones en 

tejidos y plasma se usan como indicadores de daño oxidativo a proteínas39. Se ha 
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demostrado que las concentraciones están incrementadas en sangre venosa en 

pacientes diabetes tipo 2, donde se han llevado a efecto la mayoría de los 

estudios39,40.  

La oxidación de proteínas se infiere de los altos valores de grupos carbonilo,  

debido a que las reacciones oxidativas que experimentan estas macromoléculas 

rinden carbonilos reactivos14,30. El daño que las ERO producen a las proteínas tiene 

gran implicación para el funcionamiento de la célula. La afectación abarca rupturas 

del esqueleto peptídico a las cadenas laterales de los aminoácidos, además de 

producir reacciones cruzadas entre ellos56. La repercusión del daño aumenta por la 

abundancia de estas moléculas en los sistemas biológicos y la multiplicidad de 

funciones que ejecutan, pudiendo afectar funciones relacionados con actividad de 

enzimas, proteínas de transporte, receptores, proteínas que participan en las vías 

de transducción de señales,  inactivación de enzimas reparadoras de daño oxidativo 

y pérdida de fidelidad de ADN polimerasas en la replicación del ADN186.  

La formación de proteínas carboniladas es el marcador más general y 

ampliamente utilizado de daño oxidativo a proteínas. Varios autores han 

considerado que los indicadores de daño oxidativo a proteínas representan más 

fielmente la existencia de un estado pro oxidante que otras técnicas que evalúan 

daño a biomoléculas por ERO181. La concentración incrementada de compuestos 

carbonilo derivados de proteína resulta un mejor marcador de estrés oxidativo que 

los productos de la peroxidación lipídica38,40,186,187, incluso considerando el 

compuesto 8 iso-prostaglandina181,187. 
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En otros estudios los pacientes diabéticos han evidenciado poseer altas 

concentraciones de proteínas oxidadas188. Por lo tanto los resultados alcanzados en 

este trabajo, donde el grupo control E presentó las más bajas concentraciones de 

proteínas carboniladas, está en concordancia con lo reportado por otros autores.  

Por otra parte el subgrupo de mujeres gestantes con diabetes pregestacional  

(DEP) mostró mayor valor de proteínas carboniladas que aquel donde la diabetes 

aparece en el tiempo gestacional (DEG). Las mujeres con diabetes pregestacional 

deben tener más modificaciones oxidativas a proteínas en respuesta al incremento 

que este tipo de proceso tiene en la circulación de personas con diabetes. Ya que la 

carbonilación de proteínas es una modificación que conduce a una mayor 

resistencia a la degración proteica, es lógico  que se acumulen más en estas 

pacientes que en aquellas que desarrollaran diabetes durante la gestación, donde el 

tiempo de ocurrencia de este tipo de reacción no debe ser tan prolongado. 

Las especies reactivas del oxígeno producidas durante el metabolismo 

normal del oxígeno son una  fuente endógena de daño al ADN que puede ser 

contrarrestado por el eficiente mecanismo de reparación en células eucariontes73. 

Cuando la producción rebasa la capacidad antioxidante celular se producen 

rupturas de simples y dobles cadenas. Éstas facilitan la aparición de cortes, 

translocaciones, etc., como resultado de fallas de los mecanismos de reparación86.               

La reacción de radicales del oxígeno con la desoxirribosa del ADN conduce a 

la fragmentación del azúcar, a la pérdida de una base con parte del residuo del 

azúcar que aún permanece unido y al corte de la cadena42. Se ha propuesto que la 

toxicidad in vivo del O2.- y del H2O2 se produce por su conversión, dependiente de 
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una reacción no enzimática catalizada  por hierro, a una especie radical altamente 

reactiva, el radical .OH12,15,18.   

Alrededor de un 90 % de los daños inducidos en el ADN por el H2O2 da por 

resultados bases alteradas; asimismo puede causar roturas de simple y doble 

cadena. El H2O2 también induce aberraciones cromosómicas e intercambio de 

cromátidas hermanas, presumiblemente como consecuencia directa del daño 

oxidativo al ADN14.  Se ha comprobado que las membranas celulares permiten el 

paso a las ERO producidas por los leucocitos y liberadas al espacio extracelular, 

donde pueden inducir roturas de cadenas de ADN en las células vecinas189-191. 

Las células contienen enzimas que pueden eliminar las bases del ADN 

dañadas oxidativamente tales como las ADN glicosilasas. La existencia de estas 

enzimas, en una amplia diversidad de organismos, sugiere que el daño oxidativo es 

un problema con el que las células han tenido que lidiar durante la evolución73,190. 

El ensayo cometa posee varias modalidades en cuanto al medio que se les 

proporciona a las muestras en estudio y  para la lectura de las láminas, además de 

ser  sensible y específica para medir daño oxidativo al ADN153,154,191. El conteo de 

células se realizó por el método visual tal y como se explica en materiales y 

métodos. La seguridad de que el daño que se observa en las células sea una 

consecuencia del estrés oxidativo, se fundamenta en que el ADN es una molécula 

resistente, y por lo tanto, si existen sitios lábiles al álcali, se debe a que las bases se 

han modificado oxidativamente153,192. La técnica que utilizamos para la evaluación 

del daño oxidativo al ADN se lleva  a cabo en condiciones de baja iluminación por lo 

que excluimos el daño por irradiación. Aunque con este ensayo se permite realizar 
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análisis de cinética de reparación160, en este estudio sólo se determinó daño basal y 

podemos afirmar que éste difiere entre los tres grupos incorporados. El grupo E 

resultó ser el que posee los menores valores de daño oxidativo al ADN, lo cual era 

esperado pues en este se encuentran las gestantes control, que durante su 

embarazo no presentaron ninguna problema de salud. 

Los datos  concuerdan con nuestra hipótesis de que moléculas como el ADN 

deben experimentar mayor daño cuando la diabetes y el embarazo 

concomitan. También concuerdan con los  por otros autores quienes encontraron 

contundentes evidencias de daño al ADN en personas con diabetes189-191,193. Este 

daño se sustenta en la asociación de altas concentraciones de glucosa en el 

paciente diabético con el incremento de reacciones de tipo inflamatoria166,194. Estas 

últimas incrementan la producción de mediadores inflamatorios y estimulan factores 

nucleares, los que responden a esta situación generando mayores niveles de 

especies reactivas del oxígeno, creándose un círculo vicioso en el que se perpetúa 

el daño oxidativo24,42,194. 

Se ha demostrado que el daño al ADN es un factor crítico que contribuye a la 

manifestación de inestabilidad cromosómica. El daño a la mitocondria puede 

contribuir a que persista el fenotipo inestable y la condición de estrés oxidativo ha 

sido señalada como un mecanismo bioquímico capaz de perturbar la integridad del 

genoma195-199. 

Existe abundante información y respaldo experimental para vincular los 

mecanismos que generan inestabilidad genómica con las especies reactivas del 

oxígeno197-199. Entre las sustancias clastogénicas se han identificado varias 
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especies reactivas del oxígeno, así como algunos productos que derivan de las 

reacciones que ellas provocan200. La participación de las especies reactivas del 

oxígeno en el daño por isquemia-reperfusión está debidamente fundamentada. Se 

ha asegurado que pacientes que experimentan este tipo de eventos presentan altos 

índices de fragilidad cromosómica como consecuencia de poseer sustancias con 

actividad clastogénica en su circulación sistémica201.  

Al evaluar la integridad cromosómica en las embarazadas con diabetes 

(grupo DE completo) observamos un incremento del número de rupturas 

cromosómicas en este grupo, así como en el grupo D. La variable “número de 

rupturas” se calcula contando el número de cromosomas con daño en su fenotipo, 

ya sean gap, u otro tipo. El porcentaje de casos con fragilidad cromosómica  es algo 

inferior en el grupo DE que en el D. Si dentro del grupo DE separamos los casos 

con diabetes pregestacional (DEP), resalta el hecho de que mas del 70 % de ellas 

resultaron positivas o con IFC mayor o igual que 4 rupturas. En el grupo E el índice 

de rupturas fue mucho menor a los otros dos y un solo caso resultó positivo. Todo 

esto corrobora que el estado diabético, que ya ha sido caracterizado de pro-

oxidante194, cursa con inestabilidad cromosómica al menos en las células linfoides. 

Otro aspecto interesante que emana de este estudio es el tipo de rupturas 

encontradas, la mayoría de las cuales involucra una sola de las cromátidas. Este 

patrón de rupturas es similar al encontrado en los experimentos con cultivos a los 

que se les añadieron sustancias con actividad clastogénica201,202 conducidos por 

Ingrid Emerit, que permitieron demostrar que varias ERO poseen dicha actividad 

clastogénica. 
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Este patrón de aberraciones permite suponer que las rupturas ocurren 

durante todo el ciclo celular, especialmente en G 2, ya que este patrón de ruptura 

cromatídica es característico de esta etapa en que el ADN empieza a condensarse 

nuevamente203.  

El índice de rupturas se puede modificar como consecuencia del  contenido 

de antioxidantes de los diferentes medios de cultivo202. En el laboratorio en el que 

desarrollamos la técnica de citogenética se emplea medio de cultivo RPMI rico en L-

cisteína y anticlastogénico (no favorece las rupturas). Se consideró un número de 

rupturas mayor o igual a 4 como índice positivo de fragilidad cromosómica (IFC≥4), 

teniendo en cuenta además que el número de aberraciones estándar para los 

controles es  de 1 en 100 metafases. 

Los cromosomas mayormente dañados en nuestras observaciones fueron los 

de los grupos A, B y C. En estos grupos están presentes la mayoría de los genes 

que codifican  las enzimas que participan en el metabolismo oxidativo de la célula. 

Al menos 6, de los 10 genes de enzimas antioxidantes que han sido localizados,  

están presentes en estos 3 grupos de cromosomas204. En el cromosoma 2 se 

encuentra localizado el gen pax 3, cuya expresión disminuye en cultivos de 

embriones en medios con alta concentración de glucosa105.  

Por otro lado la respuesta de los genes que codifican para sustancias 

antioxidantes ha sido evaluada de anormal en condiciones de hiperglucemia en 

pacientes con diabetes Tipo 1205. El desajuste en la producción intracelular de 

enzimas antioxidantes en respuesta a altas concentraciones de glucosa puede 

conducir a algunas complicaciones como vasculopatías, lo cual se asocia a 
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polimorfismos de genes de enzimas antioxidantes. Los polimorfismos en la región 

promotora del gen de la aldosa reductasa (ALR2) que provocan incremento de su 

expresión está asociado con la susceptibilidad de algunas personas a desarrollar 

neuropatías y nefropatías. El incremento de la velocidad de esta vía en condiciones 

de hiperglucemia conduce a la generación de ERO por diversos mecanismos78,79 

entre los cuales está el aumento de la síntesis de proteínas de la matriz extracelular 

y mediadores inflamatorios como factor de crecimiento transformante205. De existir 

alguna relación de causalidad entre los hallazgos que aquí se exponen, ésta debe 

ser confirmada en investigaciones posteriores pues está fuera del alcance de este 

trabajo. 

Se deconoce la repercusión que los altos índices de fragilidad cromosómica 

pueden tener en el desarrollo fetal, pues los mecanismos por los cuales se 

producen  trastornos del desarrollo embrionario y fetal no están aún completamente 

descritos. Sin embargo hay una teoría cada vez más fundamentada que propone 

que los cambios en el funcionamiento de las mitocondrias generados por estrés 

oxidativo son responsables de las alteraciones morfogénicas en el 

desarrollo24,58,94,105,198. Recientemente se demostró que con independencia de las 

MFC que se diagnostican en el momento del nacimiento, los hijos de las mujeres 

con diabetes Tipo 1 poseen incrementos en plasma del  péptido Natriurético Tipo B. 

Dicho incremento coincidió con una alta correlación con las concentraciones de 

hemoglobina glucosilada de la madre y marcadores de estrés oxidativo. El 

incremento en plasma de esta sustancia representa un factor de riesgo para 

padecer afecciones cardiacas en la adultez 206.  
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Como se sabe los trastornos de cierre del tubo neural se reconocen como 

una de las MFC de mayor frecuencia en los hijos de madres diabéticas. Se ha 

comprobado inestabilidad cromosómica en células amnióticas de fetos con defectos 

del cierre neural207.  Todo lo anterior permite suponer la posible participación de las 

ERO en los mecanismos que conllevan a inestabilidad cromosómica y MFC.  

El hallazgo de aberraciones cromosómicas en las embarazadas con 

diabetes, así como en el grupo de mujeres con diabetes no embarazadas, sugiere 

que la producción de ERO excedió la capacidad de los sistemas de defensa 

antioxidante y de reparación, lo cual caracteriza al estado diabético. 

No se pudo demostrar correlación entre los dos indicadores de daño al ADN. 

Una posible explicación es que el ensayo cometa mide daño basal que es reparado 

por las enzimas que participan en el mecanismo de escisión de bases153, por lo que 

el daño es transitorio. La técnica citogenética permite que se detecte un daño más 

permanente. Incluso se postula que la presencia de grandes cantidades de 

cromosomas con gap puede ser una señal de que han tenido lugar eventos de 

reparación de daño al ADN155. 

Los análisis de correlación que habíamos propuesto realizar solo confirmaron 

nuestras predicciones con el par proteínas carboniladas vs. tiempo de evolución de 

la diabetes, donde se obtuvo una alta correlación  (r=0,65) con una probabilidad 

mayor del 99 % (Figura 5). Esto ratifica que la concentración de grupos carbonilo es 

un buen indicador de daño oxidativo191 y que estos procesos de oxidación de 

proteínas - cuya implicación para la salud han sido discutidos aquí- se incrementan 

en el estado diabético.  
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El tiempo de evolución de la enfermedad se encuentra entre los factores de 

riesgo para la aparición de la neuropatía y la nefropatía208. Así se reconoce en el 

Programa Nacional de Prevención y Control de la Diabetes Mellitus del MINSAP209 

donde se especifica que las personas que viven con la enfermedad desde hace 10 

años o más presentan mayor riesgo de padecer estas alteraciones. En personas 

con diabetes que presentan vasculopatías se han encontrado los marcadores de 

daño oxidativo más altos. En este estudio no se realizó el análisis de la incidencia 

de vasculopatías en los valores alcanzados por los marcadores de daño a 

biomoléculas por ser muy pequeño el número de casos con este trastorno (n=5).  

No obstante el grupo DE presenta valores muy altos de daño oxidativo al ADN, que 

como ya se ha señalado son mayores que en el grupo de embarazadas sanas.  

Las mujeres con diabetes Tipo 1 y 2 de cada uno de los grupos DE (n=52) y 

D (77) fueron clasificadas de acuerdo al tiempo de padecimiento de la enfermedad: 

menor que 10 ó igual o mayor que 10 años de diagnóstico de la diabetes. La 

comparación entre los subgrupos así formados aportó que las concentraciones de 

MDA y el % de ADN fueron significativamente mayores (p<0,05) en el grupo de 

mayor tiempo de evolución de la enfermedad cuando se consideraron las mujeres 

no embarazadas con diabetes (D). Este hallazgo concuerda con lo esperado para 

todas las biomoléculas en las cuales se exploró la relación entre tiempo de 

evolución y daño oxidativo. Se supone que al incrementar el tiempo de 

padecimiento de la enfermedad también es mayor la exposición de las biomoléculas 

a las ERO que se acumulan producto de la enfermedad, aunque no se pudo 

demostrar este efecto sobre el ritmo de oxidación de proteínas. Tampoco se hizo 
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evidente en el grupo DE que las concentraciones de antioxidantes o de 

biomoléculas oxidadas se afectaran por encontrarse en el grupo de más o menos 

tiempo de evolución. No obstante las concentraciones de biomoléculas oxidadas 

evaluadas se encontraron elevadas en todos los subgrupos de pacientes con 

diabetes.  

Al indagar el efecto que el tipo de diabetes podía ejercer sobre los 

indicadores de estrés oxidativo, encontramos que sólo las concentraciones de 

proteínas carboniladas estaban disminuidas entre las mujeres con diabetes 

gestacional al compararlas con aquellas con diagnóstico de la diabetes previo a la 

gestación, pero todos los grupos poseen este marcador alto.  

Ya fueron explicadas las consecuencias que para el funcionamiento celular 

trae este tipo de daño, el cual afecta todos los sistemas de organización biológica, 

llegando a perturbar el correcto funcionamiento del organismo de un individuo. La 

existencia  de elevadas concentraciones de grupos carbonilo se han puesto de 

manifiesto en otras investigaciones con gestantes diabéticas183,188 y en personas 

con diabetes Tipo 2210. El tipo de diabetes que experimenta el paciente condiciona 

la aparición de complicaciones de grandes o pequeños vasos. Los pacientes con 

diabetes Tipo 2 sufren más infartos  y ateroesclerosis211 que los de Tipo 1, en los 

que son mas frecuentes  las microangiopatías2.   

El subgrupo de embarazadas con diabetes gestacional (DEG) exhibió un 

valor promedio de  GSH más alto que el resto de los grupos, los cuales son 

similares a los valores normales.  La diabetes gestacional se diagnostica 

generalmente luego de la semana 20, por lo que las perturbaciones en el 
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metabolismo de los carbohidratos y grasas son de corta duración con respecto a 

aquellas que se producen en mujeres con diabetes pre gestacional. Por esta razón 

suponemos que el daño por acumulación de ERO sea menor, pues como vimos, el 

tiempo de evolución afecta a algunos marcadores de estrés oxidativo y en particular 

conduce a agotamiento de las reservas de GSH.  

El embarazo en la mujer con diabetes se ha asociado con carencia de 

adecuadas concentraciones intracelulares de antioxidantes de origen vitamínico y 

otros6,97,98. En este trabajo exponemos un resultado similar,  ya que las 

concentraciones de Vitaminas E y A resultaron más bajos que los de las mujeres 

embarazadas sanas e incluso que los de las mujeres no embarazadas con diabetes.  

También resultan inferiores a los resultados obtenidos por investigadores del 

Instituto de Nutrición e Higiene de los alimentos de Cuba212 en una muestra de 

gestantes sanas de la capital. Las concentraciones de vitaminas antioxidantes en 

pacientes diabéticos se han reportado elevados213, disminuidos87,97,98 y sin cambio 

con respecto a grupos de personas sanas en diferentes investigaciones214,215. La 

aplicación de terapias antioxidantes a personas con diabetes basadas en 

suplementos de vitamina E, ha reportado efectos beneficiosos en algunos casos 

216,217,218. 

En otras investigaciones se ha explorado el beneficio de una terapia 

antioxidante para contrarrestar los trastornos asociados al embarazo diabético107 y 

la preeclampsia, y confirmaron que la suplementación con antioxidantes (vitaminas 

E y C) pudiera ser beneficiosa en el tratamiento de la diabetes175, para contrarrestar 
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el estrés oxidativo219 y en la prevención de los efectos adversos en la 

descendencia111,112,126 ,220-222.  

Por otra parte, la evidencia disponible parece indicar que la ausencia de 

control metabólico afecta la disponibilidad de Vitamina A en pacientes con diabetes 

Tipo 1 pero no con diabetes Tipo 2223. 

Resultados similares se obtuvieron en ratas BB donde se encontraron 

disminuidos no solo las concentraciones de retinol sino también los de la proteína 

que transporta esta sustancia desde el hígado a los tejidos que es la proteína de 

unión al retinol (RBP por sus siglas en inglés)224.  

Varios ensayos clínicos en los que se han administrado antioxidantes 

vitamínicos han tenido resultados contradictorios. Las dosis de vitaminas 

antioxidantes que por lo general han logrado reducir los marcadores de disfunción 

endotelial y daño oxidativo a biomoléculas son altos y el tiempo de administración 

prolongado. Sin embargo en un ensayo con personas que padecían diabetes Tipo 2 

se logró disminuir las concentraciones de PAI-1con cantidades relativamente bajas 

de vitamina E 214.  

No se conoce cuál es el límite inferior en las concentraciones de Vitamina E 

que debe tener una persona sana. Los estudios con dosificación de estas vitaminas 

siempre presentan un grupo control contra el cual se realizan las comparaciones. 

En este trabajo, los grupos controles no son representativos de una población 

supuestamente sana, pues uno de los grupos que actúan como control es de 

mujeres gestantes en el tercer trimestre del embarazo, período donde se ha 
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demostrado que  se elevan los triacilgliceroles y los productos de las reacciones de 

peroxidación lipídica y el otro grupo control es de mujeres con diabetes.  

La gestación constituye una situación fisiológica en la que existe una especial 

demanda de vitamina E, debido al incremento de los lípidos plasmáticos, 

permitiendo así mantener una relación vitamina E/lípidos similar a la de las mujeres 

no gestantes34. Además, el rápido crecimiento fetal requiere un elevado aporte de 

vitamina E por el aumento en la síntesis de membranas celulares.  

La vitamina E es una sustancia que, más allá de su mencionado poder 

antioxidante,  cumple importantes funciones en la comunicación celular, estimula la 

transcripción de genes que codifican proteínas que participan en la regulación del 

ciclo celular (Ciclinas D y E, p53 y p27)  y reprime genes cuyos productos están 

involucrados en la respuesta inflamatoria como los de las moléculas de adhesión 

celular VCAM e ICAM225. Además, el α tocoferol es capaz de bloquear la producción 

de radical superóxido porque inhibe la actividad de la NADPH oxidasa.  En resumen 

es una molécula señalizadora, responsable de la transferencia de información en 

las células y la regulación de la expresión genética225,                                  

de ahí la importancia que pudiera tener su disminución en el grupo de las 

embarazadas con diabetes.  

En los estudios cuyos resultados se han discutido hasta aquí hemos 

demostrado que las mujeres diabéticas en el tercer trimestre de la gestación, 

presentan disminución de algunos de los antioxidantes plasmáticos que se 

cuantificaron como el GSH y las Vitaminas A y E, así como una elevada presencia 

de biomoléculas dañadas oxidativamente. El desbalance REDOX es muy similar en 
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cada variable al obtenido para el grupo integrado por mujeres con diabetes en edad 

fértil, lo cual permite asegurar que son los cambios metabólicos y activación de vías 

específicas que se producen en la diabetes, los principales causantes del daño 

oxidativo a biomoléculas. Unido a lo anterior se confirmó la elevada proporción de 

casos con fragilidad cromosómica entre las mujeres con diabetes pregestacional 

que rebasa el obtenido en las mujeres con diabetes o embarazadas con diabetes 

gestacional (Figura 6).  

La presencia de un estado pro oxidante se evidenció desde el primer 

trimestre de la gestación en el grupo de las 15 mujeres con diabetes pregestacional,  

a las cuales se le midieron algunos parámetros de estrés en los tres trimestres de la 

gestación. Las concentraciones de proteínas carboniladas se mantuvieron altas en 

todos los períodos evaluados, sin que se produjeran cambios de significación 

estadística entre los tres períodos evaluados. Un comportamiento similar se obtuvo 

para el MDA, el cual se mostró sostenidamente alto durante los períodos 

analizados. La actividad de las enzimas antioxidantes tampoco se diferenció entre 

los diferentes trimestres. Podemos afirmar que los valores se encuentran en el 

mismo intervalo que los obtenido en grupos de personas sanas y no se diferencian 

de los calculado para el grupo DE del estudio 1. Este resultado concuerda con el 

análisis hecho en un estudio donde en condiciones similares al nuestro se midió la 

actividad de la enzima SOD226. Entre los diferentes trimestres del embarazo en 

mujeres con diabetes no se encontraron diferencias en la actividad de esta enzima 

antioxidante. En otro trabajo con embarazadas diabéticas se encontró que la 

actividad de la enzima, medida en lisado de eritrocitos,  aumentó de forma paralela 
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al curso del embarazo174. Puede que esta medición en lisado, refleje mejor que en 

plasma, el cambio en la actividad que esta enzima experimenta durante la 

gestación. Al parecer las enzimas que participan en la defensa antioxidante primaria 

responden de modo diferente al ambiente oxidante condicionado por la diabetes 

materna. Algunos factores como los genéticos pueden propiciar una respuesta 

diferente  en el feto, pero parece indiscutible que el incremento en la actividad de la 

SOD juega un papel crucial en la protección de este contra la dismorfogénesis228,229.

En estudios de teratogenicidad por fenitoína, donde se involucran 

mecanismos mediados por acumulación de sustancias pro-oxidantes, se ha 

detectado una baja actividad de estas enzimas228. Otro dato de interés es que los 

defectos de cierre del tubo neural (DTN)   en modelo animal de diabetes reflejó una 

correlación negativa con respecto al  contenido de enzimas antioxidantes en 

eritrocitos de ratas229. 

Uno de los resultados que más resaltan en este estudio es el referido a las 

bajas concentraciones de GSH en los tres trimestres. Teniendo en cuenta que el 

GSH es unos de los principales antioxidantes en los tejidos embrionarios105,123,  su 

disminución pudiera ser relevante, pues se encuentra 3 órdenes de magnitud por 

debajo de la cifra que se estima como límite inferior en plasma de personas sanas. 

Ya expusimos la importancia de mantener alta la disponibilidad de antioxidantes 

para la madre y el feto, lo cual está respaldado por numerosos estudios en los que 

se ha ponderado el papel de esta sustancia en el mantenimiento de la función 

celular230. 
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El método experimental utilizado en el tratamiento del aceite permitió 

disponer de muestras de aceites y extractos acuosos con la cantidad de TBARS 

suficiente para demostrar que estos lípidos hidrosolubles, de pequeño peso 

molecular, son capaces de producir rupturas en los linfocitos de donantes sanos.   

El estudio de la actividad clastogénica de las sustancias producidas durante 

el calentamiento del aceite comercial, se desarrolló con el objetivo de darle 

continuidad a algunos de los resultados obtenidos en los experimentos anteriores. 

En particular el que se deriva de los estudios 1 y 3 en los que se verificó que las 

embarazadas con diabetes pregestacional poseían los más altos índices de 

fragilidad cromosómica y que por otra parte el embarazo en estas mujeres cursaba 

con altas concentraciones de TBARS, incluso desde el primer trimestre de la 

gestación. Si los productos de la peroxidación lipídica son capaces de transferir su 

actividad clastogénica, estos pudieran constituir posibles mediadores de la 

teratogenicidad en la diabetes ya que su presencia está asegurada en la circulación 

sistémica de estas mujeres con diabetes. 

El hecho de que las  roturas cromosómicas en lifocitos incubados con el aceite 

tratado fuera entre 2 y 3 veces superior a los índices obtenidos con el extracto de aceite sin 

tratar, incluso a concentraciones relativamente bajas de 0,75.10-4 mM y 1,5.10-4 mM 

(comparable a las encontradas en plasma de embarazadas diabéticas en este trabajo), 

permite corroborar la hipótesis de que los productos de la peroxidación lipídica pueden 

inducir daño oxidativo al ADN que se  puede observar durante la etapa de metafase del ciclo 

celular, que es cuando se produce el máximo empaquetamiento de los cromosomas.  
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Para que este daño se haga visible, éste debe involucrar a cientos de pares 

de bases y burlar los estrictos mecanismos de reparación y parada del ciclo celular. 

Por otra parte las alteraciones en la replicación del ADN por reacción de los 

aldehídos con los grupos sulfidrilo de las ADN polimerasas, ha sido descrito como 

posible mecanismo inductor de las roturas cromosómicas197,199. Por lo tanto, son 

múltiples los mecanismos mediante los cuales los aldehídos generados en el aceite 

sometido a calentamiento son tóxicos para la célula. La inducción de alteraciones 

cromosómicas pudiera ser  especialmente relevante, dado que éstas parecen 

producirse con concentraciones muy bajas de aldehídos. Las consecuencias 

podrían no presentarse de forma inmediata, como sucede durante el periodo 

embrionario ( dando lugar a MFC), sino que también podrían tener lugar a largo 

plazo, dado que las roturas cromosómicas se han relacionado con un mayor riesgo 

de desarrollar diversos tipos de cáncer41,231. 

En estudios llevados a cabo por otros autores en los que se han incubado 

linfocitos con determinados aldehídos como el 2-butenal y 4-HNE, se produjeron 

también  roturas cromosómicas56,78,232. Cuando en experimentos similares al 

anterior se utilizaron aldehídos de mayor tamaño molecular y sin grupos hidrofílicos, 

no se observaron alteraciones en los cromosomas 69,232. 

En los embriones de las gestantes diabéticas -dada la constante presencia 

de productos de la peroxidación lipídica- la estructura del ADN podría experimentar 

alteraciones como las observadas en linfocitos cultivados con extracto acuoso del 

aceite sometido a estrés térmico. No obstante, la repercusión que para la salud del 

feto pudieran tener resultados como estos, queda aún por descubrir. 
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CONCLUSIONES  

1. La capacidad antioxidante plasmática que depende del GSH y las vitaminas E y A, está 

comprometida en las mujeres con diagnóstico de diabetes mellitus, estén o no embarazadas. 

2. No se obtuvieron evidencias de disminución de los antioxidantes enzimáticos evaluados 

en las embarazadas con diabetes en el tercer trimestre, con respecto a los grupos controles.  

3. En los grupos de mujeres con diabetes, ya sea embarazadas o no, se detectó un 

incremento de los niveles de daño oxidativo a biomoléculas por las tres técnicas utilizadas.  

4. El desbalance REDOX se evidencia desde el primer trimestre de la gestación en las 

embarazadas diabéticas y mantiene niveles similares en los diferentes trimestres de la 

gestación. 

5. Se corroboró un efecto de inestabilidad cromosómica en sangre periférica de 

embarazadas diabéticas, el que se agudiza cuando la diabetes que padece la madre es previa 

a la gestación. Un efecto similar se obtuvo en el grupo control de mujeres con diabetes. 

6. En el grupo de diabéticas embarazadas los niveles de daño al ADN fueron mayores en las 

mujeres con 10 años o más de evolución de la diabetes.  

7. El tipo de diabetes influyó en algunos de los indicadores de estrés oxidativo analizados; 

las concentraciones de GSH resultaron mayores en el grupo de embarazadas con diabetes 

gestacional, alcanzando valores comparables a la población sana, mientras que los mayores 

índices de rupturas cromosómicas se le atribuyeron a las mujeres con diabetes pregestacional. 

8. Los productos de la peroxidación lipídica evaluados in vitro demostraron capacidad 

para inducir rupturas cromosómicas. 
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RECOMENDACIONES 

1. Proponer a la dirección del MINSAP que el Programa de atención 

preconcepcional a la mujer diabética se inserte de alguna forma con el programa de 

asesoramiento genético que se desarrolla en todas la áreas de salud de nuestro 

país, para que de esta forma se incremente el control preconcepcional y se logre un 

diseño de la atención previa y durante el embarazo que logre disminuir la tasa de 

malformaciones congénitas en las mujeres diabéticas. 

2. Diseñar un estudio donde se compruebe la capacidad de sustancias 

que se encuentran en la circulación sistémica de mujeres con diabetes, de inducir 

fragilidad cromosómica en linfocitos de donantes sanos en cultivo. 

3. Identificar las regiones cromosómicas que se afectaron en mayor 

medida en los estudios donde se demostró fragilidad cromosómica, ya sea en 

cultivos de sangre de embarazadas, o de linfocitos aislados de donantes sanos e 

incubados con productos de  peroxidación lipídica. 

4. Diseñar una investigación en modelo animal de diabetes mellitus durante 

la gestación donde se verifique el efecto protector de la vitamina E sobre los embriones 

y se trabaje en la identificación del probable mecanismo molecular responsable de 

dicha protección. 
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ANEXO II 

  

Figura 2. Diferentes vías de formación de AGE. Tomado de H. Vlassara et al.  Glycoxidation: 

The Menace of Diabetes and Aging. THE MOUNT SINAI JOURNAL OF MEDICINE , September 

2003. Referencia 59. 
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ANEXO III 
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ANEXO IV 
Tabla 2. Cambios metabólicos, bioquímicos y en la concentración de sustancias en 
la gestación. 

 
Incremento de la actividad lipolítica del tejido 

adiposo. 

Llegada al hígado de más sustratos para la síntesis 

de  triacilgliceroles (TG).  

Disminución de la actividad de la lipasa lipoproteínica  

(menor degradación de lípidos) 

Mayor oxidación de las LDL  

Cambios en el 
metabolismo 
lipídico109     

Incremento de las VLDL. 

Cambios en la 
concentración  
de hormonas          

Incrementos en la cantidad de estrógeno circulante que 

provoca activación de la lipasa hepática (HL). 

Mayor producción de insulina. 

Otros 
cambios 

Se incrementa la secreción de TNF alfa112. 

Resistencia a la insulina 
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ANEXO V 

ACTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 
Datos del paciente: 
Nombres y apellidos:__________________________________ 
Edad__________  Sexo________ 
Dirección particular:___________________________________________________________ 
 
Consulta donde es  atendido:_________________________________________ 
 
Nombres y apellidos del médico que la atiende: _______________________________________ 

 
DECLARACION 

 
Por este medio expreso mi consentimiento a participar en la investigación: Indicadores de 

Estrés Oxidativo y Daño al Material Genético en Embarazadas Diabéticas. La misma se 
desarrolla en el ICBP Victoria de Girón y los hospitales Ramón González Coro y Julio Trigo de la 
capital del país. 
Antes de la primera toma de muestra y en consulta con el médico he sido informada que: 

1. La investigación en la que me incorporo no contempla ningún tratamiento especial. 
2. Se tomarán muestras de sangre en los tres trimestres del embarazo para estudiar 

parámetros bioquímicos. Esta muestra será tomada el mismo día en que se recolecta sangre 
para otros análisis de rutina. 

3. En el tercer trimestre se hará una toma de muestra para estudiar  indicadores 
bioquímicos de daño al ADN. 

4. La recolección de la sangre se hará por el personal autorizado para ello del 
hospital. 

5. Al participar en esta investigación no me expongo a ningún riesgo físico adicional 
ni de ningún otro tipo. 

6. Si los resultados recomiendan alguna intervención seré informada oportunamente 
por parte de mi médico. 

7. Los resultados que se publiquen no incluirán mi nombre ni el de mis familiares.  
8. Estoy obligada a brindar la información que se me solicita sobre mis antecedentes 

patológicos y los de mi familia, consumo de medicamentos u otros fármacos.  
9. Estoy obligada a cumplir el tratamiento con apego total a lo orientado, lo cual 

incluye las vitaminas que se distribuyen a las embarazadas, me encuentre o no 
hospitañlizada. 

10. Que puedo abandonar la investigación en el momento en que crea conveniente sin 
perjuicio para mi salud ni cambio en el nivel de atención sobre mi embarazo. 

 
Y para que así conste, firmo la presente a los ______ días del mes de 

____________________ del año ___________, en Ciudad de la Habana, Cuba. 
 
 
_________________________ Firma 
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ANEXO VI 

 
Determinación de  Vitamina E (α-TOCOFEROL) y Vitamina A 

Las determinaciones en plasma se llevaron a cabo mediante cromatografía de 

líquidos de alta eficacia (HPLC), siguiendo el método descrito en la referencia163. 

Instrumental y Materiales 

El equipo empleado en la determinación de la vitamina E fue un modelo 

Beckman Mod. 126 (Fullerton, CA, USA), acoplado a un detector ultravioleta Diode 

Array (Beckman Mod.168) y a un detector de fluorescencia Waters 474 (Milford, MA, 

USA), con un procesador de datos Gold System Nouveau. La columna cromatográfica 

utilizada fue una Nucleosil C-18 (5 µm, 15 x 46 mm) colocada en un horno para 

columnas Bio-Rad (Hercules, CA, USA) que mantuvo una temperatura constante de 40º 

C durante todo el proceso de valoración. 

Todos los solventes utilizados fueron de alto grado de pureza, para HPLC, de 

Sharlau (Barcelona, España) y los patrones vitamina E, A, A acetato, A palmitato y K1 

se obtuvieron de Fluka (Madrid, España). 

Procesamiento de los Patrones y de las Muestras. 

Se prepararon las siguientes soluciones madre de vitaminas patrón en etanol: 

vitamina E (α-tocoferol) a una concentración de 8 mg ml-1, vitamina A a una 

concentración de 0,4 mg mL-1 y vitamina A acetato a una concentración de 0,8 mg ml-1. 

Posteriormente se realizó una mezcla de las soluciones A y E madre en la proporción 

1:1. Estas soluciones una vez preparadas, se conservaron a –20º C y protegidas de la 

luz hasta el día del análisis. La vitamina A y E se utilizaron como patrones externos y la 

vitamina A acetato como patrón interno. 

El día del análisis se llevó a cabo una dilución 1/200 de la mezcla A y E 

previamente preparada y una dilución 1/100 de la soluciones madre de vitamina A 

acetato. 

Las muestras se prepararon pipeteando 200 µl de plasma, a los que se le 

añadieron 50 µl de la solución diluida de patrón interno A acetato y 400 µl de una 

mezcla de etanol y metanol en una proporción 1:1. Se agitó con vortex y a continuación 
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de le añadió 1ml de hexano para realizar la extracción de la fracción liposoluble que 

contiene la vitamina E, agitándose durante 1 minuto. Con este proceso se obtuvo la 

fracción liposoluble y se repitió el proceso, juntándose las dos fracciones orgánicas. A 

continuación se evaporó el disolvente en un concentrador de muestras y se redisolvió el 

residuo seco en 200 µl de metanol, de los cuales se inyectaron 40 µl en el 

cromatógrafo. 

Los patrones se procesaron de la misma forma que las muestras, sustituyendo el 

plasma por 200 µl de una solución de tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 y añadiendo 50 µl 

de la mezcla diluida de las vitaminas A y E, 50 µl de patrón interno Vitamina A acetato, 

150 µl de etanol y 200 µl de metanol. El proceso se continuó con la extracción con 

hexano, evaporación y resuspensión, del mismo modo que las muestras. 

 El proceso cromatográfico se llevó a cabo en fase inversa, utilizando como fase 

móvil una mezcla de metanol/agua 97,5/2,5 (v/v) a un flujo constante de 2,0 mLmin-1. La 

detección se realizó espectrofotométricamente a 294 nm para la detección de α-

tocoferol con un tiempo de retención de 4,5 min. La detección de Vitamina A se realiza 

a 325 nm de longitud de onda y el tiempo de retención es de  6 min. La duración total 

del cromatograma fue de 7 minutos. 

Cuantificación  

Para la cuantificación del α-tocoferol en las muestras, el día del análisis se midió 

la absorbancia de la mezcla diluida de las vitaminas A y E utilizada en la valoración, a 

las longitudes de onda de 325 nm y 294 nm respectivamente. La concentración de 

dichas soluciones se determinó espectrofotométricamente a partir de su coeficiente de 

extinción en etanol (ε1%
1cm vit E=71 a 294 nm, ε1%

1cm  vit A=1.835 a 325 nm y 1.006 a 

294 nm). 

Las concentraciones de las Vitaminas E y A en las muestras, se calcularon 

mediante el método del patrón interno, utilizando la relación de las áreas de los picos de 

detección del analito y el patrón interno, y la concentración calculada de acuerdo a los 

patrones externos. Los resultados se expresaron en µg.d L-1. 
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ANEXO VII 
Técnica para medir  sustancias que reaccionan con el ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) en el extracto acuoso y en el aceite recalentado. 

La determinación se llevó a cabo siguiendo el método descrito por Wong y 

colaboradores165. Este método se basa en la cuantificación espectrofotométrica por 

HPLC de los complejos MDA-TBA formados como consecuencia de la reacción del 

malondíaldehído (MDA) con el ácido tiobarbitúrico (TBA). Los hidroperóxidos contenidos 

en las muestras se hidrolizaron por calentamiento en ácido fosfórico diluido a 90º C, 

para que uno de los productos de esta hidrólisis, el MDA, reaccionara con el TBA y 

formara complejos MDA(TBA)2 posteriormente cuantificables. Para ello se mezclaron 50 

µL de muestra con 750 µL de ácido fosfórico diluido (0,44 M). Se agitó con vortex y 

posteriormente se añadieron 450 µL de agua destilada y 250 µL de TBA (4,2 mM).  

Se prepararon patrones de concentraciones conocidas de  tetraetoxypropano 

(TEP) que fueron sometidas al mismo tratamiento que las muestras. Así se logró 

obtener una curva patrón para el cálculo deseado.  

El análisis del contenido en MDA en las muestras se realizó utilizando la 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) (Beckman) con una columna de octadecil 

silica gel C-18, para separar el complejo MDA-TBA del resto. El complejo MDA-TBA es 

detectado a 532 nm y abandona la columna con fase móvil metanol-tampón fosfato 

(mezcla 4:6, V:V). Los resultados se calcularon interpolando en la curva patrón y se 

expresaron en µmol/L de MDA. 
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ANEXO VIII 

Procedimiento en la técnica citogenética 

Se tomaron 5 mL de sangre por pacientes  y se dejaron sedimentar a 37 ºC por 

más de una hora. Para los cultivos se utilizó Medio de Cultivo RPMI 1640 suplementado 

con glutamina al 1% y fitohemaglutinina (FHA), sin la adición de suero exógeno, 

utilizando plasma del propio paciente (Todos los reactivos son de SIGMA y Gibco). Por 

cada individuo se montaron dos cultivos, los que se detuvieron a las 68 horas con la 

adición de colcemid al 0,04%. El tratamiento posterior es el que se emplea 

habitualmente en este tipo de ensayo.  Para la identificación de las rupturas 

cromosómicas se  realizó tinción oscura con Giemsa, sin bandeo. Se contaron 100 

metafases por pacientes, usando 5 láminas para ello, de manera que en cada lámina 

solo se contaban 20 metafases según se recomienda en este tipo de estudio75,76.  

Para el estudio citogenético en los cultivos de células a las que se le adicionó 

extractos de aceites, se cultivaron en cada una de las condiciones experimentales 2,5 x 

106  linfocitos diluidos en 5 mL de medio M199 suplementados con 20% de suero 

bovino fetal, 10,000 U.mL-1 de Penicilina-Estreptomicina (Life Technologies) y 50 µg.mL-

1 de fungizona (todos son de la firma Life Technologies). Los linfocitos fueron  

estimulados con 1 µg.mL-1 fitohemaglutinina. El cultivo se realizó en frascos estériles 

(60 mL) durante 68 horas y en una estufa a 37 ºC con atmósfera de 5% de CO2. 

Preparación de las extensiones155 

A las 72 horas del inicio del cultivo de linfocitos, se añadió colchicina (1-2 µg ml-1) 

(Roche) para detener las diferentes mitosis en metafase, se agitó suavemente y se 

incubó durante 30 minutos. 
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Transcurrido este tiempo, se realizó la fijación de linfocitos, transfiriendo el 

contenido del frasco de cultivo a un tubo de centrifuga que se centrifugó a 1200 rpm 

durante 10 minutos. Se retiró el sobrenadante y se añadió 5 mL de una solución 

hipotónica de KCl 75 mM que se dejó actuar durante 5 minutos y tras los cuales se 

volvió a centrifugar en las mismas condiciones. Se retiró el sobrenadante y los linfocitos 

se fijaron añadiendo al tubo 5 mL de una solución metanol: acido acético glacial (3:1) 

que se preparó en el momento y se guardó en el congelador durante su utilización. Se 

dejó que el fijador actuase durante 5 minutos y se volvió a centrifugar a 1200 rpm 

durante 5 minutos. Se retiró el sobrenadante y la fijación se volvió a repetir dos veces 

más. 

Tras la última centrifugación, se retiró el sobrenadante y se añadió a los linfocitos 

7-8 mL de fijador. Se tapó el tubo y se dejó hasta el otro día en refrigeración. El día de 

la extensión se centrifugó a 1 500 rpm durante 10 minutos, se retiró el sobrenadante y 

se dejó las células suspendidas en 1-2 mL de fijador, quedando las células preparadas 

para la extensión. Los porta objetos sobre los que se extienden las células  

permanecieron en una cubeta con metanol y a 2-4º C desde la tarde-noche previa a su 

utilización. Las láminas se sacaron del metanol y se pasaron por una cubeta de agua 

hasta que se formó una monocapa sobre la que se realizó la extensión dejando caer 3-

4 gotas de la suspensión de células desde una distancia sobre el porta de entre 10-15 

cm seguidas de otras 3-4 gotas de fijador. Posteriormente se dejó escurrir el porta en el 

papel de filtro y se volvieron a añadir otras 3-4 gotas de fijador. Las preparaciones se 

colocaron en un baño a 40º C para secarlas completamente y posteriormente se 

introdujeron en una estufa a 80º C para su envejecimiento. Por último y para su 

visualización al microscopio se tiñeron con colorante Giensa (Sigma) durante 10 

minutos. 
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ANEXO IX 
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de células representando las 5 escalas en la evaluación del daño al ADN.  
sual de  un microscopio óptico con un objetivo de 40 que  enfoca láminas de          
e observan células con diferentes tipos de daño. Panel  I al  III. 
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ANEXO X 
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ANEXO XI 
 
 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura  8. Microfotografías de metafases de células linfoides que corresponden a 
mujeres embarazadas diabéticas donde se muestran rupturas de tipo cromatídica. 
Campos visuales de  un microscopio óptico con un objetivo de 40.  
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ANEXO XII 
 

A B 

Panel A y B: Microfotografías de metafases de células linfoides incubadas con 25 µL y 50 µL de 
agua destilada, respectivamente. 

C D

Panel C y D: Microfotografías de metafases de células linfoides incubadas con 25 µL y 50 µL  
respectivamente de la fase acuosa de aceite sin calentar. No se observan rupturas.  

 

 

Figura 11.1 (Paneles A-D): Microfotografías de metafases de células linfoides sin
rupturas cromosómicas. Campos visuales de  un microscopio óptico con un objetivo de 100. 
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ANEXO XII 
 

F
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Panel E y F: Microfotografías de metafases de células linfoides incubadas con una concentración de 0,75x10 -4  m
de MDA. En el panel E se observan  3  rupturas en  cromosomas  del  grupo  A, B  y C. En el panel  F  en cromátida  larga  
de  un  cromosoma del grupo  B. 

M 

G 
 H
 
 
 
 
 
 
 
 

Panel G, H: Microfotografías de metafases de células linfoides incubadas con una concentración de 1,5x10-4 mM
que presentan ambos una rotura en una cromátida larga de un cromosoma del grupo A. 

 
 
  
 

J 
 

I 

 

Panel  I :  Microfotografías de metafases de células linfoides incubadas con una concentración de 1,5x10-4 mM de MDA que  
 Presenta  una ruptura en cromátida  larga de un cromosoma  del grupo  E. 
Panel J: Microfotografías de metafases de células linfoides incubadas con una concentración de  1,5x10-4 mM de MDA con  
 ruptura  en cromosoma del grupo C. 
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Figura 11.2. (Paneles E-J): Microfotografías de metafases de células linfoides que muestran  rupturas
cromosómicas. Campos visuales de  un microscopio óptico con un objetivo de 100. 
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