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Capacidad antioxidante en ratas diabéticas
Rol de la vitamina E

Antioxidant ability in diabetic rats. Role of vitamin E

R. Oré, R. Valdivieso y D. Huerta *

RESUMEN

En el presente estudio se analizo el rol antioxidante de la vitamina E, administrada a ratas diabé-
ticas, evaluando tos cambios en la glicemia, hemoglobina glicosilada (HbA ), lipoperoxidacién,
antioxidantes totales, albimina y proteinas totales.

Se trabaj6 con 4 grupos de animales de experimentacion: | Control, Il control mas vitamina € (25 mg/dia),
Il Diabético inducidos con estreptozotocina (35 mg/kg) y IV Diabético mas vitamina E. Después de 8
semanas de tratamiento, con insulina 4 U/kg de peso observamos que en animales diabéticos con
suplemento vitaminico mejora la glicemia y disminuyen los niveles de HbA . En los grupos diabéti-
cos y control que recibieron vitamina E disminuyen los niveles de lipoperoxidacion en un 25%, com-
parados con los que no recibieron el suplemento.

Nuestros resultados sugieren que la vitamina E tiende a mejorar la glicemia, disminuir la HbA 'y
peroxidacion lipidica y aumenta los antioxidantes totales en el grupo diabético.
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ABSTRACT

The antioxidant action of vitamin £ was analyzed, the vitamin being administered to diabetic rats,
and the changes in glicemia, glycosilated hemoglobin (HbA ) lipid peroxidation, total antioxidant,
albumin and total proteins were evaluated.

Four groups of rats were employed: | control, !l control plus vit E, Il diabetics by streptozotocin, IV
diabetic plus vit E.

After 8 weeks of treatment with insulin (4 U/Kg weight) diabetic animals dosed with vit E improved
their glicemia and their HbA, level decreased. In diabetic and control groups that received vit £ lipid
peroxidation decreased 25%, compared with those who didn’t receive the supplement.

These findings suggest that vit E tends to improve glicemia, decrease the HbA _levels and total
antioxidanls in diabelic groups.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus agrupa un conjunto de

enfermedades metabdlicas caracterizadas por

la hiperglicemia producida por falta de secre-
cién de insulina, falta de accidn de esta hor-
mona o ambos mecanismos. Como conse-
cuenciade la hiperglicemia crénica, se obser-
va disfuncién y lesién en diversos drganos, es-
pecialmente en ojos, r1idn, nervios, corazdn y
vasos, complicaciones que producen una im-
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portante alteracion del estado de bienestar y
una disminucién de la esperanza de vida
(Gonzales ef al.,1998 y Jam et al.,1997).

Cada vez existen mds evidencias que ni-
veles altos de glucosa sanguinea favorecen la
glicosilacién no enzimdtica de las proteinas
tisulares de larga duracién, enzimas e incluso
DNA (Daudona er al., 1996); una de las pro-
tefnas que sufren esta glicosilacion es la
HbA ; esta hemoglobina sufre una serie de
lentas redisposiciones quimicas originando
productos finales de glicosilacién avanzada
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(PFGA), que suelen acumularse y que esta-
rian involucrados en la generacién de Radica-

les Especies Reactivas derivadas del oxi-
geno (ROS).

Estos radicales pueden atacar los dobles
enlaces de los dcidos grasos poliinsaturados
induciendo la lipoperoxidacién, el cual puede
producir un mayor dafio celular oxidativo.
Tales danos pueden ser prevenidos o modera-

dos por un sistema antioxidante, que reco-
gerian ROS.

Un sistema antioxidante depende prime-
ro de la presencia de elementos trazas como
selenio, cobre, zinc y magnesio; segundo, de
una adecuada concentracién de vitamima E, C
y Beta caroteno en el citoplasma y lipidos de
la membrana de las células (Karasu et
al.,1997), Mulilitkey et al., 1990 y Staht et
al.,1997). Debe senalarse que es muy dificil
medir. in vivo. los niveles de radicales libres
debido a su vida media corta, su gran
reactividad y su baja concentracion (Calde-
ron, 2000). Asi lamedicién de lipoperoxidacion
es un buen marcador para determinar el dafo
oxidativo de la célula, para lo cual se usan
mediciones indirectas, tales como la forma-
cién de un complejo coloreado de Tsa-
MALONDIALDEHIDO (MDA).

El propésito del presente trabajo fue de-
mostrar el rol antioxidante de la vitamina E
administrada a ratas diabéticas, y observar si
mejora sus defensas antioxidantes y su
glicemia.

MATERIAL Y METODOS

a. Material biologico

Se usaron 24 ratas machos Sprague-
Dowley de un peso aproximado de 200-250 g,
los cuales fueron colocados en jaulas indivi-
duales. Las condiciones ambientales fueron:
temperatura promedio 22-25 °C y una hume-
dad del 75% con un fotoperiodo de |2 horas.
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Todos los animales fueron adquiridos del Ins-
tituto Nacional de Salud.

Los animales de experimentacién fueron
divididos en 4 grupos segtin dieta (6 ratas por
grupo): I: Dieta control, 1I: Dieta control + vi-
tamina E (900 mg/kg de dieta), I1I: Diabético,
IV: Diabético + vitamina E.

Los anmimales recibieron una dieta
isocalorica (433 Kcal) y agua ad libitum du-
rante el experimento.

b. Método Analitico

1. INDUCCION DE DIABETES EXPERIMENTAL. Se
produjo un estado diabético en ratas, en ayu-
nas por administracién intraperitoneal (1p.) de
estreptozotocina (SZT) de 35 mg/kg de peso,
la cual fue disuelta en buffer citrato pH 4,5 y
utilizada dentro de los 10 minutos de su prepa-
racién (Karasu et al., 1997).

Después de 8 semanas de tratamiento con
insulina (4 U/kg de peso) por via subcutdnea,
se consiguid un control metabdlico mas o me-
nos estable en grupos diabéticosy en el que
recibié vitamina E (25 mg/dia).

2. DETERMINACION ENZIMATICA DE GLUCOSA. Se
usé el método espectrofotométrico de gluco-
sa oxidasa-peroxidasa y las lecturas se reali-
zaron a una longitud de onda 505 nm en el
espectrofotémetro LKB asociado a una com-
putadora ( Valtek, 1998).

3. DETERMINACION DE GLUCOSA USANDO EL
RerLoLux. La glicemia se determiné en san-
gre total, tomado directamente de la cola. La
gota de sangre se colocd en la tira reuctiva
de hemoglucotest y seguidamente se usé el
equipo Retlolux de Boenringer.

4. DETERMINACION DE HEMOGLOBINA GLI-
cosiLaDA (HBA | ). Método de Cromatografia
en columna de inteycambio 16nico; las lectu-
ras fueron hechas a 415 nm (Biosystems,
19895).



Después de preparar un hemolizado, don-
de se elimina la fraccién [dbil, las hemoglobinas
son retenidas por un resina de intercambio
catiénico, eluyéndose de forma especifica la
hemoglobina A . (HbA,.) previa eliminacién
por lavado de laHb, . Laestimacion del por-
centaje de la HbA1C se realiza por lectura de
la absorcién a 415 nm.

5. DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES TOTALES.
Método Espectrofotométrico midiendo el ra-
dical cattébn ABTS* (2,2°-Azino_di[3-
etilbenotiazolin Sulfanato]). Este radical de-
sarrollé un color verde azulado, midiéndose a
600 nm (Randox, 1998).
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6. DETERMINACION DE MALONDIALDEHIDO
(MDA). Se determiné en suero fresco y se-
gin el método de Buege con algunas modifi-
caciones (Sudrez, 1995).

7. DETERMINACION DE ALBUMINA Y PROTEINAS
TOTALES. Se analizaron las muestras en el
espectrofotémetro previa reaccién con los
reactivos de verde de Bromocresol para la
albumina y el Método de Biuret para las pro-
teinas (Valtek, 1998).

8. ANALISIS ESTADISTICO. Se reportaron los va-
lores estadisticos como media, desviacién
estandar y la prueba significativa student para
la diferencia de medias (Moya, 1988)

RESULTADOS

En la Tabla | presentamos Jos niveles de glicemia y de hemoglobina glicosilada (HbA ) en
las ratas segun los grupos de tratamiento. Se observa una disminucién en los grupos que
recibieron el suplemento vitaminico al compararlos con sus respectivos grupos (control y diabé-

tico).

Enel caso de la hemoglobina glicosilada (HbA | ) existe diferencia significativa (p < 0,05) al

comparar los grupos diabéticos.

Tabla N.2 1. Glicemia y hemoglobina glicosilada (% HbA1c) en ratas segun dieta

Grupos Glicemia (mg/%) % HbA1C

Control 92,248 + 11,72 467 = 0,14
Control + Vit. E 79,000 = 716 45 + 0,16
Diabético 300,000 + 41,63 6,08 = 0,17
Diabético + Vit. E 257,830 = 42,88 537 + 040"

* Diferencia significativa p < 0,05
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El dafio oxidativo (lipoperoxidacién en suero) se determiné mediante el ensayo de la
cuantificacion del complejo Tiobarbitirico-Malondialdehido (MDA), en el cual a menor con-
centracion del metabolito mayor proteccién ante el dafio oxidativo. En la Tabla 2 se reporta los
niveles de MDA en suero, y se observa que los grupos que recibieron el suplemento vitaminico
presentan menor dano oxidativo al compararlos con sus respectivos grupos que no recibieron la
vitamina E.

Existe diferencia significativa (p < 0,05) al realizar las comparaciones en cualquiera de los
grupos.

Tabla 2. Niveles de lipoperoxidacion en suero (MDA) en ratas segun dieta

Grupos MDA (x106 M)
Control 3,307 + 0,265 "
Control + Vit. E 2,653 + 0,198 *
Diabético 6,913 £ 0,560 *
Diabético + Vit. E 5371+ 0,484 °

* Diferencia significativa p < 0,05
El estado de antioxidantes totales (TAS) en suero se detalla en la Tabla 3 donde los grupos
diabéticos presentan niveles de TAS ligeramente menores que [os grupos control respectivos.

Sélo existe diferencia significativa (p < 0,05) entre los grupos: control y diabético.

Tabla 3. Antioxidantes totales (TAS) en suero en ratas segun dieta

Grupos TAS (m M)

Control 2,473+ 0,196
Control + Vit. E 2,300 £ 0,184
Diabetico 2,133 £ 0,230 "
Diabético + Vit. E 2,282 + 0,183

* Diferencia significativa p < 0,05
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Enla Tabla 4 sc detalla los niveles séricos de proteinas totales y de albimina en ratas segin
el tipo de dieta, hallamos que los grupos control y diabético presentaron niveles de proteinas
totales y albdmina ligeramente mayores a sus respectivos grupos que recibieron vitamina E.
En proteinas totales existe diferencia significativa (p < 0,05)

Tabla 4. Niveles de proteinas y albimina en suero en ratas segun dieta

Grupos Proteinas (g/%) Albumina (g/%)
Contiol 6,64 £ 0,531 *? 3,705 £ 0,296
Lontrol + Vit. E 6,00 + 0,480 * 3,290 + 0,263
Diabético 582+ 0,465 3,540 £ 0,283
Diabético + Vit. E 554 + 0,443° 3,330 £ 0,660

( *,*) Diferencia significativa p < 0,05

DISCUSION

En la presente investigacidn, nosotros es-
tuchamos st la administracién de vitamina E
(25 mg/dia) a ratas diabéticas producia cam-
bios metabdlicos en laregulacidn de la glicemia
y sus niveles antioxidantes.

Se ha observado que al administrar la vita-
mina antioxidante a los animales diabéticos hay
una tendencia a mejorar la ghcemia, sin ilegar
a una normoglicemia, y también a disminuir
los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA, ).
Esto nos induce a pensar el papel que cumple
esta vitamina, probablemente disminuyendo la
glicosilacién de proteinas y por ende la gene-
racién de ROS.

Los indicadores utilizados para valorar el
estrés oxidativo son muy diversos, y uno de
los métodos mds empleados consiste en me-
dir los niveles de lipoperoxiGacién en el suero
bajo la formacidn del complejo coloreado
tiobarbitirico-malondiald ‘hide (TBA-MDA).

Los niveles de lipoperoxidacion en el sue-
ro, al final del tratamiento, se encontraron
incrementados en los grupos diabéticos y dia-
béticos con el suplemento vitaminico en un
100% al ser comparados con sus respectivos
controles.

Sin embargo, al comparar los grupos que
recibieron vitamina E (diabético y control) se
observa una disminucién de un 25% compa-
rado con 10s que no recibieron el suplemento.
Esta disminucion puede deberse a que la vita-
mina E es el mejor sistema de neutralizacion
de radicales libres, siendo muy efectiva para
prevenir la lesién causada por los mismos a
nivel de las membranas celulares.

Al valorar antioxidantes totales en suero,
se aobservé una tendencia a mejorar los nive-
les en los grupos que recibieron el suplemento
vitaminico. sin llegar a ser significativo.

kin relacién a la albumina y proteinas en
los animalcs diabéticos, estos fueron menores
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al compararlos con los controles respectivos:
se presume que la generacion de radicales li-
bres tienden a oxidar a la albimina y protei-
nas, motivo porel cual los niveles fueron lige-
ramente menores.

Bonetet al. (1998) administraron vitamina
E a grupos de ratas gestantes diabéticas tra-
tadas con dosis bajas (25 y 50 mg/dia) y en-
contraron que no era efectiva para reducir la
tasa de malformaciones en la gestacién (21
dias); sin embargo si ésta se incrementa a (500
mg/dia), la incidencia de absorciones
embrionarias se elevaba.

En nuestra investigacion la dosts adminis-
trada fue de 25 mg/dia, y se pudo observar
una ligera mejora en el sistema de antioxidantes
y en la lipoperoxidacién, lo que podria expli-
carse debido al tiempo que durd el experimento
a pesar de que la dosis fue baja. Es probable
que la administracién de dosis bajas de esta
vitamina por un tiempo mas prolongado per-
mita mejorar las defensas antioxidantes.

Estos hallazgos sugieren que la vitamina
E tiende a normalizar la hiperglicemia, hemo-
globina glicosilada, peroxidacion lipidicay los
antioxidantes totales.

CONCLUSIONES

I. Los niveles de HbA| presentan una re-
lacion directa con los niveles de
lipoperoxidacioén en suero.

2. Losnivelesde lipoperoxidacién disminu-
yen cerca de un 25% en animales que

recibieron vitamina E.

3. Lavitamina E mejora los antioxidantes to-
tales en animales diabéticos.
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