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RESUMEN

La vitamina E protege a los &cidos grasos poliinsaturados presentes en las
membranas celulares y a la LDL, de la accién nociva de las especies reactivas de
oxigeno. La LDL estd involucrada en la formaciéon de placas ateromatosas que son
responsables de problemas cardio y cerebrovasculares, complicaciones diabéticas,
entre otros. El objetivo del presente trabajo fue determinar el rol de la vitamina E en
los parametros bioquimicos y antioxidantes en ratas diabéticas. La diabetes fue
inducida experimentalmente con estreptozotocina (35 mg/kg de peso por v.i.p.). Los
animales (n= 24) fueron divididos en cuatro grupos: Grupo I: Control, Grupo II:
Control + Vitamina E (25 mg/dia), Grupo III: Diabética y Grupo IV: Diabética +
Vitamina E (25 mg/dia), durante 8 semanas. Pardmetros bioquimicos como glucosa,
la hemoglobina glicada y perfil lipidico fueron evaluados, asi mismo se determinaron
marcadores de dafio oxidativo como antioxidantes totales, lipoperoxidacion
(TBARS) y niveles de 4cido trico. La administracién de vitamina E a los animales
diabéticos, mostré una reduccién estadisticamente significativa (p < 0,05) para la
glicemia, hemoglobina glicada y el perfil lipidico, asi como también disminuy6 los
niveles de TBARS en suero. Conclusion: El tratamiento de los animales diabéticos
con vitamina E, redujo la glicemia, hemoglobina glicada y el perfil lipidico, y
gjerci6 un efecto protector contra el dafo oxidativo al elevar sus niveles de

antioxidantes totales.

Palabras Claves: Ratas diabéticas, antioxidantes, Vitamina E, Hemoglobina glicada,

lipoperoxidacién.
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SUMMARY

Vitamin E protects polyunsaturated fatty acids present in cell membranes and LDL,
the harmful effects of reactive oxygen species. LDL is involved in the formation of
atheromatous plaques that are responsible for cardio and cerebrovascular problems,
diabetic complications, among others. The aim of this study was to determine the
role of vitamin E in biochemical and antioxidant parameters in diabetic rats. Diabetes
was induced experimentally streptozotocin (35 mg / kg per v.i.p.). The animals (n =
24) were divided into four groups: Group I: Control, Group II: Control + Vitamin E
(25 mg / day), Group III: Diabetic and Group IV: Diabetic + Vitamin E (25 mg / day)
for 8 weeks. Biochemical parameters as glucose, glycated hemoglobin and lipid
profile were evaluated, also oxidative damage markers as total antioxidants, lipid
peroxidation (TBARS) and uric acid levels were determined. Administration of
vitamin E to the diabetic animals showed a statistically significant reduction (p
<0.05) for glucose, glycated hemoglobin and lipid profile, as well as decreased levels
of TBARS in serum. Conclusion: The treatment of diabetic animals with vitamin E,
reduced glycemia, glycated hemoglobin and lipid profile, and exerted a protective

effect against oxidative damage by raising their levels of total antioxidants.

Keywords: diabetic rats, antioxidants, Vitamin E, glycated hemoglobin, lipid

peroxidation.



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ABTS: 2,2’-Azino-di[3-etilbenzotiazolin sulfonato].
ADA: American Diabetes Association.

CENAN: Centro Nacional de Alimentacién y Nutricion.
EDTA: Sal Sédica de etilendi-amino-tetraacético.
EROs: Especies reactivas de oxigeno.

GPx: Glutation peroxidasa.

Hb: Hemoglobina.

HbA.:Hemoglobina Glicada.

HDL: Lipoproteina de Alta Densidad.

HPLC: Cromatografia Liquida de alta definicion.
kDa: kilo Dalton.

LDL: Lipoproteina de Baja Densidad.

MDA: Malondialdehido.

mM: milimolar.

nm: Nandmetro.

PAG: Productos avanzados de glicacion.

RL: Radicales Libres.

SOD: Superéxido dismutasa.

SZT: Estreptozotocina.

TAS: Estado de Antioxidantes Totales.

TBA: Acido tiobarbittrico

TBARS: Lipoperoxidacién, mediante el complejo TBA y MDA
TCA: Acido Tricloro acético.

VBC: Verde de Bromocresol.

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad.
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1 INTRODUCCION

1.1 Situacion problematica

La diabetes es una enfermedad que se caracteriza por la incapacidad de metabolizar
los carbohidratos y las grasas, debido a la insuficiencia absoluta o relativa de la
secrecion de insulina o por la resistencia periférica de algunos tejidos frente a la
accion de la hormona. Esta enfermedad ocasiona hiperglicemia en diferentes
grados, hasta el caso extremo de provocar glucotoxicidad, ejerciendo daio sobre las
células betas del pancreas y causando marcada disminucién de la secrecion de

insulina (Rossel, 1992).

La diabetes mellitus constituye actualmente un problema de salud publica
en todo el mundo y estd considerada como una de las enfermedades cronicas
que ha tenido una gran emergencia en las dltimas décadas, al punto de ser
caracterizada como una epidemia. La Organizacién Mundial de la Salud
(WHO) y la Federacién Internacional de Diabetes (IDF) confirmaron que
para el afio 2013 la existencia de 382 millones de pacientes diabéticos y 592
millones para el 2035. A nivel regional, Latinoamérica estd considerada
como una de las poblaciones que aumentard el numero de pacientes
diabéticos de 24,1 millones a 38,5 millones para los afios 2013 al 2035,
respectivamente. La tasa de mortalidad general, para hombres y mujeres de 65 afios
y mas, es de 200 y 232 por 100 000, para cada caso. En nuestro pais, estudios
epidemiolégicos realizados recientemente, permiten asumir la existencia de
un millén de pacientes diabéticos.

Este problema de salud estd produciendo un alto costo econémico, social y
familiar, producto de la demanda de atenciéon médica que ocasiona el
diagndstico, tratamiento y control. Entre los factores causales estarian el bajo
nivel educativo de la poblacién afectada y la inadecuada capacitacion
técnica de los profesionales que asisten a dichos pacientes, lo que explica la

frecuente presentacion clinica de las complicaciones agudas y crénicas como



la insuficiencia renal, retinopatias y enfermedad coronaria y cerebrovascular.

(Sociedad Peruana de Endocrinologia, 2008; Atlas de la diabetes, 2013).

Los seres vivos aerobios necesitan oxigeno para generar energia, y éste puede
reaccionar con otros elementos quimicos, produciendo radicales libres. Estas
sustancias son especies que contienen uno o mds electrones desapareados en su
orbita externa, son muy inestables y muy reactivas, ya que una vez formadas pueden
captar un electron de otras moléculas cercanas. El organismo dispone de un sistema
de defensa antioxidante capaz de eliminar estos radicales libres que incluye enzimas
como: superdxido dismutasa, la glutation peroxidasa, glutation reductasa, catalasa y
otras. Ademads, existen diferentes sustancias no enzimaticas como glutatién, taurina,

Coenzima Q, vitamina C, E y carotenoides.(Gonzalez, 2000)

En condiciones fisioldgicas, existe un equilibrio entre la generacién y degradacion de
radicales libres pero cuando el equilibrio se rompe, bien por produccién en exceso o
por disminucion de los sistemas de defensa, o ambos casos, se produce lo que se
conoce como dafio oxidativo. Este dafio se debe a la capacidad que tienen los
radicales libres de actuar sobre las proteinas, carbohidratos, lipidos y dacidos
nucleicos de la célula. Cuando los radicales libres interactian con estos componentes
celulares, se originan alteraciones estructurales y funcionales y como consecuencia
de ello, se produce un deterioro de la homeostasis de la célula y la aparicion de

diferentes enfermedades cronicas, e incluso la muerte celular.

El estrés oxidativo se ha implicado en la patogénesis de la diabetes mellitus. El
aumento de los radicales libres empeora la accién de la insulina a nivel periférico,
contribuye a la disfuncién de la célula beta pancredtica y estd relacionado con el
desarrollo de las complicaciones cronicas (Giuliano, 1996; Orasanu, 2009; Yu 2005;

Forbes, 2008).

La diabetes ocasiona hiperglicemia cronica, la cual es producida por numerosos
factores ambientales y genéticos. Es causante de varios signos y sintomas
caracteristicos como: cetoacidosis, alteraciones progresivas de los vasos capilares del

rifién y la retina, asi mismo se encuentra asociada a otras enfermedades como:



angiopatias, nefropatias, hipertension, arterioesclerosis. Los antioxidantes de la dieta
juegan un papel importante en la defensa frente al envejecimiento y a las
enfermedades cronicas como la diabetes mellitus, el céncer, y la enfermedad
cardiovascular En pacientes diabéticos se ha evidenciado una disminucién de los
niveles plasmaticos de enzimas antioxidantes, glutatién y de vitaminas antioxidantes
y por otro lado, existe evidencia de un aumento de la peroxidacién lipidica mediada

por radicales libres (Giuliano, 1996).

Los compuestos antioxidantes inactivan la sobreproducciéon de los radicales libres
implicados en el estrés oxidativo e impiden su propagacién. La suplementacién con
antioxidantes naturales podria tener un efecto benéfico por mejorar la
morbimortalidad de los pacientes diabéticos, de tal forma que podrian prevenir y
retrasar el desarrollo de las complicaciones crénicas de la diabetes (Brown, 2001;

Ceriello, 2009; Ceriello 2004).

La vitamina E actia como antioxidante y protege a los lipidos insaturados de la
autooxidacion, evitando la agresion oxidativa, en especial de los 4cidos grasos
poliinsaturados de las membranas (Mérquez, 2002). Las propiedades de la vitamina
E se derivan de su estructura molecular: es una molécula liposoluble capaz de fijar
radicales libres del tipo O, O%y HO", debido al grupo fenélico. Existen evidencias
que en sujetos diabéticos los radicales libres del oxigeno (EROs) se forman en una
situacion de hiperglicemia y por un aumento de glicosilacién no enzimética de las
proteinas, especialmente de la hemoglobina. Esto trae como consecuencia la
formacion de perdxidos de lipidos, lesionando las proteinas de las membranas,
haciendo que sean mds permeable y finalmente deteriorando su funcién bioldgica.
Tanto la hiperglicemia como una mayor glicosilacién de las proteinas, ejemplo la
hemoglobina, jugarian un rol importante en el desarrollo de la diabetes y en especial
de sus complicaciones como angiopatias, nefropatias, hipertension, arterioesclerosis

acelerada. (Evans, 2003)

Por las evidencias antes mencionadas se estudiara el efecto de la Vitamina E en ratas
diabéticas, su correlacion con los pardmetros bioquimicos y antioxidantes con el fin

de aportar conocimientos para una suplementacién adecuada de esta vitamina



1.2 Formulacion del Problema

(La suplementacion con la Vitamina E en la dieta de las ratas diabéticas disminuye

el estrés oxidativo y mejora los pardmetros bioquimicos?

1.3 Justificacion de la Investigacion

La diabetes es uno de los grandes problemas de salud a nivel mundial, que afecta
cada dia a un mayor ndmero de personas y por ser una enfermedad crodnica, el
tratamiento es costoso y la calidad de vida del paciente se deteriora con el paso del
tiempo. Ante ello se hace necesario evaluar el papel de la vitamina E en la mejora de

los indicadores bioquimicos alterados con esta enfermedad.

Sin embargo, el papel de la vitamina E en la diabetes sigue siendo controversial, ya
que existe discrepancia entre los estudios experimentales y los clinicos. En los
estudios realizados en animales se ha evidenciado los efectos benéficos de la
vitamina E y la diabetes, por lo que la presente propuesta es estudiar en conjunto los
marcadores antioxidantes y los metabdlicos, lo que podria dar nuevas luces al

conocimiento sobre este tema.

Teniendo en consideracion que la ingesta de vitaminas es vital para la salud, los
resultados del presente estudio permitirdn recomendar la administracién de alimentos
ricos en vitamina E o suplementos que contribuyan a restablecer la homeostasis del

metabolismo de carbohidratos, lipidos y estado redox celular en el estado diabético.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Evaluar el estado de estrés oxidativo y marcadores bioquimicos en ratas diabéticas

con dieta suplementada con vitamina E.



1.4.2 Objetivos Especificos

1) Cuantificar el estrés oxidativo, en los grupos de animales en estudio.

2) Determinar el efecto de la suplementacion con vitamina E en la dieta sobre los

parametros bioquimicos del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas

en los grupos de animales en estudio.



2 MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de Investigacion

Oré R. y colaboradores (2000) en el trabajo “Capacidad antioxidante en ratas
diabéticas, rol de la vitamina E”, estudiaron el papel de esta vitamina en ratas
diabéticas, evaluando los cambios en la glicemia, hemoglobina glicada (Hbaic),
lipoperoxidacion, antioxidante totales, alblimina y proteinas totales. Se trabajé con 4
grupos: I control, II control més vitamina E (25 mg/dia), III: diabéticos inducidos con
estreptozotocina (35 mg/kg) y IV diabético més vitamina E. Concluyeron que los
grupos de ratas diabéticos suplementados con vitamina E disminuyeron la glicemia,

la HbA\c, la peroxidacion lipidica y aumentaron los antioxidantes totales.

Céspedes T. y Sanchez D. (2000), en el articulo de revision “Algunos aspectos sobre
el estrés oxidativo, el estado antioxidante y la terapia de suplementacién’; evaluaron
el estrés oxidativo y su papel en la patogénesis de diversos procesos especialmente
en las enfermedades cardiovasculares. Se sabe que el organismo posee mecanismos
que producen y a la vez limitan la producciéon de especies reactivas de oxigeno. La
actividad antioxidante protege a los tejidos del daio oxidativo a través de enzimas
como la superdxido dismutasa, la glutation peroxidasa, la glutation reductasa y la
catalasa. Un exceso de radicales libres suele iniciar el dafio de la pared vascular y en
este proceso se encuentra implicado el colesterol de LDL. Concluyeron que una
suplementacién de antioxidantes disminuye la incidencia de enfermedades

cardiovasculares.

Romay Ch.(2005), estudié la variacién de la capacidad de antioxidante total del
suero (TRAP) respecto del grado de control glicémico, en 104 pacientes diabéticos
(50, tipo 1 y 54, tipo II) y 89 sujetos sanos, evaluando la fructosamina sérica. Se
encontrd una disminucién significativa de la capacidad TRAP en el grupo de
pacientes pobremente controlados (fructosamina 3,5 mmol/L) respecto a los

controles y a los satisfactoriamente controlados. Ademds hallé niveles bajos de



uratos séricos lo que se deberfa a una excrecién urinaria incrementada en los

diabéticos.

Blanco R y colaboradores (2004), realizaron el estudio “Lipoperéxidos (LPO),
actividad antioxidante y factores prooxidantes en adultos mayores con diabetes
mellitus tipo 2”, que tuvo como objetivo determinar la relacion de los niveles
plasmaéticos de lipoperdxidos, actividad antioxidante y factores prooxidantes con la
diabetes mellitus tipo 2 en adultos mayores. Fue un estudio transversal que incluy6
146 sujetos mayores de 60 afos (72 sanos y 74 diabéticos) a los que se le midieron
los lipoperdxidos por el método de TBARS, la actividad de las enzimas SOD y GPx,
y la capacidad antioxidante total (AT). Obtuvieron como resultado, que los LPO
fueron maés altos en los ancianos diabéticos que en los sanos (0,329 £ 0,13 vs 0,293 +
0,09 mmol/L), sin diferencia significativa. La AT mostr6 una actividad
significativamente menor en los sujetos diabéticos que en los no diabéticos (0, 93 +
0,22 vs 1,12 £ 0,23 mmol/L; p < 0,05). Concluyeron que los datos apoyan la
evidencia tedrica de la asociacion etioldgica y fisiopatoldgica del estrés oxidativo
con la diabetes mellitus, lo cual explicaria la influencia del envejecimiento sobre la

mayor prevalencia de la diabetes mellitus en la vejez.

Seven A. y colaboradores (2004), trabaj6é el “Efecto de la suplementacién de la
vitamina E en el estrés oxidativo en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina:
Investigacion en higado y plasma” emplearon 40 ratas albinas machos con pesos de
150 a 200 g, divididos en 4 grupos: controles (G1), control mas vitamina E (G2),
diabéticos (G3) y diabéticos mds vitamina E (G4). La diabetes fue inducida con
estreptozotocina a la dosis de 60 mg/kg y la vitamina E fue administrada via i.p. a la
dosis de 500 mg/kg y el tratamiento fue aplicado por 30 dias. Determinaron en
plasma y en tejido hepatico: lipoperoxidaciéon lipidica como TBA, SOD, GPx,
Glutation. Resultados: los grupos suplementados con la vitamina E presentaron
niveles menores en lipoperoxidacion lipidica, glutatiéon, y niveles mayores en la
SOD. Proponen un nuevo indice para evaluar la eficiencia de la vitamina E, la razén
entre la concentracion de la vitamina E y lipoperoxidacion lipidica tanto en plasma

como en tejido hepético, siendo mayor en los grupos que recibieron la vitamina E.



Obregén O y colaboradores (2005) en el trabajo “Efecto antiglicosilante de las
vitaminas E y C” describen que dicha vitaminas han mostrado que pueden intervenir
en la glicosilacién no enzimadtica de las proteinas al bloquear la unién de los grupos
aminos libres con el carbonilo de la glucosa, interfiriendo con las fases tempranas
reversibles de esta reaccion. Asi mismo, por sus propiedades antioxidantes, estas
vitaminas participan en las fases de autooxidacion de la glucosa, disminuyendo la
produccién de radicales libres de oxigeno aumentadas en el diabético. También
evaluaron el efecto de estas vitamina sobre los niveles de hemoglobina glicada atn
en presencia de niveles elevados de glucosa en sangre en 14 pacientes diabéticos tipo
2, con edades entre 37 a 76 afios (12 mujeres y 2 varones) que recibieron tratamiento
de vitamina E (200 mg/dia) y C (2 g/dia), por 8 semanas. Resultados: hallaron una
reduccién en los valores de hemoglobina glicada tanto a la 4" semana como a la 8"
semana. Concluyeron que las vitaminas E y C, disminuyen los niveles de
hemoglobina glicada, a corto plazo y que sus efectos a largo plazo prevendra de las

complicaciones cronicas de esta enfermedad.

Diaz Arce (2006), en su estudio: “Hiperglicemia y estrés oxidativo en el paciente
diabético”, revisaron algunas evidencias que relacionan a las especias reactivas del
oxigeno con los principales mecanismos que explican las complicaciones observadas
en los pacientes con diabetes mellitus. La generacién de productos de glicosilacién
avanzada, la activacién de la via de los polioles y de las hexosaminas, asi como la
activacion de la protein quinasa C, estdn en estrecha relacion con las especies
reactivas de oxigeno que conducen a un estrés oxidativo crénico en estos pacientes.
También sugirieron que un posible tratamiento antioxidante, puede mejorar el

cuadro clinico de los pacientes diabéticos.

Esthart H y Mukhopadhyay (2006), estudiaron el “Efecto del extracto acuoso del
Ocimunsanctum (tulsi) y la vitamina E sobre los pardmetros bioquimicos y
retinopatia en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina”. Las ratas de estudio
fueron albinas machos de 150 a 200 g de peso, la diabetes fue inducida con
estreptozotocina (60 mg/kg), la administracion del extracto acuoso del
Ocimumsanctum fue a la dosis de 250 mg /kg y la de vitamina E a 544 mg/kg, el
tratamiento dur6 16 semanas. Hallaron que los niveles de glicemia disminuian en los

grupo diabéticos tratados con el extracto Ocimumsanctum y/o vitamina E (p



<0,05); asi mismo reportaron una disminucién en los niveles de Hemoglobina
glicada, Colesterol total, LDL colesterol, VLDL colesterol, triglicérido y
lipoperoxidacién en los grupos diabéticos tratados con el extracto Ocimumsanctum
y/o vitamina E en comparacién al grupo diabético sin tratamiento. Ademas hubo un
incremento en las proteina totales, HDL colesterol, superdxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa en los grupos diabéticos tratados con el extracto
Ocimumsanctum y/o vitamina E en comparacion al grupo diabético sin tratamiento.
En cuanto a la retinopatia se observé una mejora en la retina en los animales tratados

con el extracto Ocimumsanctum y/o vitamina E.

Séanchez M y colaboradores (2008), realizaron el trabajo “Estrés y vitaminas
antioxidantes en pacientes diabéticos tipo 2”, que tuvo como objetivo determinar el
estrés oxidativo, defensa antioxidante y consumo de alimento ricos en vitamina A y
E. Participaron 24 pacientes de 35 a 55 afios con diagndstico reciente de diabetes tipo
2 y se determind: la concentracién de Malondialdehido (MDA) para evaluar el estrés
oxidativo, la defensa antioxidante fue evaluada mediante la determinacion sérica de
la vitamina A y E; CT, TG y el consumo de alimentos ricos en antioxidantes a través
de un cuestionario de consumo. Concluyeron que no se encontré estrés oxidativo en
etapas tempranas de la diabetes pero si una disminucién de los niveles séricos de las
vitaminas A y E. Sugieren que la suplementacion racional de los antioxidantes en los
pacientes diabético tipo 2 retarda la aparicion del estrés oxidativo y las

complicaciones de la diabetes.

Castillo Ble y colaboradores (2008), en su estudio titulado: “Suplementacién con
vitamina E, ;benéfica o daiina?”, realizaron una revisién sobre las caracteristicas de
la vitamina E, sus principales efectos benéficos, su toxicidad potencial y discutieron
los resultados de algunos meta andlisis recientes en relacion al aumento del riesgo de
mortalidad. Aunque en estudios de laboratorio se han observado efectos
potencialmente benéficos de la vitamina E, los resultados de la evaluacion clinica son
inconsistentes. Una situaciéon que ha limitado el conocimiento en esta drea, es la
dificultad para establecer comparaciones entre los diferentes estudios. Existen
diferencias entre sujetos, de tipos de formulaciones, etapas de la enfermedad, y otros
aspectos. El consumo de megadosis de esta vitamina se ha incrementado en muchos

paises. En estudios recientes se ha informado que ademds de su capacidad



10

antioxidante, esta vitamina tiene acciones moleculares precisas que influyen en la
actividad de varias enzimas modulando la expresion de genes y la induccién de
apoptosis. Sin embargo, algunos estudios clinicos y de meta andlisis han informado
que dosis de 400 Ul/dia o mayores de a-tocoferol, se asocian con aumento de indice
de mortalidad. Resulta claro que hasta la fecha, no se tiene un conocimiento
completo de los efectos de estas sustancias a nivel celular y que existe controversia

en los resultados de ensayos clinicos.

Cuerda C y colaboradores (2011), realizaron una revision sistemética con el objetivo
de evaluar la relacion entre el estrés oxidativo y la diabetes, y los posibles efectos
antioxidantes en la prevencion y tratamiento de la diabetes y sus complicaciones. Su
trabajo titulado “Antioxidantes y diabetes mellitus: revision de la evidencia”, reporta
que los estudios de intervencion con diferentes combinaciones de antioxidantes no
han demostrado un efecto beneficioso sobre la mortalidad cardiovascular y global en
diferentes poblaciones, incluidos los pacientes con diabetes mellitus. Tampoco en
estos estudios se ha demostrado un efecto beneficioso de estas sustancias en la
prevencion de la diabetes. La evidencia cientifica actual apoya que estas sustancias
pueden disminuir la peroxidacion lipidica, la oxidacion de las particulas de LDL-
colesterol y mejorar la funcién endotelial y la vasodilatacién dependiente del
endotelio, sin que esto se relacione de forma significativa en el control metabdlico de

los pacientes.

Tavares A y colaboradores (2012), estudiaron el efecto de la suplementacién de
vitamina E (440 Ul/kg) en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (60
mg/kg) por el periodo de 30 dias. Luego del tratamiento determinaron: glicemia,
variacion de peso, perfil lipidico, nivel de urea, creatinina y la actividad antioxidante
de las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa. Trabajaron con
ratas machos de 225 g de peso promedio, distribuidas en 4 grupos: Grupo control
(GI), Grupo Vitamina E (GII), Grupo ratas diabéticas (GIII) y Grupo de ratas
diabéticas con vitamina E (G IV). Hallaron que el tratamiento de la vitamina E
reduce los niveles de: glucosa, urea, Colesterol total, LDL colesterol, VLDL
colesterol y triglicéridos e incrementa la actividad de la Superéxido dismutasa y

glutatién peroxidasa.
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2.2 Bases tedricas

2.2.1 Diabetes

La diabetes mellitus es un trastorno heterogéneo definido por la presencia de
hiperglicemia. Los criterios diagndstico para la diabetes incluyen: 1) glucosa
plasmatica en ayunas > 126 mg/dL; 2) Sintomas de diabetes mds una glucosa
plasmaética aleatoria > 200 mg/dL; o 3) Concentracién plasmatica de glucosa > 200
mg/dL; después de una dosis por via oral de 75 g de glucosa (prueba de tolerancia a
la glucosa). La hiperglicemia se debe en todos los casos, a una deficiencia funcional
en la accion de la insulina, y se deberia a una disminucién en la secrecion de la
hormona a cargo de las células B pancreéticas, menor respuesta a la insulina por los
tejidos blancos (resistencia a la insulina), o a incremento en las hormonas contra

reguladoras opuestas a los efectos de la insulina. (Rossel, 1992)

Como consecuencia de la hiperglicemia crénica, se observa disfuncién y lesién de
diversos Odrganos especialmente o0jos, nervios, corazén, vasos sanguineos;
complicaciones que producen alteraciones del bienestar y una disminucién en la
calidad de vida. (Soc P Endocrinologia, 2008; Atlas de la diabetes, 2013)

Esta enfermedad produce alteraciones del metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas, en conjunto con una relativa o absoluta deficiencia en la secrecién de
insulina y con grados variables de resistencia a la hormona. En el estado diabético
disminuye la captacion de glucosa por los tejidos sensibles a la insulina, esto es,
miusculo y tejido adiposo. La insulina es necesaria para la captacion de glucosa en
estos tejidos y el diabético o bien carece de insulina o ha desarrollado resistencia a la
insulina en estos tejidos. La resistencia a la insulina es una anomalia del receptor de
insulina o en pasos posteriores que mediatizan el efecto metabdlico de la insulina.

(Wolfenbutel, 1996)



12

En 2014, la American Diabetes Association (ADA) clasifica la diabetes

mellitus, segin la tabla 1. (Iglesias, 2014).

TABLA N° 1 clasificacion etiologica de la diabetes mellitus (ada, 2014)

I Diabetes tipo 1
A) Autoinmune.

B) Idiopatica.

I Diabetes tipo 2

IIT Otros tipos especificos de diabetes
A) Defectos genéticos de la célula beta.
B) Defectos genéticos de la accion de la insulina.
C) Enfermedades del pancreas exocrino.
D) Endocrinopatias.
E) Inducida por farmacos o sustancias quimicas.
F) Infecciones
G) Formas poco frecuentes de diabetes mediada por inmunidad.

H) Otros sindromes genéticos, asociados a diabetes.

IV Diabetes gestacional.

Fuente ADA. Iglesias (2014).

2.2.2 Complicaciones bioquimicas de la diabetes:

Glicacién de proteinas.

Cada vez existe mayor evidencia de que niveles elevados de glucosa sanguinea
favorecen la glicaciéon no enzimdtica de las proteinas tisulares de larga duracion,
donde la glucosa se liga quimicamente a los grupos aminos primarios, formandose la
hemoglobina glicada (HbAi). La hemoglobina sufre una serie de lentas
redisposiciones quimicas originando luego una serie de productos avanzados de
glicacion (PAG), que suelen acumularse y que estarian involucrados en la

generacion de EROs. (Wolfenbutel, 1996; Céspedes, 2000).
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Los valores de hemoglobina glicada (HbAic) en sangre permiten diagnosticar la
ocurrencia de la diabetes en meses anteriores a la fecha del examen. Los niveles de
hemoglobina glicada estdn en relacién directa con los niveles de peroxidacién
lipidica que son los resultados del dafio ocasionado por los radicales libres. Asi
mismo, los sistemas antioxidantes en el organismo se encuentran disminuidos y para
aliviar el dafio ocasionado por los radicales libres y evitar la propagacion de la
peroxidacion lipidica se consume la vitamina E por su accién antioxidante a nivel

de lipidos. (Young 1995).

La hiperglicemia con el paso del tiempo causa problemas en ciertos 6rganos y
tejidos, tales como los rifiones, los nervios, pies y los ojos. Tener diabetes, también
puede aumentar el riesgo de tener enfermedades cardiacas y trastornos éseos y
articulares; conocidos como complicaciones de la diabetes. La hiperglicemia crénica
es el factor patoldgico principal en relacion al desarrollo de complicaciones que se
presentan en la diabetes mellitus. Hoy en dia, se admite la existencia de una estrecha
relacion entre la diabetes y la intensidad de la afeccién micro y macro vasculares.
Estas complicaciones se tratan de explicar a partir de los trabajos experimentales,
que han permitido clarificar cada vez mds los mecanismos de las lesiones
derivados de la hiperglicemia persistente (Young, 1995). Experimentos realizados
por Engerman y Kern (Gonzales, 1992) en perros hiperglicémicos inducidos con
aloxano, demostraron que los animales diabéticos no controlados desarrollaron

retinopatias.

La posible relacion entre hiperglicemia y estrés oxidativo ha sido avalada por otros
experimentos in vitro e in vivo. Un estudio en la linea de células beta pancredticas
MIN-6 expuesta por 2 h a elevadas concentraciones de glucosa estimuld la
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) detectada por la tincién del di-
acetado-2",7 -diclorofluoresceina. Ademds se produjo una marcada disminucién de

los niveles de alfa tocoferol en las membranas de este tipo celular.(Romay 1996)

El beneficio de un buen control de la glicemia y del perfil lipidico en las
complicaciones que se presentan en la diabetes son actualmente comprendidas,
aumentando el dafio oxidativo y disminuyendo el estado antioxidante causa la

progresion de esta enfermedad. Las defensas antioxidantes estan localizadas tanto
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fuera como intracelularmente, lo que va permitir proteger al organismo del estrés
oxidativo, siendo la vitamina E una de vitaminas mds estudiadas por su potencial

antioxidante a nivel de membranas lipidicas. (Cleir, 1990)
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Figura N° 1. Proceso de Glicacion no enzimatica de proteinas
(A) Formacién de la base de Schiff. (B) Reordenamiento de Amadori. A través de
una serie de reacciones complejas los productos de Amadori pueden originar
derivados con estructura imidazdlica (C) pirrdlica (D) y otras diversas (iminas,
furanos, piridinas, etc).
Fuente.http://www.ciencia.cl/CienciaAlDia/volumen3/numero2/articulos/articulo2.

Conversion de la glucosa en fructosa por via del sorbitol

El mecanismo alterno para metabolizar la glucosa consiste en convertirlo en un
poliol por reduccién del grupo aldehido a hidroxilo, dando como resultado la
formacién de sorbitol, mediante la enzima reductasa de aldolasa. Esta enzima se
encuentra en muchos tejidos, como cristalino, retina, higado, rindn, placenta,
eritrocitos, ovarios y vesiculas seminales. La enzima deshidrogenasa de sorbitol

oxida al sorbitol en fructosa en las células del higado, ovario, espermatozoide y
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vesiculas seminales; es por ello que las células espermaticas utilizan la fructosa como

fuente de energia a partir de la glucosa. (Champe, 2007)
H
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Figura N° 2 Conversion de la glucosa en fructosa.
Fuente tomado de Champe (2007)

En el cristalino de los diabéticos, puede acumularse el sorbitol con edema celular
disminuyendo la transparencia del cristalino provocando cataratas en el ojo.

(Silbernagl, 2010)

2.2.3 Induccion de diabetes experimental

La diabetes experimental se induce por varios métodos: (Ramos 1994; Sharma 2010;
Garcia 2005)

1) Por remocion quirdrgica parcial o total del pancreas.

2) Induccién quimica: Usando agentes quimicos para producir la diabetes, entre los

mads usados se tiene al aloxano y a la estreptozotocina.

Aloxano.

Compuesto cuya propiedad diabetogénica es mediada por una interaccién a nivel de
membrana en la célula beta alterando su permeabilidad, generando necrosis selectiva
de las células B de los islotes pancredticos; los preparados deben ser recientes y no
envejecidos para evitar su posible oxidacion. En ratas albinas se utiliza la dosis de
150 mg /kg de peso, ala concentracién de 10 % y por via intraperitoneal. A las 48 h

, produce hiperglicemia que puede sobrepasar los 438 mg %, posterior al tercer dia se
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requiere de la administracion de insulina para no sobrepasar la hiperglicemia arriba

de los 500 mg %. (Ramos, 1994).

Figura N° 3 Aloxano.

Fuente:www.bing.com/images/search?q=aloxano

Estreptozotocina.

Sustancia selectiva para las células beta, se fija a la membrana reconociendo algunos
receptores sobre las células B, causando diabetes permanente. Se aplica a la dosis de
45 mg / kg de peso por via intramuscular o intraperitoneal y genera hiperglicemia a
las 24 h con valores arriba de los 300 mg % de glicemia.

La hiperglicemia es menos marcada con la esptreptozotocina que con el aloxano en

los primeros dias de la inyeccion. (Ramos, 1994).

OH

HO OH
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Figura N° 4 Estreptozotocina

Fuente: www.bing.com/images/search?q=estreptozotocina& FORM=HDRSC2#view=detail&id
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2.2.4 Especies reactivas de oxigeno.

Los radicales libres son especies moleculares muy reactivas con un electrén no
apareado, con un tiempo de vida media muy corta del orden de 10 a 10'% s, que al
colisionar con otra moléculas para sustraer o donar un electrén, logran la estabilidad.
Este proceso genera un nuevo radical a partir de la molécula con la cual colisiono.
Los radicales mds perjudiciales en sistemas bioldgicos son los radicales del oxigeno,
conocidas como especies reactivas del oxigeno (EROs), entre los que tenemos al
radical superéxido (‘O2°), hidroxilo (‘OH) y perhidroxilo (‘O2H), radical peroxilo
(OOR), per6xido de hidréogeno (H202). El dafio al tejido causado por radicales del
oxigeno suele llamarse dafio oxidativo y los factores que protegen contra dafio por el
radical de oxigeno se conoce como antioxidantes.

La interaccion de radicales libres con bases del DNA puede llevar a cambios
quimicos que si no son reparados pueden heredarse en las células hijas, el dafio por
radical de 4cidos grasos insaturados en membranas celulares y proteinas plasmaéticas
conduce a la formacién de peréxidos de lipidos y después a dialdehidos muy
reactivos que pueden modificar quimicamente proteinas y bases de acidos nucleicos
y finalmente el dafio por radicales puede generar mutaciones, cincer, enfermedad

autoinmunitaria y ateroesclerosis. (Bender, 2009).

2.2.5 Fuentes de Radicales Libres del Oxigeno.

1) Fuente Extracelular: Humo de cigarrillos, luz solar, oxidacién por drogas
(CCl4), radiaciones ionizantes, sustancias ciclicas de naturaleza redox como
paraquat (herbicida bipiridilo no selectivo que se utiliza para el control de
malezas).

2) Fuente Intracelular: Transporte de electrones mitocondriales, reacciones del
complejo citocromo P450 en el metabolismo xenobidtico en el reticulo
endoplasmatico, de 4cidos grasos en los peroxisomas, el NADPH oxidasa de
membrana (especialmente en células inflamatorias), células fagociticas,
subproductos de reacciones enzimdticas como en la xantina oxidasa. (Bender,

2009)
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2.2.6 Daiio de los radicales libres a las biomoléculas

Cuando las especies reactivas oxidantes superan las defensas antioxidantes se
produce el daino oxidativo a macromoléculas como: las proteinas, lipidos insaturados,

acidos nucleicos y los carbohidratos. (Venero, 2002; Gonzélez, 2000)

Proteinas.

Las proteinas son modificadas de diferentes maneras por EROs. Por ejemplo.

a) Puede reaccionar directamente con el ligando metdlico de metaloproteinas, por
ejemplo, el hierro de la hemoglobina puede reaccionar con el radical superéxido
o el peréxido de hidrégeno para formar metahemoglobina, la catalasa es inhibida
por el anioén superdxido (O2~) que la convierte en sus formas inactivas ferroxi y
ferrilo; el peréxido de hidrégeno reduce al Cu*? de la superéxido dismutasa Cu-Zn
a Cu*!, reaccionando después con él y generando luego el radical hidroxilo. Este a
su vez, ataca un residuo adyacente de histidina del centro activo del enzima,
necesario para la actividad catalitica.

b) Las proteinas con proporciones elevadas de triptéfano, tirosina, fenilalanina,
histidina, metionina y cisteina pueden sufrir modificaciones de aminodcidos
mediados por radicales libres, asi se ha observado que la gliceraldehido -3-
deshidrogenasa y la super6xido dismutasa, que dependen de estos aminodcidos

para su actividad, se inhiben en presencia de radicales libres.

c) Los enlaces peptidicos son susceptibles de ser atacados por los radicales libres,
estos pueden romperse tras la oxidacion de residuos de prolina por radicales

hidroxilo o superdxido.

Lipidos.

La oxidacién de los lipidos membranales provoca alteraciones en la permeabilidad, o
la pérdida de la integridad de la membrana plasmética y la de los organelos celulares.
En relacién a la permeabilidad se afectan tanto el transporte pasivo como el activo.
La peroxidacién (autooxidacion) de lipidos expuesto a oxigeno no sélo causa
deterioro de alimentos (rancidez) sino también dafia tejidos o puede ser causa de

cancer, enfermedades inflamatorias, ateroesclerosis y envejecimiento. Los efectos se
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originan por los radicales libres (ROO, RO’, OH") producidos en el transcurso de la

formaciéon de perdxido a partir de dcidos grasos que contienen dobles enlaces
interrumpidos por metileno. La peroxidacion lipidica es una reaccion en cadena que
proporciona un aporte continuo de radicales libres que inician peroxidacién
adicional. El dafio por radical de dcidos grasos insaturados en membranas celulares,
conducen a la formacion de perdxidos de lipidos y después a dialdehidos muy
reactivos que pueden modificar quimicamente proteinas y las bases de los acidos

nucleicos.

Acidos Nucleicos.

El dano provocado a nivel del ADN por los radicales libres puede generar
mutaciones somaticas, que llevarian a la sintesis de proteinas defectuosas y a la
generacion de transformaciones malignas. El ADN es susceptible de ser daiiado por
los radicales libres a nivel de la desoxirribosa, e induce el rompimiento del enlace
entre este azucar y el grupo fosfato del siguiente nucleétido, mecanismo mediante el
cual se produce el rompimiento de la cadena sencilla, los que pueden ser reparados
por medio de las enzimas. Los radicales hidroxilo tienen la capacidad de reaccionar
también con las bases nitrogenadas del ADN, entre los tipos de alteraciones que
puede observarse son las substituciones, delecciones y con menor frecuencia las
inserciones. Las mutaciones se establecen cuando una cadena de ADN dafiada es

copiada durante la duplicacion.

Carbohidratos.

Los carbohidratos son dafiados por los radicales libres en menor proporcidn que otras
moléculas. Azicares tales como glucosa, manitol o ciertos desoxiazicares pueden
reaccionar con el radical hidroxilo para producir sustancias reactivas, asi también los
polisacaridos pueden sufrir el ataque de los radicales libres, en este caso,
fragmentdndose a unidades mads sencillas, como la despolimerizacién del &cido

hialurénico.
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Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que tiene la capacidad de neutralizar los radicales
libres; estas sustancias tienen la propiedad de combatir las deficiencias asociadas al
estrés oxidativo, tales como las enfermedades cardiovasculares, reumadticas y a
eventos tan comunes en los seres humanos como el envejecimiento. Un antioxidante
es definido como la sustancia, que al estar presente en baja concentracion, retarde o
inhiba significativamente la oxidacién de otra sustancia (Lopez 2007).
Las sustancias antioxidantes se clasifican en dos principales sistemas, el enzimatico y
el no enzimadtico; también conocidos como enddégenos y exdgenos respectivamente;
las cuales pueden actuar tanto en el espacio intracelular como en el extracelular.
El primer sistema de defensa comprende a las enzimas: superéxido dismutasa CE
1.15.1.1, catalasa CE 1.11.1.6, glutation peroxidasa CE 1.11.1.9, tiorredoxina
reductasa CE 1.8.1.9 y glutatién reductasa CE 1.8.1.7. La super6xido dismutasa
permite la dismutaciéon del i6n superéxido en peréxido de hidrégeno y cuya
acumulacién se evita por el sistema de catalasa (CAT)/glutation peréxidasa (GSH-
PX), transformédndolo en oxigeno no molecular, agua y glutation oxidado (Zamora,
2007).
El segundo sistema de antioxidantes no enzimdtico o exdgeno, es un sistema
paralelo al primero y especialmente util cuando el sistema endégeno se satura. Est4
determinado por una serie de compuestos llamados depuradores de radicales libres;
los cuales intervienen logrando retrasar la produccién de los radicales libres.
Algunos antioxidantes no enzimadticos en las células son el glutatién, el acido
lipoico, la bilirrubina, las ubiquinonas, fenoles, polifenoles, la vitamina E, la
vitamina C, la vitamina A y los carotenoides; mientras que los minerales selenio,
cobre, zinc y magnesio forman parte de la estructura molecular de algunas de las
enzimas antioxidantes (Zamora, 2007).
Se ha relacionado al consumo de frutas, verduras, hierbas y otros alimentos con una
menor incidencia de enfermedades degenerativas, debido al alto contenido de
varios antioxidantes (principalmente carotenoides, vitaminas C y E) que se
encuentran presentes en éstos alimentos; los cuales neutralizan la accién de los
radicales libres, desempefiando una funcién fundamental en la prevencion de éstas

enfermedades, logrando un efecto positivo en la salud publica (Carranco, 2011).
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2.2.7 Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es definido como la pérdida del equilibrio entre la produccién de
radicales libres o de especies reactivas del oxigeno y los sistemas de defensa
antioxidantes, y que afecta sobre los carbohidratos, lipidos y las proteinas, ademas,
estd relacionada con la progresiéon de diferentes enfermedades crénicas como
ateroesclerosis, nefropatia, retinopatias neuropatias o con la apoptosis. En la
diabetes mellitus el estrés oxidativo se da a través de diferentes mecanismos
bioquimicos como la glucosilaciéon excesiva de proteinas generando productos de
glucosilacién intermedia y avanzada como la hemoglobina glicada aumentada en los
diabéticos, la autooxidacion de la glucosa a partir de la enolizacién de la glucosa con
formacion de productos intermedios como la 3-desoxiglucosona y la activacién de la
via de los polioles a través de la participacion enzima aldosa reductasa con

acumulacién intracelular de sorbitol y fructosa (Villa, 2000)

2.2.8 Los antioxidantes también pueden ser prooxidantes (Bender, 2009)

El ascorbato es un antioxidante que reacciona con superéxido e hidroxilo para dar

monodehidroascorbato y peréxido de hidrégeno o agua.

Ascorbato + O, — 5  H20» + monodehidroascorbato

Ascorbato + OH — H;0 + monodehidroascorbato

El ascorbato también puede actuar como prooxidante al reaccionar con el Oxigeno o

Cu*? para generar el radical superéxido o hidroxilo.

Ascorbato + O» — % O2° + monodehidroascorbato
Ascorbato+ Cu*? —— Cu* + monodehidroascorbato
Cu™+ H»0, — 5 Cu"” + OH +OH

Para la actividad prooxidante del ascorbato se requiere de valores altos del mismo y

es poco probable que se alcancen en los tejidos, con valores en plasma de ascorbato



22

de 30 mmol/L, se llega al umbral renal y en ingestiones por arriba de los 100 a 120
mg /dia la vitamina se excreta en la orina.

El betacaroteno es un antioxidante que atrapa radicales en condiciones de presion
parcial baja de oxigeno, a presiones altas de oxigeno como en los pulmones y en
concentraciones altas, el betacaroteno es un prooxidante auto catalitico y puede

dafiar los lipidos y proteinas por radicales.

2.2.9 Vitamina E

La vitamina E corresponde a una familia de 8 sustancias relacionadas, los tocoferoles
y los tocotrienoles. Reyna Evans (Reyna, 2002) propuso el nombre de tocoferol, que
significa transportar (pherein) al nacimiento (tocos), dado que es necesaria para que
las ratas gestantes se reproduzcan y amamanten a sus crias.

Las cuatro formas principales de vitamina E son designadas como alfa, beta, delta y
gamma, segln el nimero y posicién de los grupos metilos en el anillo cromanol

(Figura 5).

CHa

COMPUESTO R1 R2 R3

a — tocoferol CH3 CH3 CH3
B — tocoferol CH3 H CH3
v — tocoferol H CH3 CH3
O - tocoferol H H CH3

Figura N°5 Formas quimicas de la vitamina E

Fuente: http://www.3tres3.com/nutricion/el-papel-de-la-vitamina-e-en-la-inmunidad 1378/4-11-2014
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La esterificacion del grupo fenol del anillo cromanol con acetato, succinato o
nicotinato protege de la oxidacién a la molécula de tocoferol. Pero, como este grupo
fenol es el lugar activo para la funcién antioxidante de la vitamina E, los ésteres de
tocoferol han de ser hidrolizados para que la vitamina E pueda desarrollar la

actividad bioldgica.

Los actuales métodos de andlisis del tocoferol en el plasma, tejidos, alimentos,
aceites y otras sustancias se basan en la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC). Esta técnica permite separar y analizar los diferentes tocoferoles: alfa, delta,

gamma.

2.2.10 Absorcion y metabolismo de la vitamina E

La vitamina E alimentaria estd formada fundamentalmente por los tocoferoles alfa y
gamma, de los que suele absorberse de 20% a 50%. Debido a su naturaleza
hidrofébica, la vitamina E se absorbe de manera similar a la grasa. Los acidos
biliares secretados por el higado la solubilizan para que puedan atravesar el medio
acuoso de la luz intestinal y alcanzar las células intestinales absortivas. Antes de la
absorcion, las estearasas pancredticas y las enzimas de la mucosa intestinal
hidrolizan los ésteres de vitamina E. En la mucosa intestinal, la absorcion se efectia
por difusién pasiva, la vitamina E puede absorberse también en forma de micelas
intactas que penetran en las células de la mucosa, una vez dentro de los enterocitos,
los tocoferoles alfa y gamma libres quedan incorporados a otros productos de la
digestién de los lipidos de la dieta y a las apolipoproteinas producidas por las células
intestinales en los quilomicrones, que la transportan a través de los vasos linfaticos
mesentéricos y del conducto tordcico hasta la circulacion sistémica. Por tanto,
cualquier proceso que altere la digestion de la grasa alimentaria puede provocar una

absorcion defectuosa con posible deficiencia de vitamina E. (Zorrilla, 2002)

Inicialmente, la vitamina E es transportada en los quilomicrones, luego la vitamina
E puede liberarse hacia los tejidos o ser transferida a lipoproteinas de alta densidad
(HDL). Sin embargo, gran parte de la vitamina E absorbida vuelve al higado en los
remanentes de los quilomicrones y es captada por los hepatocitos. En los hepatocitos,

la vitamina E se separa de las lipoproteinas y se une a la proteina hepdtica de
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transferencia de tocoferol, una proteina citosdlica de 30 kDa, donde es transportado
al reticulo endoplasmético o al aparato de Golgi para ser empaquetado en VLDL

(Obregbn, 2005).

Una vez en la VLDL circulante, el alfa tocoferol puede ser transferido a la HDL
durante la lipdlisis de la VLDL en la circulacién, puede viajar con el nicleo de
VLDL durante su conversién a LDL en la circulacién, o puede volver al higado con
los remanentes de VLDL. Una pequeiia cantidad de los tocoferoles alfa y gamma que
penetran en el higado puede aparecer en la bilis, posiblemente como producto de

excrecion (Marquez, 2002).

2.2.11 Concentracion y Fuentes de la Vitamina E

En los adultos normales, la vitamina E en plasma oscila entre 5 a 20 ug/mL, siempre
que los valores de los lipidos sean normales. Los valores de los nifios y los lactantes
son ligeramente inferiores a los de los adultos, especialmente en los recién nacidos
prematuros, cuyos niveles séricos de lipidos son bajos, y los niveles de alfa-tocoferol

son aproximadamente la mitad que los de los adultos (Evans, 2003).

Las fuentes mads ricas de vitamina E son los aceites vegetales (soja, maiz, semilla de
algodon), los productos derivados de estos aceites (margarina, grasa para cocinar y
mayonesa), el germen de trigo, nueces, otros cereales.Los tocoferoles se encuentran
en los huevos, los aceites vegetales y el germen de trigo. Las carnes, el pescado, la
grasa animal y la mayorfa de las frutas y vegetales contienen poca cantidad de
vitamina E; las verduras aportan cantidades apreciables. Algunos de los derivados de
los aceites contienen mdas tocoferol gamma que alfa. Durante el procesamiento,
almacenamiento y preparacion de los alimentos pueden perderse cantidades

considerables de tocoferol (Zorrilla, 2002).

El recambio de la vitamina E en el higado es rdpido, por lo que nunca se acumula
gran cantidad en este tejido, sin embargo, en el adiposo si se almacena a largo plazo.
La acumulacién como la liberacién de la vitamina E en el tejido adiposo es lenta. El

musculo almacena gran parte de los depdsitos orgdnicos de tocoferol. La vitamina E
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se encuentra casi exclusivamente en las gotitas de grasa de las células adiposas, en

todas las membranas celulares y en las lipoproteinas circulantes. (Obregén, 2005)

2.2.12 Mecanismos fisiologicos de la vitamina E

La funcién fisioldgica de la vitamina E es la de un limpiador de los radicales libres,
evitando asi que los radicales libres y oxidantes lesionen a los 4cidos poliinsaturados
de las membranas celulares, a las proteinas ricas en grupos tiol de las membranas y
del citoesquelético, y a los dcidos nucleicos (Giuliano, 1996).

En condiciones normales se generan especies de oxigeno reactivo y radicales libres
(RL) en contraparte a ello el organismo ha evolucionado un complejo sistema de
antioxidantes enzimdticos y no enzimdticos que tienen por objeto destoxificar los
RL.

La vitamina E es uno de los factores primordiales de este sistema de defensa, ya que
es soluble en los lipidos y, por tanto, puede proteger directamente a las membranas
celulares. Otros antioxidantes son la vitamina C, el B-caroteno y el selenio. Al
reaccionar con un RL, la molécula de tocoferol se convierte en radical tocoferil, que

puede ser reducido de nuevo a tocoferol por la vitamina C o por el glutation.

Los efectos fisiolégicos potenciales de la vitamina E estdn relacionados con su
actividad antioxidante. En estudios con animales de experimentacion, la vitamina E
protege frente a los metales pesados, las hepatotoxinas que generan radicales libres y

diversos farmacos que provocan lesiones por oxidacién (Orasanu, 2009).

2.2.13 Efecto antioxidante de la vitamina E

La vitamina E incluye a un grupo de lipidos relacionados como los tocoferoles y
tocotrienoles, de todos ellos, el compuesto activo que con mayor frecuencia se
denomina vitamina E es el a-tocoferol. Los tocoferoles son antioxidantes bioldgicos,
que reaccionan con las formas mads reactivas del oxigeno y otros radicales libres.
Los radicales libres pueden atacar a los dcidos grasos insaturados presentes en los

lipidos de membrana oxiddndolos y ocasionando fragilidad celular.
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La funcién de la vitamina E como un antioxidante natural, evita la oxidacion de los
componentes celulares por radicales libres, por ejemplo, los &cidos grasos
poliinsaturados presentes en las membranas celulares y protege contra el desarrollo
de cardiopatias evitando la oxidacion de LDL. (Gonzales, 1992). Los estudios
epidemioldgicos han demostrado que los niveles plasméticos de tocoferol son
inversamente proporcionales a la incidencia de cardiopatia isquémica en diversas
poblaciones humanas (Yu, 2005). La base de estas observaciones parece ser que la
LDL oxidada es un factor iniciador de la ateroesclerosis. Los suplementos de
vitamina E protegerian a la LDL de la oxidacion, evitando la propagacion iniciada

por el ataque de los radicales libres (Forbes, 2008).

Ademads, la vitamina E protege al sistema nervioso, al misculo esquelético y la retina
ocular frente a la oxidacién (Brown, 2001). Para el buen desarrollo de los sistemas
neuromusculares humanos, y para el funcionamiento adecuado de la retina, es
necesario que la ingesta y la absorcién sean adecuadas. La produccién de
neurotransmisores en el sistema nervioso va acompaflada de la generacién de
grandes cantidades de radicales libres, por lo que es esencial evitar los dafios
causados por los radicales libres en las mitocondrias y en las membranas axonales

del sistema nervioso.

2.2.14 Mecanismo de regeneracion de la vitamina E (a-Tocoferol)

El radical peroxilo LOO* puede abstraer hidrégeno de moléculas con enlaces
débiles como el OH del a -tocoferol y se producen una serie de reacciones en las que
intervienen el ascorbato y el glutatién reducido que permiten la regeneracién de la
vitamina E.
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LOO a¢-Tocoferol  Ascorbilo Glutat;dn NADP
reducido
) Glutation
LOOH Tocoferilo  Ascorbato ) NADPHH'
oxidado

LOO*: radical peroxilo; LOOH: lipoperoxido;
NADPY: nicotinamin adenin dinucledtido fosfato (forma oxidada)
MADPH.HY: nicatinamin adenin dinucledtide fosfato (forma reducida)

Figura 6 Mecanismo de Generacion de la Vitamina E (a-Tocoferol)

Fuente: Céspedes, T.; Rev Cubana Cardio 2000; 14(1):56

2.3 Glosario de términos.

Acido trico.- Es uno de los mayores antioxidantes presentes en suero. Es un barredor
de radicales peroxilo, radicales hidroxilo y oxigeno singlete. El 4cido trico es un

subproducto del metabolismo de las purinas en los seres humanos y otros primates.

Antioxidante.- Cualquier sustancia que estando en concentracién mucho maés baja
que la de cualquier sustrato oxidable por un radical libre, previene o demora la
oxidacién de dicho sustrato. El antioxidante posee una estructura quimica apropiada
para reaccionar facilmente con un radical libre con un costo minimo para el

organismo.

Antioxidante totales (TAS).- Concentracion de antioxidantes totales presentes en el

suero.

Colesterol Total (CT).- Alcohol esteroideo, blanco e insoluble en agua.
Participa en la estructura de algunas lipoproteinas plasmdticas y su presencia en
exceso se atribuye la génesis de la aterosclerosis. Esterol eucariético que en animales
superiores es precursor de dcidos biliares y hormonas esteroideas.

Equivale a la suma de las fracciones: HDL, LDL, VLDL.



28

Diabetes experimental.- Procedimiento quimico de laboratorio que permite inducir a

la diabetes en animales.

Diabetes Mellitus.- Enfermedad producida por una deficiencia de la accién de la

insulina en el cuerpo.

Estreptozotocina (STZ).- Antibidtico antitumoral del grupo de las nitrosoureas. Su
indicacion principal es el tumor de islotes celulares del pancreas. Por esta razon es
utilizado en investigacion basica donde produce diabetes mellitus en los animales

por destruccién de las células que producen insulina.

Estrés Oxidativo.- Se  define como una perturbacion del equilibrio entre
prooxidantes y antioxidantes, con un desplazamiento a favor de los primeros, de
modo tal que esta alteracién da lugar a cambios en las biomoléculas y de hecho a las
modificaciones funcionales en los lugares donde las mismas se encuentren en un

momento dado.

Glicemia.- Niveles de glucosa en la sangre, cuyos valores en humanos es de 70 a

110 mg%  Semejante al de las ratas.

HDL -c.- Contenido de colesterol presente en la Lipoproteina de alta densidad

Hemoglobina Glicada.- Glicosilacién del grupo e-amino de residuos de

lisina y los aminos terminales de la hemoglobina.

LDL-c.- Contenido de colesterol presente en la Lipoproteina de baja densidad

Lipoperoxidacion lipidica.- Reaccion autocatalitica donde un radical libre oxida a
una molécula de 4acido graso poliinsaturado transformédndolo en un radical de acido
graso, que a su vez puede oxidar a otra molécula de acido graso. La peroxidacién
lipidica genera numerosos productos como malondialdehido, 4-hidroxinonenal,
dienos conjugados, carbonilos y oxigeno singlete que pueden ser determinados

mediante diversas técnicas y constituyen métodos de medicion de estrés oxidativo.
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Malondialdehido (MDA ).- producto téxico derivado de la oxidacién de los

lipidos y que es ampliamente utilizado como marcador de lipoperoxidacion.
Radicales libres.- Atomo o grupos de dtomos que tiene un electrén no apareado.

Triglicéridos (TG).- Compuesto consistente en tres moléculas de dcido graso

esterificados con el glicerol.

Vitamina E.- Compuesto liposoluble con actividad antioxidante bioldgica similar al

alfa tocoferol y otros isémeros del tocoferol y tocotrienoles.
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3 METODOLOGIA

3.1 Estudio

3.1.1 Tipo y Diserio de Investigacion

Tipo Experimental por la intervencion de la diabetes experimental

3.1.2 Unidad de analisis

Animales de experimentacion: ratas Sprague-Dowley albinas machos

3.1.3 Tamaiio de la muestra

24 ratas albinas distribuidas en 6 ratas por cada grupo segun tratamiento.

3.1.4 Seleccion de muestra
Luego del periodo de aclimatacién en el bioterio, las ratas se distribuyeron en los

grupos en forma aleatoria.

3.1.5 Lugar

Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion. (CIBN). Bioterio de la

Facultad de Medicina, UNMSM. Lima. Peru.

3.1.6 Técnicas de recoleccion de Datos
Los pardmetros bioquimicos en suero o sangre se describen a continuacién en

materiales y métodos.
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Material biologico

Los animales fueron obtenidos del Centro Nacional de Alimentacién Nacional
(CENAN) y tuvieron un periodo de aclimataciéon en el bioterio del Centro de
Investigacion de Bioquimica y Nutricion (CIBN) de la Facultad de Medicina
Humana durante 1 semana.

Se usaron ratas albinas machos Sprague-Dowley (n=24) de un peso aproximado de
250 a 280 g, colocados en jaulas individuales, en condiciones ambientales de
temperatura promedio 22 — 25°C., humedad, luz oscuridad, controlados y agua ad
libitum.

Se control6 el peso interdiario durante el tiempo de experimentacién con una balanza

electrénica con una precision de 0,1g.

3.2.2 Diabetes experimental

Se indujo a la diabetes experimental después de 12 horas de ayuno con
estreptozotocina (SZT) administridndola por via intraperitoneal (i.p.) a una dosis de
35 mg/kg de peso.

La solucién de estreptozotocina se preparé en buffer citrato 10 mM pH 4,5 y se
administré dentro de los 10 minutos de su preparacién (Jurupe 1998).

Se midi6 la glicemia basal dia a dia con un equipo Glucotest y en aquellos animales
cuya glicemia superaba los 300 mg /dL, se les administré insulina de accién lenta a
la dosis de 4 U/kg de peso hasta la estabilizacion de los valores.

Se consider6 como ratas diabéticas a las que presentaron valores de glicemia

superior a 150 mg /dL y menores de 350 mg/dL. (Jurupe 1998)

3.2.3 Disenio experimental

Se formaron 4 grupos experimentales en forma aleatoria, segtin lo siguiente:

G1: Control con dieta estandar.
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G2: Control con dieta estandar + vitamina E (900 mg/kg de dieta).

G3: Diabético con dieta estandar.

G4: Diabético con dieta estandar + vitamina E (900 mg/kg de dieta).

La tabla 2 muestra la composicion de la dieta estdndar que recibieron los animales

del presente estudio.

Tabla N° 2: COMPOSICION DE LAS DIETAS (g), SEGUN GRUPOS

DIETA CONTROL | DIETA CON VIT E
COMPONENTE GRUPOS

G1, G3 G2, G4
Proteinas (g) 181,695 181,695
Lipidos (g) 145,060 145,060
Carbohidratos (g) 560,342 560,342
Fibra (g) 15,108 14,258
Minerales (g) 38,349 38,349
Mezcla Vitaminas (g) 37,720 37,720
Agua (g) 21,676 21,676
Vitamina E (g) 0,050 0,900
TOTAL (g) 1000 g 1000 g
TOTAL DE Cal 4 273,688 Cal 4 273,688 Cal

La Vitamina E se adquiri6 en la farmacia Universal y se usé como suplemento
vitaminico, grageas de 1 g de vitamina, Natural E 1000 IU de alfa tocoferol acetato

de la Casa Comercial GNC (1 mg acetato de a-Tocoferol equivale 1 UI)

Los animales consumieron entre 25 a 30 g de dieta por dia equivalente a un consumo
de 1,25 a 1,5 mg de vitamina E por dia en la dieta control no suplementada y en la
dieta suplementada corresponde a un consumo diario de Vitamina E de 22,5 a 27 mg

por dia.
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Después de 8 semanas de tratamiento, los animales fueron sacrificados siguiendo
las recomendaciones éticas para el trabajo con animales de laboratorio, y se extrajo

la muestra sangre. Para las pruebas bioquimicas se usé suero.

3.3 Determinaciones Analiticas:

3.3.1 Determinacion de Glucosa:

Se realizé mediante el uso de un glucometro y de tiras reactivas que contienen la
enzima glucosa deshidrogenasa La glicemia se determiné tomando la gota de sangre
directamente de la cola, que se deposit6 en la tira reactiva de Hemoglucotest. Se usé
el equipo Reflolux S de Boenringer Mannheim para determinar la concentracion de
la glicemia, con una precisiéon + 5 mg/dL.

Principio de medicion: Determinacion fotométrica de la glucosa mediante tincion

de glucosa con oxidorreductasa.

Valores de referencia: Glicemia Normal: 70 a 110 mg/dL.

Diabetes: 150 a 350 mg/dL

3.3.2 Determinacion de Hemoglobina Glicada (HbA1.)

Se determiné en sangre, mediante el método de Cromatografia en columna de
intercambio catiénico. El eluato se midi6 en el espectrofotometro a 415 nm.
(BioSystems, 1985).

Fundamento del método. Después de preparar un hemolizado, donde se elimina la
fraccion ldbil, las hemoglobinas son retenidas por una resina de intercambio
cationico, eluyéndose de forma especifica la hemoglobina Ac previa eliminacion por
lavado de 1la HbA a4, La estimacion del porcentaje de la HbA . se realiza por lectura
de la absorbancia a 415 nm. Los resultados se expresa en % de Hemoglobina de

Glicada, tomando como base (100 %) la hemoglobina total.
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Valores de referencia en humanos: menor de 5,7 % normal, 5,7 % a 6,0 % pre

diabético y mayor de 6,0 % diabético. (BioSystems 1985)

3.3.3 Determinacion de Colesterol Total, HDL colesterol y LDL colesterol.

El colesterol sérico se determind enzimdticamente, midiéndose luego en el
espectrofotometro a la longitud de onda de 505 nm.
Para la determinacion de HDL colesterol y LDL colesterol se precipito las fracciones
especificamente para luego determinar colesterol en los sobrenadantes. (Valtek
1998).
Valores de referencia: Colesterol Total menores de 120 mg % normal

LDL c menores de 70 mg %

HDL ¢ mayores de 35 mg %

Fundamento: El Colesterol se determina por accién enzimdtica: el Colesterol éster
hidrolasa que libera al colesterol de los ésteres de colesterol, el Colesterol oxidasa
que oxida al colesterol liberado, produciendo peréxido de hidrégeno, el cual en
presencia de la enzima Peroxidasa reacciona con el sistema cromogénico (4-
aminoantipirina y el dcido p-hidroxibenzoico) formando un compuesto coloreado que

absorbe a 505 nm.

3.3.4 Determinacion de Triglicéridos.

En suero, se cuantifica con reactivos enzimaticos y midiéndose en el
espectrofotometro a 520 nm. (Valtek 1998).

Valores de referencia: menores de 120 mg %

Fundamento: Los Triglicéridos son hidrolizados por una Lipasa especifica liberando
acido graso y glicerol. El Glicerol es fosforilado por la enzima gliceroquinasa
formando glicerol-3-fosfato y ADP y posteriormente, el glicerol-3-fosfato es oxidado
a dihidroxiacetona con formacion de agua oxigenada por la enzima glicerol fosfato
oxidasa posteriormente, el peroxido de hidrégeno reacciona con 4-amino- antipirina
y el dcido 3,5-Diclorobencensulfénico para producir por medio de la enzima
Peroxidasa un compuesto coloreado en cantidad proporcional a la concentracién de

triglicéridos presente en la muestra, midiéndose a 520 nm.
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3.3.5 Determinacion de Albumina

En suero, se analizaron las muestras en el espectrofotdmetro con el reactivo de
verde de Bromocresol. (Valtek, 1998).

Valores de referencia: 3a4,2 g %

3.3.6 Determinacion de Proteinas Totales

La cuantificacién de Proteinas Totales en suero se determiné por el método de
Biuret. (Valtek, 1998)

Valores de referencia: 52 6,6 g %

3.3.7 Antioxidantes Totales (TAS)

Se determina en suero o plasma por el método espectrofotométrico midiendo el
radical cation ABTS* (2,2’-Azino-di [3-etilbenotiazolin sulfanato]). Este radical
desarrolla un color verde azulado, midiéndose a 600 nm. (BioSystems, 1985).
Valores referenciales: menor de 5 mM

Principio del Analisis: El ABTS* (2,2’-Azino-di [3-etilbenotiazolin sulfanato]) se
incuba con peroxidasa (metamioglobina) y H>O, para dar el radical cation ABTS".
Este radical presenta una coloracion verde azulada relativamente estable, que se mide
a 600 nm. La presencia de antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta
coloracidn, siendo esta supresion, proporcional a la concentracién de antioxidantes.
Se usé como patrén: indicar el compuesto usado como patrén 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-acido carboxilico.

Valores de referencia: menores de 4 mM.
Calculos:

TAS (mM) = Conc Patron x (AA g — AA mp) /( AA B — AA Pawén)
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3.3.8 Determinacion Lipoperoxidacion en suero

Se realiz6 por medicién del complejo Tiobarbitirico-Malondialdehido (TBARS):
segtin el método de Buege con algunas modificaciones (Suarez, 1995).
Procedimiento:

En un tubo de centrifuga de tapa rosca pipetear 0,3 ml de muestra de suero
adicionar 0,6 ml de ATC 20%. Mezclar.

Colocar los tubos anteriores (tapados) en Bafio Maria hirviente por 10 minutos
Enfriar. Anadir 0,9 ml del acido tiobarbiturico 0.67 % en HCI 0.25 N. Mezclar.
Trasladar los tubos al Bafio Maria hirviente por 30 minutos. Enfriar.

Centrifugar a 3000 RPM por 10 minutos.

Separar el sobrenadante a otro tubo con ayuda de la pipeta Pasteur.

Leer los sobrenadantes en el espectrofotémetro a 535 nm.

Célculos: Complejo Tiobarbiturico-malondialdehido (TBARS)

En Suero:

(TBARS) umol/L = 3,846 x 10 x Lecturamp

El Factor 3,846 x 107 proviene de dividir (6/1,56x10%), donde 6 es el factor de
dilucién de la muestra y 1.56x10° L. (cm.mol)'es el coeficiente de extincién molar
del MDA.

Valores de referencia: menores de 4,5 uM

3.3.9 Determinacién de Acido Urico.

Se cuantificé en suero por el método enzimético, midiendo la absorbancia a 555 nm.
(Valtek, 1998).

Valores de referencia: menores de 5,8 mg %

Fundamento: El Acido Urico es oxidado por la enzima especifica uricasa
generdndose alantoina y  peroxido de hidrégeno, posteriormente en una reaccion
mediada por la enzima peroxidasa el peroxido de hidrégeno reacciona con el dcido

3-dimetilaminobenzoico y 4-aminoantipirina produciéndose un compuesto coloreado
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con un méaximo de absorcién a 555 nm., en cantidad proporcional que presenta la
muestra.

Valores de referencia: menores de 5 mg %

3.4 Analisis De Datos

Los pardmetros bioquimicos de cada grupo o tratamiento experimental serd
procesado en EXCEL, determinando la media y desviacion estdndar; la diferencia
estadistica entre los grupos segun el tipo de tratamiento fue determinado mediante la

prueba t-student a un nivel de significancia del 5 %.

3.5 Limitaciones

En el presente trabajo no fue posible determinar Vitamina E en suero por:
- El alto costo en la de determinacién, mediante HPLC.

- Por la poca muestra de suero que se obtuvo.
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4 RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Resultados

En la TABLA N° 3 se detallan los pesos iniciales y finales de los grupos de estudio,
asi mismo el porcentaje de la ganancia de peso por grupos. Los grupos controles
(Control G1 y Control + Vit E, G2 ) presentan una ganancia de peso porcentual de
50.8 % y 54,9 % respectivamente, sin embargo en los grupos diabéticos (Diabético y
Diabético + Vit E) la ganancia de peso porcentual fueron alrededor del 29 %.

Existe diferencia significativa (p << 0,05) entre los porcentajes de ganancias de peso

entre los grupos controles y diabéticos ya sea con o sin suplemento de la vitamina E.

TABLA N°3 PORCENTAJE PROMEDIO DE GANANCIA DE PESO (g) EN
RATAS SEGUN TRATAMIENTO

Peso ( g) Control Control + Vit E Diabético | Diabético + Vit E
G1 G2 G3 G4
Final 417 + 18 405 + 16 341,5 + 17 333,5 + 16
Inicial 276 + 20 261,5 + 18 265 + 14 258 + 19
Gananciade | 50,8 + 2,54 549 + 33 28,9 £ 2,5 29,2 + 2,3
peso (%) * a * a

n = 6 en cada tratamiento

Casillas con signos (= , a) iguales (p < 0,05). Diferencia Significativa.

La Glicemia promedio seguin los grupos de dieta se muestra en la TABLA N° 4,
donde los grupos controles (control G1 y control + Vit E G2) presentan niveles de
glucosa en ayunas de 87,7 mg% y 79,9 mg% respectivamente y los grupos

Diabéticos (Diabético G3 y Diabético + Vit E G4) tuvieron valores elevados de
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glicemia, siendo menor en el grupo diabético con el suplemento de Vit E (326,4
mg% y 279,3 mg% respectivamente).Existe diferencia significativa (p <0,05) al
comparar los niveles de glicemia entre los grupos diabéticos mds no asi entre los
grupos controles.

En la TABLA N° 4 también reporta el porcentaje de hemoglobina glicada
(%°HbA1c) donde se observa que los niveles en los grupos diabéticos son mayores
que los respectivos grupos controles. La administracion de la vitamina E en los
grupos control y diabéticos produjo una reduccion del porcentaje de hemoglobina

glicada y esta diferencia resultd significativa (p < 0.05) entre los grupos diabéticos.

TABLA N° 4 NIVELES PROMEDIO DE GLICEMIA Y PORCENTAJE DE
HEMOGLOBINA GLICADA (% HbAlc) EN RATAS SEGUN TRATAMIENTO

TRATAMIENTO

(GRUPO) GLICEMIA mg% % HbA1c
Control (G1) 87,76 + 8,24 4,67 + 0,14
Control + VitE  (G2) 79,94 + 8,68 4,54 + 0,16
Diabética (G3) 326,41 + 85,95 6,08 + 040 *
Diabética + VitE  (G4) 279,39 + 80,45 537 + 0,17 *

Casillas con signos (=) iguales (p < 0,05). Diferencia Significativa.

n = 6 en cada tratamiento

Los niveles de Perfil Lipidico en ratas segun el tipo de dieta se describen en la
TABLA N° 5. Los valores de triglicéridos, colesterol total y LDL colesterol son mas
elevados en los grupos diabéticos que en los controles respectivos ya sea con o sin
suplemento de Vit E. Existe diferencia significativa (p < 0,05) entre los grupos
diabéticos al comparar las medias de los parametros estudiados.

En cuanto a los niveles de HDL- colesterol, los grupos diabéticos presentan valores
menores que los controles; y al comparar los grupos G2 y G4 (+ Vitamina E) con
los G1 y G3, los valores fueron mayores en los primeros. Existi6 diferencia
significativa (p < 0.05) al comparar las medias de HDL entre los grupos diabéticos,

no asi en los grupos controles.
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TABLA N°5 NIVELES PROMEDIOS DEL PERFIL LIPIDICO EN RATAS

SEGUN TRATAMIENTO
Perfil Control Control + Vit E Diabética Diabética + Vit E
Lipidico (G1 (G2) (G3) (G4)
Triglicérido 151,68 + 16,87 115,73 + 5,60
116,85 + 2,23 | 112,55+ 5,48
mg % # #
Colesterol T. 164,85 + 24,44 130,31 + 15,28
116,55 + 9,93 | 110,24 + 4,58
mg % a a
HDL 25,10+ 0,30 31,15 + 1,65
40,50 = 0,70 | 42,56 =+ 2,35 . )
mg %
LDL 122,81 + 17,72 79,09 = 32,0
57,74 £+ 3,00 | 60,97 =+ 5,27
mg % b b
Casillas con signos ( #, a, b ) iguales p < 0,05 Diferencia Significativa. n=6.

Los resultados de Proteinas Totales (g%), Albimina (g%) y Globulinas en suero de

ratas segun tratamiento se describe en la TABLA N° 6.

Los niveles de proteinas y de albimina en los grupos que recibieron la vitamina E

son menores si se compararan con los grupos que no recibieron la vitamina.

También las

proteinas (g%) en los grupos diabéticos son menores que sus

respectivos grupos controles. No existe diferencia significativa entre las medias de

proteinas entre los grupos controles y diabéticos.

Referente a la albumina existe diferencia significativa entre los grupos controles mads

no en los grupos diabéticos.
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TABLA N° 6 PROTEINAS TOTALES, ALBUMINA Y GLOBULINAS EN
RATAS SEGUN TRATAMIENTO

TRATAMIENTO Proteinas T. Albtimina Globulinas
(GRUPO) (g%) (g%) (g%)
Control (G1) | 6,64 = 0,53 | 3,70 + 0,20 * 2,93 + 0,36
Control + VitE (G2)| 6,24 + 0,48 | 3,29 + 0,26 * 2,95 + 0,37
Diabética (G3) | 5,82 + 0,46 | 3,54 + 0,28 2,28 £0,35 *
Diabética + Vit E (G4) | 5,54+ 0,44 | 3,33 + 0,26 2,21 +£0,32 *

Casillas con signos iguales () p<0,05 Diferencia significativa, n=26

El estado de Antioxidantes Totales (TAS) en suero se detalla en la TABLA N° 7
donde se observa que los grupos que recibieron el suplemento de vitamina E
presentan menores niveles TAS que los grupos que no recibieron la vitamina E,
existiendo marcada diferencia significativa entre los grupos (p < 0,05). Como se
observa en la Tabla N° 6, los niveles de Lipoperoxidacién en los grupos diabéticos
presentan niveles mayores a los controles respectivos; mostrando con ello que en los
grupos diabéticos existe mayor dafo oxidativo, al comparar los niveles de
lipoperoxidacién (TBARS) entre los grupos controles (o diabéticos) observamos
que los grupos que recibieron vitamina E, presenta menores valores de
lipoperoxidacion. En este caso, existe diferencia significativa (p < 0,05) entre los
grupos diabético, mds no asi entre los grupos controles,

Otro pardmetro estudiado como antioxidante son los niveles séricos de acido trico
en ratas y segun el tipo de tratamiento, se observd que los grupos que recibieron el
suplemento de vitamina E presentan niveles menores de dcido trico que los grupos
que no recibieron el suplemento vitaminico. Ademads, los grupos diabéticos presentan
niveles mayores de 4dcido drico que los respectivos grupos controles, (Tabla N° 7).

Existe s6lo diferencia significativa p < 0,05 entre los grupos diabéticos.
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TABLA N°7 NIVELES PROMEDIO EN SUERO DE ANTIOXIDANTES
TOTALES (TAS), LIPOPEROXIDACION (TBARS) Y ACIDO URICO EN
RAYAS SEGUN TRATAMIENTO

TRATAMIENTO TBARS Ac Urico
(GRUPO) TAS x10-6 M (mg%)

(mM)
Control (G1) [330 %02 * [314 %025 5,00 + 0,37
Control + VitE  (G2) [2,65 + 0,19 -+ (2,89 + 0,18 4,62 + 0,24
Diabética (G3) 691+ 056 a |656 053 * |6,60 + 0,49
Diabética + VitE  (G4) 537 + 048 a |510 +045 * |506 + 0,38

Casillas con signos iguales (+, a, b) Diferencia significativa p<0,05 n=6
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4.2 Discusion

Se ha estudiado el rol de la administracién de vitamina E en ratas machos
diabéticas inducidas experimentalmente con estreptozotocina sobre los cambios
metabdlicos en la glicemia, hemoglobina glicada,  perfil lipidico, proteinas y

albimina y defensas antioxidantes.

Una de los primeros indicadores evaluados fue el peso corporal de las ratas
expresado como porcentaje de ganancia de peso. Los grupos controles presentaron
altos porcentajes de ganancia de peso en comparacion con los diabéticos siendo esta
ganancia en los primeros alrededor del 50 %. La pérdida de peso es un exponente de
la gravedad de la diabetes y de la rapidez de su evolucion, lo cual indicaria el estado

diabético de los animales en el presente estudio.

Tavares de Almeida (2012), trabaj0 con ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina y tratadas con vitamina E y reporta resultados parecidos al nuestro
al determinar el peso, con la diferencia que el grupo de ratas diabéticas presentaron
mayor peso al final del tratamiento. Las diferencias entre ambos estudios fueron el
tiempo y dosis de suplementacién de vitamina E. En nuestro caso la duracién del
tratamiento fue mayor (8 semanas vs 4 semanas) y la dosis aproximada de vitamina
E suplementada en la dieta fue menor (Aproximadamente 25 mg de vitamina E/dia
vs 100 mg de Vitamina E/dia). También Sinhdu (2004) et al. han reportado que en
ratas macho Sprage Dawley con diabetes inducida por Streptozotocina (STZ), a las
cuatro semanas de la administracion de STZ, mostraron una marcada pérdida de
peso.

Esta bien establecido, que la escasa ganancia de peso de los animales diabéticos
demostraria la ineficiente utilizacion de la glucosa como combustible energético de
las células a pesar de la hiperglicemia. Esto obligaria al organismo a consumir las
reservas de proteinas musculares y lipidos que ocasionarian la pérdida de peso en

estos animales la que se acentuaria con el tiempo.
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Como ya lo hemos sefialado, lo que define el estado diabetdgeno en un organismo,
es la hiperglicemia, que puede ser monitoreada por los niveles de glucosa y la
hemoglobina glicada. En nuestro estudio los niveles de glicemia disminuyeron en
los grupos que recibieron el suplemento de vitamina E, siendo significativo (p <
0,05) en el grupo G4 al ser comparado con G3 con un descenso de la glicemia en un

15%.

Esthrat M, (2006) estudi¢ el efecto de la Vitamina E (a la dosis de 544 mg/kg peso)
sobre la retinopatia en ratas diabéticas inducidas con la estreptozotocina (60 mg/kg
peso) por 16 dias de tratamiento hallando los niveles de glicemia de 72 mg %, 336
mg % y 175 mg % para los grupos controles, diabéticos y diabético con vitamina E,
mostrando una notable mejoria en la retinopatia. Si bien el modelo experimental de
diabetes inducida con estreptozotocina es semejante al nuestro, la reversion de la
glucosa que consigue Esthrat con la suplementaciéon de Vitamina E es mayor (48%).
Tavares de Almeida (2012) también reporta una mejor respuesta al tratamiento con
vitamina E de las ratas diabéticas ya que logra una disminucién de aproximadamente

70% en los niveles de glicemia.

Por otro lado, E. Sivan (1996) estudié las malformaciones en los embriones de ratas
prefiadas en 12 dias de tratamiento con vitamina E a la dosis de 440 mg de vitamina
E/kg de dieta y describe niveles de glicemia bastantes semejantes entre los grupos
controles (89,6 mg%) y control con vitamina E (89,2 mg%) y en los grupos
diabéticos (348,2 mg % y 332,8 mg % sin y con vitamina E respectivamente). En
este caso, solo se logra disminuir en un 5% la glicemia de las ratas alimentadas con
suplemento de vitamina E. Consideramos, que un factor importante para la reduccion
de la glucosa sanguinea es la dosis de vitamina E empleada, la via de administracién

y la duracién del tratamiento.

La Hemoglobina glicada (Hbaic) es un parametro bioquimico muy utilizado para el
seguimiento del tratamiento de la diabetes, dado que una elevada glicemia tiene la
posibilidad de ligar glucosa a la hemoglobina de forma no enzimdtica que puede

reflejarnos el nivel de glucosa sanguinea de dos o tres meses atras.
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En pacientes diabéticos la Hemoglobina glicada es mayor a 7,5 % tal como lo
reportan los siguientes estudios realizados por: Krall (1992) mayor del 13% de
Hemoglobina glicada para una glicemia mayor a 300 mg%, Palomino (1997)
menciona un 12,76 % Hbai. para pacientes DMNID con una glicemia de 128 mg%
,Wolfenbutel at el (1996) refiere en pacientes DMNID un valor de 13,3 % de Hbaic ,
Stewart (1997) establece niveles mayores a 7% de Hbaic para personas diabéticas, y
la Asociacion Americana de Diabetes (ADA 2014) establece 6,5 % de Hbaic para
personas diabéticas.

En el presente estudio, las ratas diabéticas con el suplemento de vitamina E (G4)
presentan menor grado de hemoglobina glicada (5,37 %) frente a las diabéticas sin
vitamina E (6,08 %), con una diferencia significativa de p < 0,05. Una posible
explicacion a este resultado seria lo descrito por Obregén y col (2005), que reportan
que las vitaminas C y/o E intervienen en las fases tempranas de la glicosilaciéon no
enzimdtica bloqueando la formaciéon de base de Schiff entre la glucosa y la

hemoglobina.

Si bien la diabetes, empieza con una alteracion del metabolismo de carbohidratos
luego compromete a los lipidos y proteinas. Es conocido que la LDL-colesterol inicia
una cascada de eventos que conducen a la formacién del ateroma y sus niveles
constituyen marcadores indirectos del dafio oxidativo a los lipidos.

En relaciéon al perfil lipidico, cuyos pardmetros se presentan en la tabla 4,
observamos que la suplementacion de la vitamina E en las ratas diabéticas mejora los
resultados en los niveles de triglicéridos, colesterol y LDL con respecto al grupo
diabético sin suplementacién encontrando diferencia significativa con p < 0,05 en
todos los casos antes mencionados.

Tavares de Almeida (2012) reporta valores del perfil lipidico para ratas diabéticas
sin y con vitamina E, los siguientes: triglicéridos 137 mg% y 76,1 mg%; Colesterol
total 271 mg% y 115 mg%; LDLc 217 mg% y 57 mg%; respectivamente, resultados
parecidos al presente trabajo, es decir los grupos tratados con vitamina E
presentaron niveles de perfil lipidico menores a los grupos que no recibieron
suplementacion.

Resultados muy semejantes ha reportado Oré (1999) al estudiar el efecto de la

vitamina E en ratas hipercolesterolémica por un periodo de 3 meses en donde los
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niveles del perfil lipidico antes mencionados son menores en los animales que

recibieron el suplemento vitaminico.

El valor de HDL colesterol en los animales diabéticos que recibieron suplemento de
vitamina E mejora su nivel en relacion a los grupos que no lo recibieron, tal es el
caso que nosotros encontramos 25,10 mg% de HDL en el grupo diabético y 31,15
mg % en los diabéticos con vitamina E, siendo la diferencia significativa (p < 0,05).
Tavares de Almeida reporta valores de HDLc 24 mg% y 43 mg% para los grupos

diabéticos sin y con vitamina E suplementada respectivamente.

Esthrat M en el 2006, en su estudio reporta los siguientes valores de perfil lipidico
para los grupos diabéticos y diabéticos suplementado con vitamina E, tal como sigue:
Triglicérido 200 mg% y 120 mg%; Colesterol Total 235 mg% y 168 mg%; LDLc
180 mg% y 97 mg%; HDLc 34 mg% y 48 mg% respectivamente, resultados con
comportamiento muy parecidos a nuestro trabajo.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, también apoyarian el rol de la
vitamina E en prevenir la oxidaciéon de los 4cidos grasos poliinsaturados de las

membranas celulares, deteniendo la cadena de autooxidacidn.

Las proteinas constituyen un indicador del estado antioxidante ya que es un blanco
de los radicales libres dando lugar a estructura oxidadas y siendo la albimina la
proteina mds abundante, representaria un marcador del estrés oxidativo.

Referente al estudio de las proteinas totales y a la albimina en los animales
diabéticos, €stos presentaron menores concentraciones que los respectivos grupos
controles. Se presume que la generacion de radicales libres tiende a oxidar a la
albimina y proteinas por que los niveles de estos pardmetros en los grupos diabéticos
resultaron ligeramente menores, No hallamos diferencia significativa entre los
grupos para los niveles de proteinas totales, pero si para la albimina, sélo en los
grupos controles (p < 0,05).

Esthrat M, (2006) en su estudio, reporta los niveles de proteinas siguientes, 7,0 g %;
6.0 g % y 6,7 g % para los grupos Controles, diabético y diabético con vitamina E
respectivamente. En el trabajo de Tavares de Almeira (2012) presenta los niveles de
proteinas siguientes, 7,3 g%; 7,1 g %; 4,3 g % y 7,2 g % para los grupos control,

control + vit E, diabético y diabético respectivamente. Observamos en todos los
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trabajos que el grupo diabético, presenta menor nivel de proteinas tal como en

nuestro estudio.

Como ya ha sido mencionado, la diabetes induce a una alteracién metabdlica en los
carbohidratos, lipidos y proteinas que conlleva a un desbalance del estado
prooxidante/antioxidante en favor del primero. Por tal motivo es interesante estudiar

algunos pardmetros del estado redox a nivel sérico.

Los factores implicados en la proteccion antioxidante fueron evaluados mediante la
determinacién del estado de los antioxidantes totales (TAS). Estos no muestran
mayor diferencia entre los grupos control o diabéticos, pero si, una pequeia

disminucién en los grupos que recibieron el suplemento vitaminico.

Por otro lado, la lipoperoxidacién ocasiona dafio a los componentes de las
membranas celulares alterando sus propiedades funcionales como fluidez,
permeabilidad entre otras. Este dafio oxidativo puede ser evitado si se dispone de
antioxidantes tal como la vitamina E que es muy eficiente en la captura de los

radicales peroxilos.

Al medir los niveles de lipoperoxidacion en suero estos se hallaron incrementados en
ambos grupos diabéticos (G3 y G4) en relacion a los grupos controles (G1 y G2) y
los grupos con el suplemento vitaminico (G2 y G4) presentan niveles menores de
lipoperoxidacién en relacion al grupo que no recibieron el suplemento (G1 y G3), lo
que se puede observar en la tabla N° 6. Es importante sefialar que existe diferencia
significativa con un p < 0,05 en los grupos diabéticos. Esta disminucién en los
niveles de lipoperoxidacion en los grupos que recibieron el suplemento vitaminico
puede deberse a que la vitamina E, es uno de los mejores sistemas de neutralizacion

de RL, siendo muy efectiva en ambientes hidrofébicos.

Trabajos de investigacion realizados por Oré y Col (1998) en animales
hipercolesterolémicos a los que se les administré la vitamina E a la dosis de 500
mg/kg de dieta durante 3 meses, describen comportamientos parecidos al presente
trabajo, con los siguientes resultados del complejo coloreado Tiobarbitirico-

Malondialdehido (TBARS x uM): 3,96 en grupo control; 2,69 en control con
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vitamina E; 6,26 en hipercolesterolémico y 3,54 en hipercolesterolémico con

vitamina E.

Arzu Seven (2004) reporta también resultados comparables al nuestro donde los
grupos suplementados con vitamina E presentan menor dafio oxidativo expresado
como TBARS-MDA, sus resultados fueron: 6,27 uM; 6,09 uM; 7,90 uM; 6,62 uM
para los grupos, controles, control + Vit E, diabético y diabético + Vit E
respectivamente. En los trabajos antes sefialados y en el nuestro, la dieta
suplementada con vitamina E, disminuy6 los valores de lipoperoxidacion a nivel

sérico.

Finalmente, determinamos los valores de acido urico, molécula a la que se le atribuye
propiedades antioxidantes in vitro ya que previene la inactivacion de la superéxido
dismutasa extracelular y citosdlica por el peréxido de hidrégeno y estabiliza al 4cido
ascorbico en plasma. (Alcaino, 2011).

En nuestro estudio, los niveles de Acido Urico en suero en las ratas fueron mayores
en los grupos diabéticos y menores en los animales que recibieron la suplementacion
con la vitamina E. Los valores altos de 4cido trico en los diabéticos se explican
como un mecanismo de compensacion antioxidante, resultado congruente al trabajo

de Inouye, 1999 y Blanco-Hernandez, 2004.

Debido a los buenos resultados conseguidos en los estudios experimentales con ratas
diabéticas y la suplementaciéon de vitamina E, se han llevado a cabo diferentes
investigaciones en personas diabéticas en las que se ha administrado la
suplementacién vitaminica, sin embargo, los resultados obtenidos no son

concluyentes y mds bien son controversiales.

Blanco Hernandez y colaboradores (2004) estudiaron la lipoperoxidacidn, actividad
antioxidante y factores prooxidantes en adultos mayores con diabetes tipo 2 y
sugieren suplementar con vitaminas E y C la dieta de los diabéticos para disminuir
el dafio oxidativo. Lopez Martinez y colaboradores (2005) al estudiar la nutricién
artificial en la hiperglicemia y diabetes mellitus en pacientes criticos, recomiendan
un aumento del aporte de antioxidantes como vitamina E y C, carotenoides y selenio

para disminuir el dafio oxidativo en los diabéticos.
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Ble Castillo J. L y colaboradores en el 2008, se preguntaron si la suplementacion de
la vitamina E es benéfica o dafiina, y al realizar una revision de diferentes trabajos
concluyen que una dosis de vitamina E mayor de 400 Ul/dia incrementa el riesgo de
mortalidad y que debiera de evitarse. Cuando se emplearon dosis menores a los 400
Ul/dia encontré una disminuciéon de la mortalidad, estos resultados no se puede
extrapolar en sujetos sanos ya que los estudios se realizaron en pacientes con

distintas enfermedades crénicas. (Castillo, 2008).

Cuerda C. y colaboradores en el 2011 realizaron una revision de los antioxidantes,
en la diabetes mellitus y sus complicaciones, encontrando que la diferentes
combinaciones de antioxidantes no han demostrado un efecto beneficioso sobre la
morbimortalidad cardiovascular en diferentes poblaciones, pero si hay evidencia
cientifica de que los antioxidantes disminuyen: la peroxidacion lipidica, la oxidacién
de la LDLc y mejora la funcién endotelial y la vasodilatacion dependiente del

endotelio.

No existe consenso en la actualidad sobre el mecanismo de accién que explique el
efecto benéfico de la suplementacion con vitamina E a diferentes niveles del
metabolismo ya que incluso se reporta que dosis altas pueden resultar toxicas. Lo que
si estd bien establecido es su actividad antioxidante a nivel de las membranas
lipidicas. Se esta estudiando su accion reguladora en la actividad de enzimas a nivel
génico y sobre la apoptosis. Los futuros estudios sobre este tema nos ayudardn a
comprender mejor su papel como antioxidante/ o modulador de senales en la

prevencion de enfermedades tal como la diabetes.

Consideramos que se debe seguir investigando en humanos este efecto de la
suplementaciéon vitaminica en la dieta, mejorando el disefio de los estudios y la

metodologia, para obtener los resultados esperados.

Finalmente, en nuestro trabajo experimental con ratas controles y diabéticas que
consumieron una dieta con y sin suplementacién de vitamina E, los resultados
obtenidos demostrarian que esta vitamina mejora significativamente la
hiperglicemia, hemoglobina glicada, perfil lipidico, antioxidantes totales,

peroxidacion lipidica.
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S CONCLUSIONES

La suplementacion con Vitamina E en la dieta de las ratas del grupo control y
diabético mejord los indicadores del estrés oxidativos disminuyendo los niveles

de: antioxidantes totales (TAS), Lipoperoxidacion lipidica y &cido drico.

La suplementacién con vitamina E en la dieta de las ratas del grupo control y
diabético disminuyeron los niveles de Glicemia, Hemoglobina glicada,

triglicéridos, Colesterol Total, proteinas totales, albiimina.

Los niveles de HDLc aumentaron en los grupos suplementados con vitamina E y
los niveles de LDLc disminuyeron en el grupo diabético suplementado con

vitamina E.
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7 ANEXO

7.1 Fotos

FOTO N° 1 JAULAS

FOTO N° 2 GRUPOS: CyD



FOTO N°3 GRUPOS: CEyDE

FOTO N°4 PESADA
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FOTO N°5 IMPLEMENTOS DE TOMA DE MUESTRA

FOTO N°6 TOMA DE MUESTRA
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7.2 Operacionalizacion de variables

58

VARIABLE PRUEBA TIPO | ESCALA | DIMENSIONES | INDICADOR
INDEPEN- Si Vitamina en
Suplemento | Vitamina E | Cualitativa | Nominal
DIENTE No la dieta
Normal < 3.5 umol/L
TBARS
- Alto > 4.5 umol/L
>
'ig Antioxidantes Normal < 4.5 mmol/L
=
g Totales Alto > 5 mmol/L
Z (TAS)
St
g Normal <=5mg%
Acido drico Alto > 5 mg%
Normal < 110 mg%
Glicemia S
Diabético > 150 mg%
=
; Triglicérido E P Normal < 160 mg%
EJ (TG) | N HiperTG > =160 mg %
= ~
E Colesterol § ° Normal < 120 mg %
% g Total & = Alto >= 160 mg %
E
g (CT)
= Normal >=35mg %
=5 HDL-c .
§ Bajo <35mg %
2 Normal <70 mg %
= LDL-c
‘g Alto >70 mg %
R Hemoglobina Normal <=5,7%
Glicada Alto >6 %
(Hblac)
Proteinas T Normal 5-6.6 g%
Albimina Normal 3-4,7




