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RESUMEN

La diabetes mellitus complicada con gestacién produce malformaciones, retraso del
desarrollo y pérdida de gestacién. La glucosa es el teratégeno principal, posiblemente
por un mecanismo mediado por aumento del estrés oxidativo. Las poliaminas
espermidina y espermina revierten casi completamente los efectos dismorfogénicos
que la glucosa causa, sin cambio aparente en la actividad de enzimas depuradoras. El
presente estudio se realiz6 para tratar de dilucidar cambios en la inmunoexpresiéon
de las enzimas antioxidantes por efecto de glucosa y poliaminas. Se cultivaron
embriones postimplantacionales de rata en presencia de glucosa con o sin
poliaminas, y se recuperaron para ser cortados al micr6tomo de rotacion; las
laminillas fueron sometidas a inmunohistoquimica para las enzimas catalasa, SOD-1
y SOD-2, y se observaron al microscopio. Los resultados indican que puede haber
cambio en la inmunoexpresién de las enzimas depuradoras de radicales libres
durante la dismorfogénesis embrionaria, y que las poliaminas pueden evitar
parcialmente estos efectos.

ABSTRACT

Diabetes mellitus plus gestation produces malformations, delay of development and
loss of pregnancy. Apparently, glucose is the main teratogen, possibly by a
mechanism mediated by increased oxidative stress. The polyamines spermidine and
spermine almost completely reversed the dysmorphogenic effects of glucose without
change in the activity of scavenging enzymes. The present study was carried out to
try to elucidate the changes in immunoexpression of enzymes by effect of glucose and
polyamines. Postimplantational rat embryos were incubated in the presence of
glucose with or without polyamines, and were recovered, fixed, dehydrated, and
sectioned in a rotation microtome; the sections were subjected to
immunohistochemistry for catalase, SOD-1 and SOD-2, and were observed under the
microscope. The results indicate that there may be change in the immunexpression
of these enzymes during the embryo dysmorphogenesis, and polyamines could
partially prevent these effects.
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Introduccion proteinas, dando como resultado, por ejemplo,

La interaccién entre diabetes mellitus franca, del tipo 1 o
del tipo 2, con la gestacién, es una de las causas de
aparicion de factores de riesgo neonatal, malformaciones
congénitas, retraso del desarrollo y muerte embrionaria
o fetal (6bito y aborto). La influencia de las alteraciones
metabodlicas del estado diabético sobre el desarrollo es
distinta en la gestacion complicada por diabetes previa
que en la DMG (Metzger, 1991), de manera que se puede
distinguir entre embriopatia diabética como aquellos
dafios al desarrollo causados por la diabetes en etapas
tempranas de la gestacién (neurulaciéon-organogénesis),
y fetopatia diabética como el efecto de hipernutricion
sobre el feto en etapas tardias del desarrollo (Buchanan
y Kitzmiller, 1994; Reece et al., 1994; Freinkel, 1980;
Freinkel et al., 1986).

Antes de la introduccion de la insulina en la terapéutica
médica, la coexistencia del embarazo y la DM, cuando
ocurria, era causa frecuente de mortalidad materna, la
que se redujo por el tratamiento profilactico con insulina
a partir de la década de los 20’s (Freinkel, 1980); sin
embargo este tratamiento no tuvo efecto sobre la
morbilidad y mortalidad perinatal, las cuales sélo se
lograron reducir a valores cercanos a los de la poblacion
general en la década de los 80’s, debido a un mejor
manejo con dieta e insulina, previo a la concepciéon
(Freinkel et al., 1986; Ferris y Reece, 1994; Gabbe, 1985).
Sin embargo, la incidencia de malformaciones y el retraso
de desarrollo auin es de tres a cuatro veces mas alta que
en embarazos de mujeres no diabéticas (Buchanan y
Kitzmiller, 1994; Danglot-Banck y Gomez-Gémez, 2004;
Lesser y Carpenter, 1994; Reece et al,, 1994).

Mediante estudios in vivo e in vitro, se ha postulado como
el principal teratégeno a la glucosa (Sadler, 1980),y se ha
propuesto como el principal mecanismo teratogénico el
aumento en el estrés oxidativo debido a la produccién
incrementada de especies reactivas de oxigeno por el
exceso de glucosa circulante, ya sea en la economia
materna, o en el medio de cultivo (Ornoy, 2007).

Las ERO’s se han encontrado elevadas en numerosas
enfermedades, y particularmente, se ha propuesto que
intervienen en la teratogenicidad de la diabetes en el
embarazo (Hagay et al., 1995; Ornoy et al,, 1999). Las
ERO’s pueden ser perjudiciales para las principales
funciones de la célula, ya que al reaccionar con los acidos
grasos insaturados en las membranas, originan
peroxidacion de lipidos, lo que causa disminucién en la
fluidez de la membrana y la formacién de aldehidos
reactivos, que a su vez pueden difundir a otras partes de
la célula y reaccionar con macromoléculas. Los radicales
de oxigeno pueden reaccionar directamente con las

entrecruzamiento del coldgeno con el ADN, que causa
dafios tanto a las bases como a los azucares (Cederberg
etal.,, 2000).

Hay tres tipos de resultados que indican participacion del
exceso de ERO’s en la embriopatia diabética. Primero, la
diabetes in vivo y la hiperglucemia in vitro causan un
aumento de lipidos peroxidados y radicales libres en los
concepti. Segundo, los problemas de desarrollo
observados in vivo en ratas diabéticas prefiadas y en los
embriones cultivados in vitro a altas concentraciones de
glucosa, pueden ser inducidos por la produccién
enzimatica de iones superéxido en los sistemas de cultivo
de embriones. Por ultimo, los antioxidantes de bajo peso
molecular, al ser afladidos a la dieta, disminuyen la tasa
de malformaciones en el embarazo de ratas diabéticas
(Cederberg et al., 2000).

Las poliaminas son compuestos que tienen un peso
molecular bajo, una estructura simple (aminas alifaticas),
y se encuentran cargadas positivamente en condiciones
fisioldgicas. Las principales poliaminas fisioldgicas son la
putrescina, espermidina y espermina (Igarashi y
Kashiwagi, 2000; Ochoa et al., 2002).

Aunque no se conoce exactamente el papel de las
poliaminas, existe evidencia de que son necesarias para
la divisién, crecimiento, proliferacién y diferenciaciéon
celular, ya que los estimulos asociados con estos eventos
inducen cambios en las concentraciones intracelulares
de estas, mientras que la administracién de inhibidores
de la sintesis de poliaminas detiene dichos procesos
(Bachrach et al,, 2001; Igarashiy Kashiwagi, 2000; Tabor
y Tabor, 1984).

Se ha reportado que las poliaminas son depuradores
endégenos de ERO’s, por lo cual pueden proteger el DNA,
las proteinas y los lipidos del dafio oxidativo; y son
esenciales para la proliferaciéon, la diferenciacién y la
funcién celular (Ha et al., 1998; Kwon et al., 2003).

Por otra parte, los mecanismos de defensa antioxidante
incluyen una variedad de enzimas, entre las que se
encuentran la Glutation Peréxidasa (GPx), la Superéxido
Dismutasa (SOD) y la Catalasa (Cat), las cuales son las
principales enzimas depuradoras de ERO. Las tres
difieren en la distribucién subcelular y el tipo de reacciéon
catalizada (Cederberg et al., 2000; Ornoy et al., 1999).

Recientemente, nuestro grupo de trabajo reporté que las
actividades de las enzimas antioxidantes superéxido
dismutasa y glutatiéon peroxidasa no se afectan por
incubacion de embriones postimplantacionales en
presencia de elevada glucosa, y que la adiciéon de
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poliaminas no tiene tampoco ningln efecto; aunque la
lipoperoxidacién, indicador indirecto del estrés
oxidativo, se incrementa por efecto de la glucosa, pero la
adicion de poliaminas la restaura a niveles casi normales
(Chirino-Galindo et al., 2012). En ese trabajo, no se pudo
detectar actividad de catalasa, pero otros grupos de
investigaciéon han detectado actividad tipo catalasa en
embriones de dia 11 in vivo (Sivan et al.,, 1997), asi como
efecto de la diabetes en esta actividad (Cederberg and
Eriksson, 1997); la actividad se ha detectado en
embriones de 10.5 dias de edad gestacional incubados
por 28 h, y se ha reportado disminucidn de la actividad
en medio hiperglucémico-hipercetonémico, asi como
restauracion de la actividad por suplementacion de
vitaminas Cy E en el medio de cultivo (Ornoy etal., 1999;
Zaken etal., 2001).

El propésito de éste trabajo es tratar de detectar si la
incubacién de embriones en medio con elevada glucosa
afecta la inmunoexpresion de enzimas antioxidantes
(catalasa, SOD-1 y 2) de embriones de rata, asi como el
efecto que la suplementacién con espermidina o
espermina sobre dicha inmunoexpresion.

Metodologia
Reactivos

Se utilizaron reactivos grado analitico, de las marcas
Sigma Chemical Co, Merck o ].T: Baker, excepto donde se
indica.

Material biolégico

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar, virgenes, de
2% a3 meses de edad, con pesode 250 a 300 g, con ciclos
estrales definidos, las cuales se mantuvieron en
condiciones de luz, humedad y temperatura controladas
(12 h luz por 12 h oscuridad; 22 °C, 60% de humedad
ambiental) con agua y alimentacion ad libitum (Rodent
Diet 2018S, Harlan, México). Para el apareamiento de las
hembras, se colocaron toda la noche dos ratas en
presencia de un macho de la misma cepa, sanas, de
fertilidad comprobaday se tom¢ al dia siguiente el lavado
vaginal, que se observé al microscopio, y se asigné como
tiempo cero la media noche anterior al dia en que se
detectaron espermatozoides en dicho lavado.

Preparacion del medio de cultivo

Se obtuvo suero de ratas hembras o macho pies de crias,
retirados, y se centrifugé inmediatamente de acuerdo a
New (1978). El suero se congel6 a -70 °C hasta el
momento de la preparacidon del medio de cultivo, antes
de lo cual se inactivé por calentamiento a 56 °C durante
30 min. El medio de cultivo control o normal consta de

suero inmediatamente centrifugado e inactivado al 80%
en solucién salina fisiolégica (NaCl 154 mM)
suplementado con antibioticos (penicilina 1000 Ul/mLy
estreptomicina 100 pg/mL), y se filtra a través de una
membrana Millipore de 0.22 um de malla. El medio puede
volver a congelarse antes de utilizarlo.

Adicionalmente se prepararon medio “hiperglucémico” o
con elevada glucosa (500 mg/dL; GLC)), medio con
elevada glucosa y espermidina 25 pM (SPD), y medio con
elevada glucosa y espermina 25 uM (SPM). Los medios se
filtraron de la misma manera.

Cultivo de embriones

El dia 10 de gestacion, cerca del mediodia, las ratas
prefiadas fueron anestesiadas, y antes de la muerte
cardiaca, se hizo una incisién ventral (laparotomia) para
obtener el utero, el cual se colocd en solucién salina
estéril, en una caja Petri a 37 °C. En condiciones estériles,
y con ayuda de pinzas de relojero y de tijeras curvas de
oftalmologia se limpi6 el Utero de sangre y tejido graso.

Posteriormente, con ayuda de dos pinzas de relojero, se
separd la decidua del ttero; la cual contenia el embrioén;
inmediatamente después, con ayuda de un microscopio
estereoscopico Leica MZ6, se separd el embriéon de la
decidua y se retiré la membrana de Reichert con ayuda
de “agujas de chaquira”. Los embriones se colocaron
individualmente en tubos Eppenddorf de 2.0 mL de
capacidad, estériles, con 1.0 mL de medio de cultivo
pregasificado 3-5 minutos con una mezcla de gases
(02/C02/N2 5/5/90), y se mantuvieron a 37 °C, rotando
a 30 rpm en un aparato disefiado para este fin en el Taller
de Equipo para Laboratorio de Ensefianza de la FES
Iztacala, llamado Rotocell®, durante 24 hrs. Se incubaron
por lo menos doce embriones en cada una de las
condiciones.

Al término de la incubacion, los embriones se obtuvieron,
y enjuagaron en soluciéon salina (NaCl 0.9%), para ser
observados al microscopio estereoscépico acoplado a
una camara fotografica Moticam 5, y con ayuda de una
reglilla y un ocular micrométricos se evaluaron los
cambios morfoldgicos, y se tomaron fotografias para su
registro y almacén.

Técnica Inmunohistoquimica

Una vez observados al microscopio, los embriones post-
cultivados se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS
por 24 h; se deshidrataron con alcohol a diferentes
concentraciones para posteriormente aclarar los tejidos
con xilol; seguido por imbibicién e inclusién en paraplast
plus (Histowax, Leica Microsystems); y finalmente se
cortaron en el micrétomo de rotacion Leica 2125RTS a 5-
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6 um. Las secciones se extendieron sobre portaobjetos
tratados previamente con poli-L-lisina, para adherir el
tejido al vidrio.

Se realizd la técnica inmunohistoquimica de la siguiente
manera: las laminillas se desparafinaron con xilol, se
trataron con metanol suplementado con H20: 0.3%
durante 30 min, y se rehidrataron con alcohol etilico a
diferentes  concentraciones. Posteriormente  se
incubaron con el anticuerpo primario toda la noche a 4
°C, seguido por incubacién con el anticuerpo secundario,
conjugado con biotina, y posteriormente se incubaron
con el complejo avidina-biotina-peroxidasa durante 1 h;
y se usd 3,3’-diaminobencidina (DAB) como cromégeno.
Para catalasa, el anticuerpo primario utilizado fue
anticatalasa anti-humano monoclonal de ratén (Sigma
Chemical Co, St Louis, Missouri), y el secundario, el IgG
anti-ratébn de cabra Dbiotinilado (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California). Para SOD-1, el
anticuerpo primario era de oveja dirigido contra la
Cu/Zn-SOD humana (Vector Laboratories, Burlingame
CA) y el anticuerpo secundario era de conejo anti-IgG de
oveja, biotinilado. Para la SOD-2, el anticuerpo primario
usado fue de conejo anti-SOD II de oveja (Santa Cruz
Biotechnology), y el secundario de cabra anti-IgG de
conejo, biotinilado (Santa Cruz Biotechnology).

Con el fin de comprobar que la reaccién observada se
debia a la enzima buscada y no a las peroxidasas
enddgenas inespecificas, se realizaron dos controles
negativos, en uno se agregd DAB a las muestras después
de tratarlas con metanol adicionado con H202 0.3%; y en
el segundo se omiti6 el anticuerpo primario. Por ultimo
las laminillas se contratifieron con hematoxilina de
Harris, se deshidrataron de nuevo con alcoholes a
diferentes concentraciones, se transfirieron a xilol y se
montaron con medio de montaje para
inmunohistoquimica (Palomar-Morales et al., 2010).

Cuantificacion de la reaccion

Se observaron las laminillas al microscopio 6ptico Leica
DM500 equipado con una camara fotografica Leica ES3,y
se tomaron fotos, para posteriormente cuantificar la
cantidad de granulos inmunorreactivos por area de
medicién y la diferencia de color en las imagenes
obtenidas (Palomar-Morales et al, 2010) con el
programa Image Pro Plus 6.0, con el fin de convertir la
intensidad del color café a un valor numérico entre 0
(blanco) y 255 (negro). Se analizaron los campos visuales
con tejido cefalico o cardiaco. De cada embri6n se obtuvo
un solo valor, promedio de estas determinaciones. A su
vez estos promedios fueron colectados.

Analisis Estadistico

Los resultados numéricos obtenidos se evaluaron
mediante ANOVA simple seguido por prueba de Tukey
cuando fue necesario, los resultados no paramétricos se
evaluaron por la prueba de Kruskall-Wallis. Se uso6 el
paquete estadistico SAS® 9.0.

Resultados y discusion
Crecimiento de los embriones

La morfologia de los embriones de rata de diez dias de
edad gestacional cultivados por 24 h fue diferente en los
cuatro grupos estudiados (Figura 1). Los embriones
cultivados en el medio control presentan la morfologia
normal de la especie, si bien son un poco menores
(Chirino, 2007). Por otro lado los embriones cultivados
en una concentracion elevada de glucosa presentan una
alteracion del desarrollo al grado que la morfologia es
anormal; mientras que los embriones cultivados en una
elevada concentraciéon de glucosa y suplementados con
espermidina o espermina presentan una reversion de la
alteracion en el desarrollo y su morfologia es similar a la
mostrada por los embriones cultivados en medio control.
El analisis morfométrico demostré que hay un retraso del
crecimiento y un efecto profundo sobre el desarrollo
(Figura 1). Tanto la longitud cefalocaudal, el niimero de
somitas, el didmetro del saco vitelino, y la longitud de la
cabeza, indicadores de crecimiento, son menores
estadisticamente en embriones cultivados en medio con
glucosa a una concentracién de 500 mg/dL (Tabla 1); la
adicion de espermidina o espermina restaura los valores
morfométricos a los normales.

Se cultivaron por lo menos 20 embriones bajo cada una
de las cuatro condiciones establecidas en la metodologia;
sin embargo, durante el proceso de deshidratacién
algunos se perdieron, y durante el proceso de corte, de
otros no se obtuvieron secciones adecuadas para poder
realizar la técnica inmunohistoquimica, por lo cual en
algunos casos s6lo se realiz6 la  técnica
inmunohistoquimica para dos enzimas en lugar de para
las tres; por lo que en éste trabajo se describen los
resultados  obtenidos en ésta para 10-12
determinaciones para cada caso.
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Figura 1. Embriones de 10.5 dias de edad gestacional
incubados por 24 h en distintas condiciones: A. medio control;
B: medio con glucosa 500 mg/dL; C: medio con elevada glucosa
y espermidina 25 pM; D: medio con elevada glucosa y
espermina 25 uM.

Tabla 1. Efecto de la glucosa y las poliaminas sobre el
crecimiento de los embriones de rata de diez dias de edad
gestacional, cultivados por 24 horas.

Longitud | Numero | Didmetro | Longitud
cefalo- de de saco dela
caudal somitas vitelino cabeza
(mm) (mm) (mm)

CTR 3.58+ 25.80 + 455+ 1.83 +
0.09 0.89 0.09 0.05
GLC 223+ 18.57 + 3.15 + 1.14 +
0.07a 0.51a 0.051a 0.05a
GLC+SPD 3.71 % 28.00 + 470 = 1.94 +
0.07 0.65 0.07 0.05
GLC+SPM 3.77 £ 2871+ 4,77 + 197 +
0.05 0.46 0.05 0.05
Promedio + SD de 18-20 determinaciones; 3P < 0.05 con
respecto al control.

El cultivo de embriones aporta evidencia sustancial
acerca de los mecanismos mediante los cuales los
factores teratogénicos ejercen sus efectos nocivos sobre
la progenie; pero también es un acercamiento muy
utilizado para poder estudiar el posible efecto protector
de sustancias o moléculas antiteratogénicas sobre la DM
(hiperglucemia) o sobre otros factores teratogénicos
(Chirino, 2007; Ellington, 1997).

La morfologia anormal presentada por los embriones
cultivados en medio suplementado con glucosa, esta

sustentada con la evidencia que sefiala que la DM tipo 1
mal controlada, la hiperglucemia experimental, o la
incubacién de embriones en medio con elevada glucosa,
produce en la progenie alteraciéon del crecimiento
(productos con bajo peso al nacer o fetos menos
desarrollados) y del desarrollo (malformaciones en
neonatos o en fetos; dismorfogénesis en cultivo)
(Eriksson et al., 2003; Forsberg et al., 1996; Ornoy et al.,
1999). Es importante hacer notar que la adicién de
espermidina o espermina revierte la dismorfogénesis, ya
que los embriones muestran la forma caracteristica de la
especie para esta edad gestacional; pero ademas los
valores de los pardmetros morfométricos se acercan a los
encontrados para el grupo control, lo que ya habia sido
reportado previamente por Chirino-Galindo et al. (2009,
2012).

Inmunohistoquimica para catalasa

En los cortes histoldgicos de los embriones (Figura 2) se
puede observar la manifestacidn del color café, el cual es
determinado por la presencia de la catalasa.
Independientemente de la incubacién a la que se
someten los embriones, la catalasa se localiza en el tubo
neural, tejido cardiaco, y en los tejidos extraembrionarios
principalmente.

Figura 2. Reaccion inmunohistoquimica para catalasa en
embriones cultivados en medio normal (arriba, izquierda);
glucosa (arriba, derecha), espermidina (abajo, izquierda), y
espermina (abajo, derecho).

Tanto la intensidad del color café, (Figura 3) como la
cantidad de granulos inmunorreactivos por area de
medicién (Figura 4), determinados con el programa
Image Pro Plus 6.0 estdn relacionados de manera directa
con la cantidad de catalasa; sin embargo, no hay
diferencia en la intensidad del color, entre los cuatro
grupos, mientras que con respecto a la cantidad de
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granulos inmunorreactivos por area de medicién, se ven
mas granulos en los embriones cultivados en presencia
de glucosa, aunque el analisis estadistico no mostré
diferencias significativas.
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Figura 3. Intensidad de reaccién inmunohistoquimica para
catalasa, en unidades arbitrarias, en cortes histolégicos de
embriones cultivados en presencia de glucosa, suplementada
con poliaminas. Promedio + SD_de 10-12 determinaciones. No
hay diferencias significativas.
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Figura 4. Densidad de granulos inmunorreactivos para
catalasa, por unidad de 4rea, en cortes histolégicos de
embriones cultivados en presencia de glucosa, suplementada
con poliaminas. Promedio + SD de 10-12 determinaciones. No
hay diferencias significativas.

Es importante hacer resaltar que, en un estudio previo,
no se encontré actividad de Cat en embriones de 10.5
dias de edad cultivados bajo las condiciones usadas en
este estudio (Chirino-Galindo et al., 2012), pero otros
autores han encontrado inmunorreactividad a esta
proteina, Unicamente en la region cefalica in vivo en
embriones de 10.5 dias de edad gestacional, mientras que
no se demuestra en otros tejidos en desarrollo (Nardacci
etal., 2004), porlo cual se buscé Cat en embriones de rata
in vitro por métodos inmunohistoquimicos; encontrando
una tendencia a disminuir la cantidad de catalasa en
embriones cultivados en medio glucosado, sin embargo
no hubo diferencia significativa entre estos y los

cultivados en medio control. Esto puede deberse a que
cuando un 6rgano se encuentra bajo estrés oxidativo, la
actividad de las enzimas antioxidantes aumenta. Sin
embargo, al continuar el estrés oxidativo, se va
reduciendo la actividad enzimatica (Ornoy, 2007).

Inmunohistoquimica para SOD-1

En embriones cultivados en medio control se puede
observar que esta proteina se expresa en todo el tejido de
manera uniforme; las zonas en donde se observa un color
morado mas obscuro es donde la proteina se encuentra
expresada (citoplasma); en el centro de cada célula se
puede observar el nucleo en color negro; también se
observa que no hay degeneracién o muerte celular
(Figura 5).

Figura 5. Reacciéon inmunohistoquimica para SOD-1 en
embriones cultivados en medio normal (arriba, izquierda);
glucosa (arriba, derecha), espermidina (abajo, izquierda), y
espermina (abajo, derecho).

En los embriones cultivados en medio con elevada
glucosa, 1a expresidn de la SOD-1 no es igual en todos los
tejidos, y donde se encuentra es muy débil su expresion
ya que la glucosa incrementa la aparicion de las especies
reactivas de oxigeno, por lo cual inhibe la expresion de la
proteina por lo tanto causa mas dafio a los tejidos. Las
poliaminas al parecer protegen algunas estructuras, ya
que la expresién de la proteina al parecer esta dada en
todos los tejidos; pero el efecto de la espermidina parece
ser un poco mayor que el de la espermina (Figura 5).

La cuantificacién de la reaccién inmunohistoquimica
para SOD-1, tanto para la intensidad de la reaccién
(Figura 6), como para la cantidad de granulos por unidad
de area (Figura 7), no mostré cambio por efecto de
alguna adicion, ya sea de la glucosa, o de las poliaminas,
cuando se realizé el andlisis estadistico.
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Figura 6. Intensidad de reaccién para SOD-1, en unidades
arbitrarias, en cortes histolégicos de embriones cultivados en
presencia de glucosa, suplementada con poliaminas. Promedio
+ SD de 10-12 determinaciones. No hay diferencias

significativas.
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Figura 7. Densidad de granulos inmunorreactivos por SOD-1,
por unidad de area, en cortes histolégicos de embriones
cultivados en presencia de glucosa, suplementada con
poliaminas. Promedio + SD de 10-12 determinaciones. No hay
diferencias significativas.

Otros grupos de trabajo demostraron que la actividad de
la SOD-1 era mayor en los embriones de rata cultivados
en un medio con altas concentraciones de glucosa (Zabihi
y Loeken, 2010), lo que proporciona la evidencia de que
en un medio hiperglucémico hay una mayor produccién
de EROs. Eriksson y Borg (1991) observaron un ligero
incremento general en la actividad de esta enzima en los
embriones cultivados en altas concentraciones de
glucosa in vitro, sin embargo, los métodos bioquimicos no
distinguen entre la actividad debida a la isoenzima
citosoélica (SOD-1 6 Cu/Zn-SOD) o la mitocondrial (SOD-
2 6 Mn-SOD). Estudios in vivo demuestran que los niveles
en la actividad de SOD disminuyen en los embriones de
madres diabéticas y no diabéticas con desarrollo
anormal. Hagay et al. (1995) encontraron que el
incremento en la actividad de SOD en ratones

félico) a los embriones de los efectos nocivos que causan
las altas concentraciones de glucosa.

Inmunohistoquimica para SOD-2

Se puede observar en las laminillas la manifestacién del
color café, el cual es determinado por la presencia de la
SOD-2 (Figura 8). La inmunoexpresion no se afecta por la
incubaciéon con glucosa o la suplementacién con
poliaminas (Figura 9); pero en cambio la distribucidn,
evaluada como granulos por unidad de area, disminuye
por efecto de la glucosa, y se restaura parcialmente por
adicién de espermidina o espermina al medio de cultivo
(Figura 10).

En embriones de roedores, muchos estudios han
demostrado que los ERO’s son producidos por la diabetes
materna o el cultivo en presencia de elevadas
concentraciones de glucosa en el medio, y que la
administracién de antioxidantes, o con experimentos en
animales transgénicos que sobreexpresan la SOD
revierten la frecuencia de malformaciones (Bachrach et
al,, 2001; Chirino Galindo, 2007; Hagay et al., 1995).

Este trabajo aporta evidencia necesaria que demuestra
que las ERO se incrementan en los tejidos expuestos a la
hiperglucemia, y que el estrés oxidativo juega un
importante papel en la etiologia de las malformaciones
producidas por la diabetes pudiendo prevenir el estrés
oxidativo y revertir los defectos en el desarrollo
embrionario con la utilizacién de espermina y
espermidina.
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Figura 8. Reaccién inmunohistoquimica para SOD-2 en
embriones cultivados en medio normal (arriba, izquierda);
glucosa (arriba, derecha), espermidina (abajo, izquierda), y
espermina (abajo, derecho).
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Figura 9. Intensidad de reaccién para SOD-2, en unidades
arbitrarias, en cortes histolégicos de embriones cultivados en
presencia de glucosa, suplementada con poliaminas. Promedio
+ SD de 10-12 determinaciones. No hay diferencias
significativas.

Conclusiones

La inmunorreactividad de las enzimas antioxidantes Cat,
SOD-1 y SOD-2 en embriones de rata de 10.5 de edad
gestacional cultivadas por 24 h no se afecta por adicién
de glucosa o poliaminas.

La  distribucibn y abundancia de granulos
inmunorreactivos por unidad de area para SOD-2 parece
afectarse por efecto de glucosa y de poliaminas, mientras
que la de Cat y SOD-1 no parece afectarse.
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Figura 10. Densidad de granulos inmunorreactivos por SOD-2,
por unidad de area, en cortes histolégicos de embriones
cultivados en presencia de glucosa, suplementada con
poliaminas. Promedio + SD de 10-12 determinaciones. *P < 0.05
comparado con el grupo control.

Es posible que cambios en el estado oxidativo de los
embriones pueda afectar la expresion de genes
apoptdticos y antiapoptdticos. Se esta realizando
investigacion en este sentido.
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