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RESUMEN

Introduccién: en modelos experimentales se han obtenido resultados
prometedores con el empleo de suplementos antioxidantes en la prevencién de la
embriopatia diabética. Sin embargo, no siempre el beneficio es claro y queda por
aclarar el mecanismo que subyace en esos resultados.

Objetivo: evaluar el efecto de la suplementacion nutricional con Vitamina E
durante la gestacion en la descendencia de ratas diabéticas.

Materiales y Métodos: se emplearon ratas con diabetes inducida por
estreptozotocina y ratas sanas como controles. Durante la gestacion, un grupo de
ratas diabéticas y uno de controles recibieron 150 mg/kg/dia de vitamina E y los
otros grupos el vehiculo, hasta el dia 11,5 en el que se practicé eutanasia. Se
realiz6 el analisis morfologico de la descendencia y la determinacion del contenido
de ADN, proteinas y marcadores de estrés oxidativo en embriones. Para el andalisis
estadistico se emplearon pruebas no parameétricas y las diferencias se consideraron
significativas con p < 0,05.

Resultados: en las ratas diabéticas tratadas con Vitamina E se observé menor
ndmero de reabsorciones y los embriones tuvieron mayor talla, asi como, menor
retraso del desarrollo, severidad de las malformaciones y contenido de marcadores
de dafio oxidativo a proteinas y lipidos.

Conclusiones: la suplementaciéon nutricional con Vitamina E durante la gestacion
en ratas diabéticas disminuyé las pérdidas del producto de la concepciéon y
favorecio el crecimiento y desarrollo de los embriones con menor dafio oxidativo a
biomoléculas que pudieran sugerir un efecto antioxidante beneficioso de esta
vitamina.

Palabras clave: embriopatia diabética, estrés oxidativo, vitamina E.

ABSTRACT

Introduction: experimental models have obtained good results with the
supplementation of antioxidants in the prevention of the diabetic embryopathy.
However, not always the effect is beneficial and the mechanism of these results is
unclear. T

Objective: was to evaluate the effect of nutritional supplementation with vitamin E
during gestation on offspring of diabetic rats.

Materials and Methods: we used wistar rats with diabetes induced by
streptozotocin and health rats like controls. During gestation, one group of diabetic
rats and one group of controls received vitamin E 150mg/kg/day, and the others
group the vehicle. Euthanasia was practiced at 11,5 day of pregnancy and we study
the morphology of the products, DNA, proteins and oxidative stress markers in
embryos. The statistic analyze was performed with non parametric tests and the
significant differences were considered with p< 0, 05.

Results: in diabetic rats with vitamin E the embryos were higher and decreased the
number of resorptions, the developmental impairment and the content of oxidative
damage markers to lipids and proteins in the embryos.

Conclusions: nutritional supplementation with vitamin E during gestation in
diabetic rats decreased the loss of the conception products, increased the growth
and development of the embryos with decreased oxidative damage to biomolecules
that will be suggest a beneficial antioxidant effect of the vitamin.

Key words: diabetic embryopathy, oxidative stress, vitamin E.
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INTRODUCCION

Las malformaciones congénitas producidas por la diabetes materna constituyen un
sindrome conocido como «embriopatia diabética».' Los defectos se asocian a la
diabetes pregestacional, tipo 1 6 2, ya que la diabetes gestacional aparece posterior
al periodo de organogénesis.? Su patogénesis no esta totalmente esclarecida pero
la hiperglicemia parece ser el estimulo intrauterino mas importante, favoreciendo la
produccion de radicales libres y otras condiciones adversas para la implantacion y el
desarrollo embrionario y fetal.®

Diferentes modelos experimentales de diabetes y prefiez han puesto de manifiesto
gue la administracién de antioxidantes, tanto in vitro *’ como in vivo, &
disminuye la dismorfogénesis embrio-fetal. Entre los antioxidantes mas empleados
se encuentra la Vitamina E, que como a-tocoferol constituye la forma mas
abundante en el cuerpo humano. Su accién antioxidante se centra en interferir la
reaccion en cadena de la peroxidacion de los lipidos de membrana en situaciones de
estrés oxidativo.15 Ademas, se ha propuesto como un regulador de la expresion de
genes y la sefializacién celular.*®

La concentracion de &-tocoferol se ha visto incrementada por dosis dependiente en
el higado de fetos de ratas suplementadas durante la gestacion;*® la administracion
por via oral a la madre pudiera ser una buena manera de incrementar las
concentraciones en el embrién-feto.*

En la mayoria de los estudios experimentales de embriopatia diabética en los que
se ha empleado la Vitamina E, se han obtenido efectos favorables.®*® A pesar de lo
prometedor de estos resultados los autores sugieren que es necesario continuar las
investigaciones en este campo. La combinacién de Vitamina E con otros
antioxidantes, como vitamina C13 y acido félico,14 no ha mostrado efectos
sinérgicos o aditivos beneficiosos. También se ha demostrado que altas dosis
pudieran provocar efectos adversos en embriones de ratas no diabéticas1l, 17 e
incremento de las reabsorciones,17 quizas por efecto pro-oxidante y alteraciones
en los mecanismos apoptoéticos.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la suplementacion
nutricional con Vitamina E durante la gestaciéon de ratas diabéticas sobre el
crecimiento y desarrollo de su descendencia.

MATERIAL Y METODOS

Se indujo Diabetes Mellitus en ratas Wistar hembras fértiles y virgenes, con peso de
200=+20g, por inyeccidén intraperitoneal de estreptozotocina (Applichem) 65 mg/kg
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en 200ulL de buffer citrato 0.1M pH 4,7.'® A los 5 dias, se diagnosticé la diabetes
por niveles de glicemia superiores a 11,1mM,19 mediante glucémetro Bayer y en
sangre extraida de la cola. Las ratas fueron apareadas con machos sanos de la
misma cepa y se diagnostico la gestacion por la presencia de espermatozoides en el
lavado vaginal. 8 Se formaron aleatoriamente dos grupos: DE que recibié Vitamina
E (acetato de a-tocoferol) 150mg/kg/dia8 en 1ml de NaCl 0,9%, y DV que recibi6
diariamente el vehiculo. Se utilizaron dos grupos control de ratas sanas prefadas,
CE y CV, que recibieron la Vitamina E y el vehiculo respectivamente. Los
preparados se administraron por sonda esofagica8 y se determiné la glicemia los
dias cero, seis y 11 de la gestacion.

Los animales se mantuvieron con ciclos constantes de 12 horas luz/oscuridad,
temperatura de 21-23°C, ventilacion continua, libre acceso a agua corriente y
alimentacién con pienso granulado a libre demanda.? El dia 11,5 de la gestacion se
practico eutanasia por desangrado bajo anestesia®® (tiopental s6dico 50-60mg/kg y
puncién de la vena cava inferior).

Variables morfoldgicas 8,21 por observacion bajo estereoscopio (aumento 20x y
40x) y microscopio 6ptico (Partec aumento 40x): total de reabsorciones (saco
gestacional sin embrién o con un tejido desorganizado); en embriones: total, talla
(longitud coronilla-rabadilla en mm mediante cinta métrica); total de somitas
(indicador de diferenciacién), clasificacién: normal (cierre total del tubo neural,
vesiculas cerebrales, Opticas y 6ticas, esbozos de las extremidades anteriores,
corazén en asa y plegamiento total); retrasado (apertura pequefia del poro
posterior del tubo neural, que en este momento puede representar un retraso del
desarrollo); malformado (no cumplié con la morfologia esperada). (Figura 1).

A B c

Figura 1. A: embrign dentro del amnios; B: reabsorcion; C: embrian
completamente normal con sy placenta; D embridn retrasado, con apertura
posterior pequefia del tubo neural; E: embrion malformado, con apertura posterior
amplia del tubo neural ¥ microcefalia; F: embrign severamente malformado. Fotos
tomadas con camara digital Canon (B-F microscopio dptico 40x).

179
http://scielo.sld.cu



Revista Habanera de Ciencias Médicas 2012:12(2)176-186

Variables bioquimicas: en muestras formadas por pool de homogeneizadol4 de
cinco embriones en buffer Na2HPO4-KH2PO 4 0.1M EDTA 0.1mM pH 7.8,
500ul/embrién, en ultrasonido con agua helada por 5 segundos22 (40kHz, 150W).
En los grupos DE y DV se prepararon 4 muestras: malformados, retrasados,
normales de ratas que tuvieron malformados o retrasados, normales de ratas que
no tuvieron malformados ni retrasados. De cada grupo control se preparé una
muestra de embriones normales. Se determiné el contenido de: proteinas23 y ADN,
24 como indicadores de crecimiento, malonildialdehido (MDA)25 y productos
avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP),26 como marcadores de dafio
oxidativo a proteinas y lipidos, respectivamente.

Consideraciones éticas: los animales fueron obtenidos del Centro Nacional de
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB). Este trabajo forma parte de un
proyecto ramal del Ministerio de Salud Publica, aprobado por el Ministerio de
Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente.

Procesamiento estadistico: programa INFOSTAT y paquete Estatistica 8. Como las
variables no siguieron una distribucion normal, se emplearon las pruebas no
paramétricas Kruskal Wallis y U de Mann-Withney. Los datos se reportan como
valores de la media y porcientos. Las diferencias se consideraron significativas con
valores de p < 0,05.

RESULTADOS los grupos de estudio quedaron formados por 15 ratas cada uno. La
glicemia promedio fue significativamente superior en las ratas diabéticas
(p=0.0000), correspondiendo con una hiperglicemia severa (DV=22,4mM
DE=22,3mM). El grupo DV presenté casi el doble de reabsorciones y una
disminucién significativa del nUmero de embriones con respecto a los grupos CV y
DE; este ultimo con valores similares a los encontrados en los controles. (Tabla 1).
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Tahbla 1. Caracteristicas de la descendencia

Grupo | P =]a] Embriones

(%) Total Clasificados | R {3 | MFC (%) | Talla mm {n} Somitas {n)
(%]

Dv 189 | 71* 88T 26 375 15t 2,0' (54) 23,07 (B4)
(44,73 | (55,3} (43,00 | (17,40

DE 167 | 33 134 131 18 ES 3,17 (128) 23,57 (128]
(19,8) | (80,2} (13,7} | (6,9}

Cw 178 | 37 141 137 7 1(0,7) 3,4 (136) 25,3 (136)
(20,8) | (79,2) (5,1)

CE 162 | 32 130 128 3 1(0,8) 3,5 (124) 26,4 (124)
(19,8} | (80,2} (2,3)

Tota! GE5 | 173 43 482 85 26

DY diabéticas wehiculo; DE: diabéticas witamina E; C%: control wehiculo: CE: control
Yitamina E; P: productos, Rb: reabsorciones; R: retrasados; MFC: malformados, 9% Rboy
total de embriones en base al total de productos, % de R y MFC en base a embriones
clasificados. U Mann-Whitney: *con DE p=0,0264 T con C p=0,0099 con DE p=0,0329 §
con CY p=0,0408 'con CY% p=0,0000 con DE p=0.0109 "' con C% p=0,0000 © con CY
p=0,0000

Frruskal Wallis p=0,0110

Los embriones retrasados fueron superiores en el grupo DV al compararlo con los
controles y el DE superior al CE pero similar al CV. Los dos grupos de ratas
diabéticas presentaron mayor niumero de malformaciones que los controles, sin
diferencias entre ellos. (Tabla 1).

Los embriones de ratas diabéticas tuvieron menor talla y nimero de somitas que
los controles, y los del grupo DV menor talla que los del DE (Tabla 1). Los
malformados fueron los de menor valor de estas variables (p<0,05) y los
retrasados del DV presentaron menor talla y somitas que los normales (p<0,05),
mientras que los del DE presentaron menor talla (p<0,05) pero similar nimero de
somitas que los normales.

La mayor parte de las malformaciones encontradas se relacionaron con defectos del
cierre del tubo neural. En el grupo DV se encontraron defectos de rotacién y poca
delimitacion de los somitas, que no fueron observados en el DE (Figura 1; Tabla 2).
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Tahla 2. Clasificacian de los embriones malformados

Malfarmaciones Grupos

DE |Dv |cE |c | 1otal

W

Apertura posterior amplia del tubo neural, 4 B 1 11
Apertura  posterior amplia del tubo neural vy | 4 3
microcefalia,
Apertura anterior v posterior amplia del tuba neural | 1 2 3
con microcefalia,
Apertura  anterior, posterior amplia vy dorsal del 4 4
tubo  neural, microcefalia, malrotacidn ¥ poca
delimitacion de los somitas.
Microcefalia 1 1
Total = 1% 1 1 26

D%: diabéticas wvehiculo;, DE: diabéticas witamina E; C%: control wvehiculo;, CE: control

Yitamina E.

Los embriones de ratas diabéticas presentaron similar contenido de ADN y
proteinas y menor que los controles. La relacion PAOP/proteinas fue mayor en el DV
y similar en el resto de los grupos. El contenido de MDA fue superior en DV al
compararlo con DE y los mayores niveles se observaron en CV, siendo esta la Unica
variable que mostré diferencias entre los grupos controles. (Figura 2).

4.00
3.50
3.00
5
2 250 B mov
< mODE
e 2.00
S mcv
S 150
bt OCE
1.00
o JT ._ﬁ
oo | I | | Ml
ADN Proteinas pPaOP PADP/Proteinas MDA
(ue/ul)  (mg/mil) (M) (M)

Figura 2. Concentraciones promedio de marcadores bioguimicos analizados en los
embriones, DY: diabéticas vehiculo; DE: diabéticas vitamina E;
CY%: control wehiculo; CE: contral Yitamina E.
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DISCUSION

Los resultados del presente trabajo coinciden con los obtenidos en otras
investigaciones en las que la administracion de Vitamina E a ratas diabéticas
durante la gestaciéon disminuyé las reabsorciones,13,14 (lo que equivale a los
abortos en el humano), *° los retrasos del crecimiento y desarrollo, 8°*?** asi como
el contenido de proteinas y lipidos oxidados en los embriones.**** Aunque no se
produjo una disminucion del nimero de malformaciones, como se muestra en otros
estudios, 8-14 la severidad fue menor cuando se empleé la Vitamina E.

En las ratas diabéticas el incremento de las reabsorciones, asi como la menor talla
y contenido de ADN y proteinas de los embriones, *82*?? evidencian el efecto
negativo de la diabetes materna sobre la descendencia. Las malformaciones mas
frecuentes son los defectos de cierre del tubo neural,3 coincidiendo con lo
observado en este estudio.

En modelos animales existen evidencias de que la exposicién del ovocito
preovulatorio al ambiente diabético puede influir en la expresién de genes
involucrados en la organogénesis adecuada, tanto del embrién como de la placenta,
antes de que estos genes puedan ser inducidos. La apoptosis de un namero
limitado de células del blastocisto puede producir retardo del crecimiento, pero la
eliminacién de una masa celular mayor pudiera conducir a fallos en la implantacién
o pérdida de embriones completos.*

Los mecanismos anteriores también pudieran explicar la disminucion de la fertilidad
asociada a la diabetes,1 que no fue observada en este estudio dada la similitud en
el nimero de productos de la gestacidon encontrados en todos los grupos. Este
resultado pudiera deberse a que la fertilidad comienza a disminuir a partir de la
segunda semana de diagnosticada la diabetes en las ratas,27 y so6lo se incluyeron
en el estudio las que se prefiaron en las primeras tres semanas de apareamiento.

Adicionalmente, existe una asociacion entre el estrés oxidativo y las
malformaciones congénitas vinculadas a la diabetes materna. El exceso de glucosa
que entra a los tejidos embrionarios durante la organogénesis incrementa la
produccion de superoxido por las mitocondrias,28 que no puede ser contrarrestado
por los sistemas de defensa antioxidante aun inmaduros.29 A su vez, el exceso de
especies reactivas del oxigeno puede influir de forma trascendental en el desarrollo
embrio-fetal.

Uno de los mecanismos propuestos para explicar los defectos de cierre del tubo
neural asociados a la diabetes considera que el exceso de especies reactivas del
oxigeno en los embriones estimula la actividad de la proteina quinasa dependiente
de AMP (AMPK). De alguna forma aun no esclarecida, AMPK inhibe la expresiéon de
PAX 3, un importante gen para la regulacion de la expresién de otros genes que
dirigen la morfogénesis.*° Esta inhibicion estimula la actividad de p53, la cual es
marcada con ubiquitina y degradada en presencia de Pax 3.3! Lo anterior conduce a
un incremento de la apoptosis de las células de las crestas neurales, con
alteracg%r;es en los procesos en que participan, como el cierre adecuado del tubo
neural.?%3*

183
http://scielo.sld.cu



Revista Habanera de Ciencias Médicas 2012:12(2)176-186

Una posible explicacion a los resultados obtenidos en cuanto a las malformaciones
pudiera ser que en estos modelos la apertura posterior pequefia del tubo neural es
considerada en unos casos como una malformacion®®10-121418.22 y an otros como un
retraso del desarrollo.21 Siguiendo estos criterios, los embriones con este defecto
son clasificados como malformados o normales. En el presente estudio fueron
clasificados como un grupo independiente, en el cual se observé también un retraso
en el crecimiento (menor talla que los embriones normales) y en el caso del DV
también en la diferenciacién (menor niumero de somitas que los normales). Su
ndamero menor en el grupo tratado con Vitamina E, con un nidmero de somitas
similar al de los embriones normales evidencia el efecto favorable de la vitamina en
el desarrollo embrionario.

De haberse clasificado los embriones retrasados como malformados es probable
que se hubiese observado una disminucion del nidmero de malformaciones con el
empleo de la Vitamina E. Ademas, al menos parte de las reabsorciones pudieran
deberse a la muerte de embriones con malformaciones severas, ya que estos
defectos pueden resultar de un mecanismo comudn.**

CONCLUSIONES

La administracidon de Vitamina E a ratas diabéticas y sanas durante la gestacion no
tuvo efectos perjudiciales en la descendencia. En las ratas diabéticas disminuyd las
pérdidas del producto de la concepcién y favorecio el crecimiento y desarrollo de los
embriones con menor dafo oxidativo a biomoléculas, sugiriendo un efecto
antioxidante beneficioso de esta vitamina.

Basado en estos resultados y en los estudios previos, el empleo de antioxidantes
parece ser beneficioso pero no suficiente para prevenir la embriopatia diabética. Es
probable que sea necesaria la combinacién con otros compuestos para bloquear los
mecanismos implicados en la teratogénesis diabética.
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