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RESUMEN

Introduccién: El manejo del estrés oxidativo en la embarazada diabética podria
ser beneficioso en la prevencién de complicaciones como las malformaciones
congénitas. Sin embargo, no existe un consenso en cuanto a la pertinencia de
aplicar terapias antioxidantes previamente o durante la gestacién. La ambigliedad
de algunos resultados en cuanto al dafo real sobre las biomoléculas pudiera ser la
causa de tal desacuerdo. El estudio tuvo como objetivos evaluar el estado de
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marcadores de dafio oxidativo a biomoléculas y de defensa antioxidante en
embarazadas diabéticas, asi como analizar la influencia del tipo diabetes en el
estado REDOX durante la gestacion.

Métodos: Se estudiaron 32 embarazadas diabéticas (15 con diabetes
pregestacional y 17 gestacional) y 27 sanas, con un tiempo de gestacién promedio
superior a 20 semanas. Los marcadores se evaluaron por técnicas
espectrofotométricas y cromatografia liquida de alta presion.

Resultados: se pudo asegurar dano oxidativo al material genético y a proteinas,
unido a una disminucion también significativa de las defensas antioxidantes
mediadas por el glutatién reducido en las embarazadas con diabetes
pregestacional. Los niveles de nitratos y nitritos no mostraron diferencias entre los
grupos.

Conclusiones: los resultados permiten asegurar una vez mas que las mujeres con
diabetes pregestacional presentan un estado de estrés oxidativo que deteriora las
defensas antioxidantes y no logra contrarrestar el dafio oxidativo a biomoléculas.

Palabras clave: Diabetes pregestacional, diabetes gestacional, malformaciones
congénitas, estrés oxidativo.

ABSTRACT

Introduction: The management of oxidative stress in diabetic pregnants could be
beneficial to prevent complications like the congenital malformations. However,
there is not a consensus as regards the relevance of applying antioxidant therapies
before or during pregnancy. The ambiguity of some results as regard the real
damage on biomolecules could be the cause of such disagreement. The aims of
present study were to assess the state of the markers of oxidative damage to
biomolecules and the antioxidant defence in diabetic pregnants, as well as to
analyze the influence of the type of diabetes on the REDOX state during pregnancy.
Methods: Thirty two diabetic pregnants (15 with pregestational diabetes and 17
with gestational diabetes) and 27 healthy pregnants with an average pregnant time
higher than 20 weeks. Markers were assessed using spectrophotometry and high-
performance liquid chromatography techniques.

Results: There was oxidative damage to genetic material and proteins together
with a decrease also significant in antioxidant defenses mediated by the reduced
glutathione in pregestational diabetic pregnants. The nitrates and nitrites levels
were not different among groups.

Conclusions: Results allowed us to make sure that women with pregestional
diabetes had a oxidative stress state deteriorating the antioxidant defenses and not
counteract the oxidative damage to biomolecules.

Key words: Pregestational diabetes, gestational diabetes, congenital
malformations, oxidative stress.

INTRODUCCION
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El adecuado control metabdlico y los cuidados preconcepcionales de la embarazada
diabética han reducido la mayoria de las complicaciones que estas presentan. Sin
embargo, la aparicion de malformaciones congénitas (MC) en la descendencia
continla siendo elevada, con una prevalencia del 8-12 %, 3-5 veces mayor que en
las embarazadas sanas.’

Se ha sugerido que las principales complicaciones de la diabetes mellitus (DM), en
las que se incluyen las MC, pueden tener mecanismos etioldgicos comunes entre los
que se ha implicado el estrés oxidativo (EOx).** El ambiente hiperglucémico e
hiperlipémico que rodea al embrién genera sustancias oxidantes con alta capacidad
para dafiar la estructura de las biomoléculas y alterar las funciones en que ellas
participan. Dichas sustancias pudieran provocar cambios en eventos de sefializacion
cruciales durante determinados periodos del desarrollo, afectar la expresion de
genes relacionados con la morfogénesis y producir dafio estructural del material
genético, mecanismos que han sido implicados en la embriopatia diabética.*

Por lo anterior, mantener un balance adecuado del estatus REDOX tanto antes
como durante el embarazo puede ser crucial para lograr una adecuada salud de la
madre diabética y su hijo. Aunque tedricamente estos pueden ser aspectos muy
bien comprendidos, no existe un consenso en cuanto a los eventos fisiopatoldgicos
que vinculan los eventos adversos de la gestacion diabética y el estado REDOX.

El presente estudio tuvo como objetivos evaluar el estado de marcadores de dafio
oxidativo a biomoléculas y de defensa antioxidante en embarazadas diabéticas, asi
como analizar la influencia del tipo diabetes en el estado REDOX durante la
gestacion.

METODOS
Disefo general del estudio

Es un estudio transversal descriptivo, donde participaron 32 embarazadas
diabéticas (grupo D) y 27 gestantes sanas que formaron el grupo control (grupo C).
Todas las participantes cumplieron los criterios de inclusion y exclusion. Entre las
del grupo D se encontraron 15 pacientes que padecian DM previo a la gestacién
(DPG) y 17 con diabetes gestacional (DG). Las edades (entre 25 y 29,7 afos el
promedio por grupos) y tiempo de gestacion promedio (entre 25 y 33,3 semanas)
fueron muy similares en todos los grupos, con un predominio del segundo a inicios
del tercer trimestre de la gestacion.

Los casos fueron tomados del laboratorio clinico y salas de los hospitales maternos
"Ramén Gonzalez Coro" y "Eusebio Hernandez" de Ciudad de La Habana durante el
ano 2007. Se tomd una muestra de sangre en el momento de la incorporacién al
estudio, que se hizo coincidir con la extraida para los analisis de control y
evaluacion del embarazo. Se tomd 1 mL para extraccion de ADN y determinacién
de bases oxidadas y el resto se centrifugd para extraer el plasma, el cual fue
conservado en alicuotas a -20 °C hasta su estudio.

Criterios de inclusion: embarazadas con diagndstico de DM antes o durante el
embarazo y embarazadas sin antecedentes de enfermedades croénicas o de ser
portadora de alguna MC que fueron consideradas sanas. La edad maxima fue de 40
afnos, no hubo limites en la edad gestacional y en todos los casos se recogio el
consentimiento por escrito de participar en el estudio.
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Criterios de exclusién: antecedentes de alguna enfermedad crénica no asociada a la
DM o de MC, presentar habitos téxicos o haber ingerido algin medicamento no
relacionado con el tratamiento de la DM en los tres meses previos al inicio de la
gestacion.

Determinaciones realizadas

En linfocitos de sangre periférica: dafio oxidativo al ADN estimado por los niveles de
8-hidroxi-2 "-desoxiguanosina (8-OxodG) por cromatografia liquida de alta
presion.>”’

En plasma (por técnicas espectrofotométricas):

Dafio oxidativo a lipidos y proteinas por concentracion de malonildialdehido (MDA)?®
y productos avanzados de oxidacién de proteinas (PAOP).°

Capacidad de defensa antioxidante por concentracién de glutation reducido
(GSH)°, actividad de las enzima superdxido dismutasa (SOD)!! y catalasa (CAT).?

Disponibilidad de 6xido nitrico (NO') medida por concentracion de nitratos
convertidos en nitritos (NO3;+NO-™ ) por la accién de la enzima nitrato reductasa.?

Procesamiento estadistico

Los resultados se reportan como valores de la media de los grupos y la desviacion
estandar. Se utilizaron para las comparaciones las pruebas no paramétricas
Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney para muestras que no siguen una distribucion
normal. Se considerd significativa la diferencia si p<0,05.

Consideraciones éticas

Se siguieron las orientaciones de la Declaracion de Helsinki, en virtud de lo cual se
recogid el consentimiento informado por escrito mediante una planilla entregada
con tiempo para su andlisis y en la que constaba la explicacion de los objetivos de
la investigacion. En ningln caso se manejé el nombre de las pacientes. En todos los
casos las extracciones se realizaron segun lo establecido, por el personal capacitado
y autorizado de cada entidad.

RESULTADOS

El indicador de dafio oxidativo al ADN, 8-OxodG, mostré un incremento significativo
en las embarazadas diabéticas en general, a expensas del grupo DPG (Fig. 1).
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Fig. 1. Niveles de 8 -oxo-2 "-desoxiguanosina (-8-0xo0dG).

Un resultado similar se observé en cuanto a los niveles de proteinas oxidadas
medidos por las concentraciones de PAOP (Fig. 2).
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Fig. 2. Miveles de productos avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP).
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Sin embargo, las concentraciones de MDA, marcador de dafio oxidativo a lipidos,
resultaron significativamente inferiores en todos los grupos de embarazadas
diabéticas con respecto a los controles (Fig. 3).
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Fig. 3. Niveles de malondialdehido (MDA).

El analisis de los indicadores de defensa antioxidante evidencio que las
concentraciones de GSH fueron inferiores en el grupo D, especialmente en el grupo
DPG, con diferencias significativas con relacion al grupo C (Fig. 4).
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Fig. 4. Niveles de glutation reducido (GSH).

En el caso de las enzimas antioxidantes SOD y CAT, las actividades fueron muy
similares en todos los grupos. Los resultados de las concentraciones de NO3 +NO;"
mostraron un ligero incremento en los grupos D y DPG pero sin diferencias
estadisticamente significativas con relacion al grupo C (tabla).

Tabla. Indicadores de capacidad antioxidante que no mostraron diferencias significativas
en los grupos estudiados

C D DFG DG
variables % (DS) % (DS} % (DS) % (DS)
SOD (U/mL/miny | 13,21 (4,95) | 10,71 (4.39) | 10,50 (5,28) 10,84 (4,04)
CAT (U/L/s) 69,63 (28,00) | 69,62 (33,74) | 70,27 (35,13) | 69,04 (33,54)

MOz™ +MO2™ (UMY | 85,00 (44,31 | 96,81 (57,09} | 112,24 (42,503 | 84,47 (66,12)

C: Control. D: Diabéticas, DPG: Diabetes pregestacional. DG: Diabetes gestacional,
#: media, D5 desviacidn estandar.

DISCUSION

El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre
diferentes biomoléculas. Entre las alteraciones que se pueden producir por
oxidacion del ADN se encuentran: la modificaciéon o pérdida de bases nitrogenadas,
el dafio a la desoxirribosa y la rotura de bandas. Sus consecuencias incluyen: la
aparicion de mutaciones, la activacion de oncogenes, la inactivacién de genes
supresores tumorales y la formacion de uniones cruzadas ADN-ADN o ADN-
proteinas.'*
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Entre las bases nitrogenadas mas frecuentemente afectadas por oxidacion se
encuentra la guanina, lo cual puede evaluarse por la identificacion del producto 8-
OxodG." En el presente estudio, los niveles de este indicador se encontraron
incrementados en las embarazadas diabéticas, a expensas de las que padecen
diabetes pregestacional. Estos resultados concuerdan con lo reportado de que
moléculas como el ADN deben experimentar mayor dafio en el paciente diabético,
el cual se correlaciona con el tiempo de evolucién de la enfermedad.®

Como consecuencia de la oxidacion de las proteinas se incrementa su catabolismo,
se dafa su estructura primaria y se producen entrecruzamientos y
fragmentaciones, todo lo cual interfiere con sus funciones bioldgicas.® En esta
investigacion se han encontrado evidencias de dafio oxidativo a estas biomoléculas
en las embarazadas diabéticas en general, a expensas del grupo DPG, con un
incremento significativo desde el punto de vista estadistico con relacién a las sanas.
Estos resultados estan en concordancia con los encontrados por otros autores.'”

El dafio oxidativo a los lipidos se produce fundamentalmente sobre los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas, a través de un proceso que se conoce
como peroxidacién lipidica. Como consecuencia se generan perdxidos organicos y
otros productos con efectos citotdxicos, entre los que se encuentra el MDA.*®

La peroxidacién lipidica se ha acufiado como uno de los principales eventos
relacionados con reacciones oxidativas en situaciones de altas concentraciones de
glucosa. Deberia esperarse que en el estado diabético los niveles de esta sustancia
se encontraran incrementados, lo cual ha sido reportado previamente.?!%!° Sin
embargo, en algunas investigaciones se han encontrado variaciones en los
resultados de este marcador, de manera que existen algunas contradicciones en
cuanto a si representa un buen indicador de EOx."’

En el presente estudio las concentraciones de MDA fueron significativamente
menores en las embarazadas diabéticas que en las sanas, resultado similar al
reportado ya por otros autores.?® Quizas el argumento de que las embarazadas
diabéticas, a diferencia de las sanas, son sometidas a un estricto control
metabdlico, sobre todo en el tercer trimestre de la gestacion en el cual se
encuentran la mayoria de los casos estudiados, pudiera explicar en parte estos
resultados. El embarazo es una situacion de adaptacion metabodlica donde la
reserva de lipidos se incrementa hasta cantidades que pudieran resultar patolégicas
con relacién a mujeres no gestantes de la misma edad.?

El GSH constituye el principal antioxidante endégeno no enzimatico. En este estudio
se encontrd una disminucidn significativa de sus concentraciones en el grupo D con
respecto al C, a expensas del DPG. Los resultados concuerdan con lo reportado
previamente de que las embarazadas diabéticas presentan defensas antioxidantes
disminuidas!’ y que estas deben encontrarse mas agotadas en aquellas que
padecen diabetes pregestacional, cuyas biomoléculas han sido expuestas a eventos
oxidativos durante mayor tiempo.*®

La SOD constituye la primera en importancia entre las enzimas antioxidantes ya
que es la encargada de la eliminacién del anidn superodxido (O, 7), que es el primer
metabolito reactivo que se forma cuando se reduce el oxigeno de forma incompleta.
Por su parte, la CAT, como parte del sistema antioxidante, esta involucrada en la
destruci:sién del perdxido de hidrégeno (H,0,) generado durante el metabolismo
celular.

El estudio del comportamiento de la actividad de la SOD y la CAT no mostré
diferencias significativas entre los grupos. Al evaluar la actividad de SOD, se ha
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reportado por varios investigadores una disminucion en los diabéticos con relacidn
a los controles'®??, pero en otras investigaciones se ha observado una actividad
normal en este tipo de pacientes®® e incluso incrementada.??

Varios investigadores han sugerido la posibilidad de cambios transitorios y bifasicos
en la actividad de las enzimas antioxidantes, asi como de su expresion.?* Lo cierto
parece ser que bajo condiciones diabéticas se produce una expresion y activacion
inadecuada en respuesta al incremento de ERO.

El 6xido nitrico a concentraciones fisioldgicas cumple importantes funciones: tiene
actividad vasodilatadora, estimulante de la sintesis de musculo liso vascular y
antiagregante plaquetario, Sin embargo, su produccidn incrementada se acompana
de la generacion de peroxinitrito (ONOO’), un potente agente oxidante que
rapidamente se descompone en radical hidroxilo (‘OH), nitratos (NO3’) y nitritos
(NOy) %°; estos Ultimos son empleados para la cuantificacién indirecta de NO' en
plasma u orina.

Los resultados del analisis de las concentraciones de NOs” y NO;,™ en este estudio no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Sin
embargo, se puede observar un incremento en el grupo D y en especial en el DPG
con relacion al C. Resultados similares se han reportado previamente en pacientes
diabéticos, en los que se ha postulado que la alteracién del sistema de produccion
del NO' es una de las vias a través de la cual podria iniciarse la enfermedad
vascular.?®

Estos resultados muestran que las embarazadas que padecen diabetes
pregestacional son las responsables de las diferencias encontradas en los niveles de
marcadores de EOx entre las gestantes diabéticas y las sanas. Lo anterior sugiere
la posibilidad de un efecto acumulativo de sustancias prooxidantes que actlen
desde antes del embarazo agotando las defensas antioxidantes y disminuyendo su
capacidad para enfrentar una gestacién saludable, todo lo cual propicia la aparicion
de complicaciones, como las MC en la descendencia. La relevancia del dafio al ADN
en la aparicion de las MC que una vez mas se ha demostrado queda aun por
demostrar en estudios posteriores. En un estudio de uno de los autores de este
trabajo®’ en el que se demostré incremento de la fragilidad cromosdmica de las
gestantes con diabetes pregestacional, no se encontrd correlacion con la aparicion
de defectos congénitos.

Se concluye que las embarazadas diabéticas presentan un incremento del dafio
oxidativo a biomoléculas, como ADN y proteinas, lo cual no fue observado en el
caso de los lipidos. Ademas, a pesar de no presentar modificacién en las actividades
de las enzimas antioxidantes SOD y CAT, muestran una disminucién de la
capacidad de defensa antioxidante mediada por el GSH. Por otra parte, aunque no
se encontraron diferencias significativas en los niveles de nitratos y nitritos, se
observo un incremento de sus concentraciones en las gestantes con diabetes.
Todas las diferencias se agudizaron en las embarazadas que padecian diabetes
mellitus antes de la gestacion.
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