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RESUMEN

La coexistencia de gestacion y la diabetes mellitus resulta en malformaciones mayores
incompatibles con la vida, retraso de desarrollo, pérdida de gestacion, o muerte materno-fetal. El
tratamiento con glicina revierte los efectos nocivos de la glucosa, en pacientes y en modelos
animales; asi como los cambios metabdlicos y bioquimicos causados por la diabetes
mellitus/hiperglucemia. Sin embargo, no se ha investigado el efecto sobre el embarazo diabético, por
lo que se realiz6 este trabajo. Se tuvieron ratas prefiadas que se asignaron aleatoriamente a cuatro
grupos: control, glicina, diabéticos, diabéticos mas glicina. Los sujetos se eutanizaron el dia 19 de
gestacion, se obtuvieron los fetos, asi como higado, rifién y suero sanguineo materno. Los fetos se
evaluaron para detectar malformaciones, tanto gruesas como internas; secciones de higado, rifion y
cerebro fetal se analizaron histolégicamente. El suero materno se procesoé para determinar glucosa,
colesterol y triglicéridos; en el higado fetal se determinaron las actividades de las enzimas
depuradoras de radicales libres y la lipoperoxidacion. La administracion de glicina mejora el
desarrollo fetal, y los pardmetros bioquimico-clinicos, y en ratas sanas, no afecta éstos parametros
ni el desarrollo fetal. La glucosa en exceso puede causar estrés oxidativo, que es revertido
parcialmente por la glicina, lo que mejora el desarrollo fetal alterado por la hiperglucemia, sin
embargo, la glicina administrada a ratas sanas produce un bajo porcentaje de malformaciones,
resultado que no es facil de explicar.
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ABSTRACT

The coexistence of pregnancy and diabetes mellitus results in major malformations incompatible
with life, developmental delay, pregnancy loss, or maternal-fetal death. Treatment with glycine
reverses the harmful effects of glucose, in patients and animal models; as well as the metabolic and
biochemical changes caused by diabetes mellitus/hyperglycemia. However, the effect on diabetic
pregnancy has not been investigated, so this study was designed. Pregnant rats were randomly
assigned to four groups: control, glycine, diabetic, diabetic plus glycine. The subjects were euthanized
on day 19 of gestation; fetuses were obtained, as well as liver, kidney, and maternal blood serum.
The fetuses were evaluated for malformations, both gross and internal; sections of the fetal liver,
kidney, and brain were subjected to histological analysis. Maternal serum was processed to
determine glucose, cholesterol, and triglycerides; In the fetal liver, the activities of scavenging
enzymes and lipoperoxidation were determined. The administration of glycine improves fetal
development and biochemical-clinical parameters, but in healthy rats, it does not affect these
parameters or fetal development. Excess glucose can cause oxidative stress, which is partially
reversed by glycine, which enhances fetal development impaired by hyperglycemia; however, glycine
administration to healthy rats produces a low percentage of malformations, a result hard to explain.

KEYWORDS:

Glycine, diabetic embryopathy, embryoprotection, oxidative stress, teratogenesis.
Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un padecimiento crénico, causado por la produccién reducida o
ausente de la insulina, o resistencia de los 6rganos periféricos a esta hormona. Esta enfermedad es
de etiologia variada, lo que la convierte un problema de salud publico, y en las Ultimas décadas, el
namero de casos y la prevalencia se han incrementado drasticamente. La principal manifestacion de
la DM es la hiperglucemia sostenida, aunque algunos otros parametros clinicos y metabélicos se
encuentran también afectados en la DM. Las complicaciones a largo plazo incluyen cardiopatia,
nefropatia, neuropatia, retinopatia y vasculopatia diabéticas. El dafio que la DM pregestacional o
franca causa al embrion fue definido por Baker & Piddington (1993) como “embriopatia diabética”, y
es diferente de los dafios que causa la diabetes gestacional (GDM)

A nivel mundial, aproximadamente 60 millones de mujeres en edad reproductiva tienen DM, y
para el afio 2030, este numero podria subir al doble (Centers for Disease Control and Prevention,
2008). La DM es de los padecimientos mas comunes, tanto en el primer mundo, como en paises en
vias de desarrollo. La frecuencia global de neonatos de madres diabéticas se ha incrementado de
3.1 por mil neonatos vivos en 1998 a 4.7 en 2004. De acuerdo con datos de la Organizacion Mundial
de la Salud, cerca de 6 % de los neonatos (8 millones) anualmente, muestran defectos congénitos
al nacer. Se ha demostrado una relacién entre la diabetes pregestacional y los defectos congénitos.
La Secretaria de Salud de México ha publicado la Guia de Practica Clinica (2009), en la que reconoce
gue la DM pregestacional es un factor en la aparicién de malformaciones neonatales, y se propone
reducirla como parte de sus metas.

Se ha descrito que el principal teratdgeno de la DM es la glucosa a niveles no fisiolégicos, y el
mecanismo molecular parece ser el incremento del estrés oxidativo. Este es un desequilibrio entre
las especies reactivas de oxigeno y los antioxidantes fisioldgicos (enzimas depuradoras, vitaminas,
cofactores, etc.). Las especies reactivas de oxigeno en exceso pueden dafiar las biomoléculas,
incluyendo proteinas, lipidos, y acidos nucleicos. Estas moléculas reactivas pueden ser producidas
por varios mecanismos moleculares, siendo el radical hidroxilo la molécula con la mayor capacidad
de producir dafio celular (Eriksson & Wenztel, 2015).

En apoyo a la idea que la embriopatia diabética esta mediada por estrés oxidativo, se ha
demostrado que los antioxidantes como las vitaminas C y E solas 0 en combinacién (Cederberg et
al., 2001), el acido lipoico (Al-Ghafli et al., 2004), el resveratrol (Singh et al., 2011), la N-acetil cisteina
(Wentzel et al., 2003), y las poliaminas (Méndez & Palomar-Morales, 1999) pueden mejorar, prevenir
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o proteger al embrién en desarrollo de los efectos nocivos de la DM/hiperglucemia. Por el otro lado,
los estudios pioneros del grupo de Carvajal-Sandoval demostraron que el tratamiento con glicina
mejora el pronéstico de pacientes diabéticos, y de ratas macho con diabetes inducida quimicamente
(Carvajal-Sandoval et al., 1995; 1999 a,b; 2007; Alvarado-Vazquez et al., 2003, 2006). También se
ha demostrado que la glicina reduce la teratogenicidad del &cido all-trans retinoico en un modelo de
rata in vivo (Martinez-Angoa et al., 2006), y la glicina previene las malformaciones inducidas por
glucosa en embrién de ratén in vitro (Martinez-Galero et al., 2008). Por estas razones, el propdsito
de este trabajo fue evaluar el efecto de la glicina en un modelo de rata de embriopatia diabética, y la
posible participacion de la mejoria del estrés oxidativo en el efecto embrioprotector.

Material y Métodos

Tratamientos

Se tuvieron 25 ratas Wistar hembra sanas, de 10-12 semanas de edad, con peso de 220-250 g,
proporcionadas por el bioterio de la FES, donde fueron mantenidos, en condiciones controladas de
ciclo luz:oscuridad, temperatura y humedad, con acceso ad libitum a alimento (pellets Enviro S2018)
y agua purificada. Los procedimientos realizados siguieron la NOM-062-ZO0-1999, con aval del
Comité de Bioterio. Las hembras fueron apareadas con machos sanos, fértiles, de la misma cepa,
por el método de trio, toda la noche, y la mafiana siguiente se tomo un frotis vaginal para visualizarlo
en un microscopio de luz Leica DM500. Se asigno el dia cero cuando los espermatozoides fueron
observados. Las ratas prefiadas se asignaron al azar a cuatro grupos de cinco a siete individuos
(control, diabéticas, glicina, diabéticas méas glicina). Los sujetos de los grupos “diabéticas” y
“diabéticas mas glicina” fueron inyectados intraperitonealmente en la mafiana del dia 4 de gestacion
con estreptozotocina (STZ) (Sigma Aldrich Chemical Co.) a dosis de 50 mg/Kg de peso, disuelta en
un pequefio volumen de amortiguador de citratos 100 mM pH 3.5; mientras que los grupos “control”
y “glicina” se inyectaron con un volumen similar del mismo amortiguador. Los grupos control y
diabéticas permanecieron con acceso libre al agua potable, pero los dos grupos tratados con glicina
fueron administrados con este aminoacido grado alimenticio al 2 % en agua potable (Martinez-Angoa
et al., 2006; Paniagua-Castro et al., 2006), los dias 4 a 18 de gestacion. La solucién de glicina se
reemplazé cada dos dias para evitar contaminacion.

Este esquema de induccién diabética se escogid ya que la administracion de STZ antes del
apareamiento evita éste en las ratas de la colonia en nuestra instituciéon (Chirino-Galindo et al., 2021),
un hallazgo previamente reportado también por otro grupo independiente (Al-Ghafli et al., 2004). Por
esta razon, se establecié un modelo de DM inducida por STZ en etapa pre-implantacional, ya que se
sabe que la STZ causa hiperglucemia, glucosuria y fetos pequefios (Golob et al., 1970; Sybulsky &
Maughan, 1971). Adicionalmente, la vida media del agente es muy corta (Rodrigues et al., 1999),
por lo que las alteraciones del desarrollo y reabsorciones pueden ser atribuidas principalmente a la
DMy no a la toxicidad de la STZ.

Obtencion de muestras

En la mafiana del dia 19 de gestacion, las ratas se anestesiaron con una inyeccién intramuscular
de pentobarbital sédico, a dosis de 60 mg/Kg de peso, y la sangre se obtuvo por puncién cardiaca
con una jeringa hipodérmica. Las ratas fueron entonces eutanizadas por dislocacién cervical, y se
obtuvo el Utero por laparotomia. Los rifiones y una fraccién del higado se colectaron y fijaron en
formalina. Cerca de la tercera parte del higado se homogeniz6 en solucién salina y se congelo hasta
el momento de uso.

Andlisis de suero

La sangre obtenida se centrifugd a 3000 rpm por 5 a 7 min, y se recuper6 el suero, que se
colecto en viales tipo Eppendorf de 2.0 mL, para almacenarse a -20 °C hasta su uso. La glucosa, el
colesterol y los triglicéridos se midieron con ayuda de estuches comerciales (Spinreact REF14101,
EliTech CHSL-5505 y EliTech TGML-5414, respectivamente), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se intenté también evaluar la concentracion de hemoglobina glicosilada en sangre
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materna, con el estuche BioSystems 11044. Los cambios de color fueron monitoreados en un
espectrofotometro ultravioleta/visible Jenway 6305 para glucosa o hemoglobina glicosilada, o en un
lector de microplacas Sunrise Tecan, para colesterol y triglicéridos.

Andlisis fetal

Los (teros se cortaron de manera longitudinal con tijeras de cirugia, se obtuvieron los fetos y
contaron. Todo el procedimiento fue llevado a cabo en frio. Los fetos se midieron con una regleta
Vernier, se pesaron en una balanza semi analitica digital, y se fijaron en fluido de Bouin, durante 48
horas. Al finalizar este tiempo, se removio el fluido, se enjuagaron con agua corriente los fetos, y se
sumergieron en alcohol al 70 %, para ser analizados por la técnica de Wilson modificada por Barrow
& Taylor (1969). Las secciones morfoldgicas se visualizaron en un microscopio estereoscopico Leica
MZ6, y posteriormente, de las secciones morfolégicas, se obtuvieron el higado, cerebro y rifién
materno, y se sometieron a analisis histolégico. En algunos casos, se obtuvo una pequefia parte del
higado antes de la fijacién en Bouin, y se homogenizé en solucién salina.

Actividad de enzimas depuradoras

Los extractos crudos de higado materno o fetal se centrifugaron a baja velocidad para eliminar
los residuos celulares. En el sobrenadante se midieron la actividad de las enzimas antioxidantes y la
lipoperoxidacion. La actividad de catalasa se determiné por el decremento de absorbancia a 240 nm,
debido a la conversion de perédxido de hidrégeno en agua (Aebi, 1984). La glutation peroxidasa (GPx)
se monitore6 siguiendo el incremento en absorbancia a 340 nm debido a la formacion de NADPH
(Paglia & Valentine, 1967). La actividad de glutation S-transferasa (GST) se mide por aparicion del
conjugado glutatién-DNCB, que causa incremento en absorbancia a 340 nm (Tsuchida, 1999). La
superoxido dismutasa fue estimada en base a la inhibicién de la transferencia de electrones desde
el NBT a la xantina, catalizada por la xantina oxidasa, y medida a 560 nm (Beauchamp & Fridovich,
1971). La lipoperoxidacién fue determinada por la reaccién de los lipoperéxidos con acido
tiobarbitdrico, y el uso de malondialdehido como estandar (Ohkawa et al.,, 1979). La actividad
enzimética fue normalizada por contenido de proteinas, que se midieron por el método de Lowry et
al. (1951). En todos los casos, el cambio en absorbancia se determiné en un espectrofotbmetro
ultravioleta/visible Jenway 6305.

Andlisis histolégico

Las muestras fijadas de tejidos maternos y fetales se removieron del fijador (formalina o fluido
de Bouin), y se enjuagaron en agua corriente, se deshidrataron en soluciones de alcohol en orden
creciente, se aclararon en alcohol amilico, se embebieron en parafina grado histolégico y se
incluyeron. Los bloques fueron cortados a 5 pm en un microtomo Leica RM2125RTS. Las secciones
fueron montadas en portaobjetos gelatinizados, y se tifieron por la técnica de rutina de Hy E. Las
secciones de cerebro fetal se tifieron con la técnica de acido periddico-Schiff (PAS). Las secciones
tefiidas se visualizaron al microscopio éptico, se tomaron microfotografias con una camara Leica
EC3, y se analizaron con el software Leica LAS EZ.

Anélisis estadistico

Los niveles séricos de glucosa, colesterol y triglicéridos, asi como el tamafio de camada, peso
y longitud fetal, se interpretaron por ANOVA bifactorial, a nivel de confianza de 0.05, en el programa
Statistica V10 Enterprise®. El porcentaje de malformaciones o reabsorciones se calcul6 en base a
la camada, y se analizo por chi-cuadrada. Para la elaboracion de figuras y en la tabla, se utiliza el
error estandar de la media (SEM).
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Resultados y Discusién

Los valores de glucosa, colesterol y triglicéridos observados en ratas normales gestantes, sanas,
fueron similares a los valores reportados para la especie, un hallazgo que indica que el tratamiento
con amortiguador no afecta el metabolismo. Por el otro lado, para las ratas tratadas con STZ, los
valores fueron altos, consistentes con los efectos del diabetégeno. El tratamiento con glicina en ratas
prefiadas sanas no afecta los parametros bioquimico-clinicos: la concentracién de glucosa en suero
fue mayor en esos sujetos que en las ratas control, pero la diferencia no es significativa. Es notable
que el tratamiento con glicina a las ratas con diabetes inducida se acompafio por decremento en los
parametros séricos, pero el nivel de glucosa no alcanza los normales (Figura 1). Los resultados son
consistentes con lo reportado por Alvarado-Vasquez et al. (2003). La hemoglobina glicosilada mostr6
niveles muy bajos en todos los casos, y no se detectaron diferencias significativas entre grupos, por
lo que no se reporta este resultado.

500 +
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400 - DIABETICAS @DIABETICAS + GLICINA
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N~ N~ w w
g 2 g8 2

—
n
=

100

Glucosa, colesterol o triglicéridos
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COLESTEROL TRIGLICERIDOS

Figura 1. Parametros séricos en ratas diabéticas tratadas con glicina. La glucosa, el
colesterol y los triglicéridos fueron determinados en suero de ratas diabéticas o sanas, con
o sin tratamiento con glicina. Promedio £+ SEM de 5-7 determinaciones independientes. p <

0.05 con respecto al grupo control.

La administracion de glicina a ratas normales no afecta la fertilidad o el tamafio de camada, ya
que el tamafio de camada es similar entre los dos grupos de ratas sanas. La induccién a diabetes se
ve acompafiada por el decremento, no significativo, del tamafio de camada, con respecto al grupo
control. Adicionalmente, el tratamiento de las ratas prefiadas con glicina reduce el porcentaje de
reabsorciones, sin alcanzar los valores normales. De manera sorprendente, la glicina, administrada
a ratas sanas, produce un pequefio porcentaje de malformaciones (Tabla 1).

Buchanan & Kitzmiller (1994) han reportado que, en humanos y animales experimentales, la
diabetes o hiperglucemia pregestacional causan retraso de desarrollo y bajo peso al nacer. En la
especie humana, y en modelos experimentales, también hay pérdida de la gestacion por causa de
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diabetes mellitus pregestacional (Freinkel, 1980; 1985); lo que puede explicar la elevada frecuencia
de reabsorciones embrionarias en este trabajo. En las ratas del grupo control, la frecuencia de
malformaciones es muy baja, como ha sido reportado para esta especie (Beaudoin, 1980). El peso
y tamafio de los fetos del grupo diabéticas + glicina es muy cercano al control, lo que indica que
probablemente la glicina restaura el efecto de la diabetes sobre el retraso de desarrollo. En un
estudio previo, el tratamiento con glicina reduce el efecto nocivo del cadmio sobre el tamafio y peso
fetal, asi como el porcentaje de reabsorciones en ratona (Paniagua-Castro et al., 2006). Sin embargo,
la frecuencia de malformaciones, aunque mas baja que en las ratas diabéticas, fue mayor que en las
del grupo control.

Tabla 1. Parametros reproductivos y fetales en ratas diabéticas tratadas con glicina

o . . Diabéticas mas
Control Glicina Diabéticas \
glicina
Tamafio de camada (n) 12.00+1.22(5) 11.60+0.60 (5) 9.83 £ 0.70 (6) 11.57 £1.90 (7)

Porcentaje de

reabsorciones 1.19+053 (1) 9.08+2.16%® (3) 27.80+5.392(3) 14.02 +4.35% (3)
(camadas afectadas)

Tamafio fetal 2.96 £ 0.04 2.86 £ 0.022 2.63 £ 0.052 2.86 + 0.03%
Peso fetal 280+0.11 2.74+£0.03 2.10£0.072 2.52 + 0.05%
Porcentaje de

malformaciones 0.0 (0) 3.54 + 2.20% (2) 9.79 £+ 5.72(3) 4.08 +1.8320 (3)

(camadas afectadas)

Los valores son el promedio + error estdndar de la media (n = 5 a 7 camadas), y el
porcentaje de reabsorciones y malformaciones de todos los fetos obtenidos (58-80), y
el tamafio (cm) o peso (g) fetal. El porcentaje de resorciones y malformaciones se
calcularon en base al tamafio de camada. 2p < 0.05 con respecto al grupo control; Pp <
0.05 con respecto al grupo diabético.

Los fetos de las ratas del grupo control no presentan malformaciones; en contraste, la induccion
con STZ produce un elevado porcentaje de malformaciones, como ha sido reportado por nuestro
grupo y otros (Cederberg et al., 2001; Al-Ghafli et al., 2004; Wentzel & Eriksson, 2005; Wentzel et
al.,, 2008; Singh et al., 2011). Las malformaciones encontradas en ratas con diabetes inducida
guimicamente fueron principalmente exencefalia, hidramnios y lengua con protrusion. Las dos
primeras se detectaron visualmente en fetos enteros, pero otras malformaciones, aunque
generalizadas, solo se detectaron cuando se realizaron cortes morfologicos de los fetos, con la
técnica de Wilson modificada. Por otra parte, el tratamiento con glicina a ratas con DM inducida
guimicamente revierte parcialmente tanto la frecuencia como la severidad de las malformaciones;
las malformaciones encontradas en fetos de estas hembras fueron anasarca, edema local e
hidramnios (estos datos no se muestran). Sorpresivamente, como se indicé antes, el tratamiento con
glicina en las ratas normales, sanas, se acompafidé de un pequefio porcentaje de malformaciones
(anasarcay lengua protruida), mayor que lo reportado para esta especie. En la Figura 2, se muestran
dos fetos con exencefalia. No hay una explicacion sencilla del porqué en ratas normales, sanas, el
tratamiento con glicina se ve acompafiado por un pequefio porcentaje de malformaciones, en
posteriores estudios se tratara de verificar si esta asociacion es casual, o si existe alguna explicacion
biolégica. Una posible explicacion es que la glicina, como muchas otras moléculas, pueda tener
propiedades antioxidantes y prooxidantes, dependiendo del momento metabdlico y del esquema de
administracion; sin embargo, no se encontrd evidencia en la literatura que sustente esta propuesta.
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Adicionalmente a las malformaciones encontradas en algunos fetos intactos, es notable que el
higado fetal de ratas diabéticas es afectado por esteatosis, y se observan zonas hemorragicas, al
someter los fetos a la técnica de Wilson modificada. Los dafios no son encontrados en fetos de
madres del grupo control o glicina (Figura 3). La frecuencia y severidad de las malformaciones
encontradas en fetos de ratas diabéticas son consistentes con la literatura; y la reduccién de las
mismas por administracion de glicina es apoyada por los resultados obtenidos por Paniagua-Castro
et al. (2006), quienes reportaron que la administracién de glicina revierte la exencefalia provocada
por cadmio en fetos de raton.

[

Figura 2. Fetos exencefélicos (B, C) de ratas diabéticas, comparados con fetos de una rata
control. Se muestra una regla métrica bajo los fetos, para comparacion.

Los efectos benéficos de la glicina han sido revisados y compilados recientemente por Pérez-
Torres et al. (2017) y Razak et al. (2017). Particularmente, la administracion con glicina restaura los
principales signos y sintomas alterados por la DM en humanos y sujetos experimentales, tales como
glicemia, glicaciéon de proteinas, triglicéridos plasmaticos, etc. (Carvajal-Sandoval et al, 1995, 2007;
Alvarado-Vasquez et al., 2003). Sin embargo, hasta donde sabemos no se ha investigado el papel
embrioprotector o antiteratdgeno de este aminoacido sobre la diabetes experimental, pero los
resultados reportados concuerdan con la reversion del dafio teratogénico causado por el cadmio
(Paniagua-Castro et al., 2006) o &cido all-trans-retinoico (Martinez-Angoa et al., 2006), por la glicina.

La administracion de glicina a ratas prefiadas sanas, normales, no afecta la capacidad
reproductiva, ya que el tamafio de camada no es diferente entre los grupos control y glicina. La
condicion diabética reduce ligeramente el tamafio de camada, aunque este resultado no es diferente
estadisticamente con respecto al grupo control (Tabla 1). Adicionalmente, el tratamiento de las
hembras diabéticas prefiadas con glicina reduce el porcentaje de reabsorciones sin alcanzar el valor
control. Sorprendentemente, la glicina produce un pequefio porcentaje de reabsorciones en las ratas
sanas normales (Tabla 1).

Los fetos de las ratas sanas, normales, no presentan malformaciones. La diabetes inducida con
STZ produce un elevado porcentaje de malformaciones, mas severas que las encontradas en las
ratas tratadas con glicina. Las malformaciones encontradas en fetos de ratas inducidas a diabetes
con STZ fueron exencefalia, lengua protruyente e hidramnios. La exencefalia y el hidramnios se
detectan visualmente en los fetos enteros, pero otras malformaciones, aunque generalizadas, se
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observan internamente solamente después de emplear la técnica de Wilson modificada. Por otra
parte, el tratamiento de ratas inducidas a diabetes con glicina reduce tanto la severidad como la
frecuencia de malformaciones; y el tipo de malformaciones encontradas en esas hembras fueron
anasarca, edema localizado e hidramnios. Sorprendentemente, el tratamiento con glicina en ratas
sanas normales se acompafa por un ligero porcentaje de malformaciones (anasarca y lengua
protruyente). En la figura 2, se muestran dos fetos exencefalicos.

En secciones de higado materno, las ratas prefiadas del grupo control muestran la estructura
normal de la especie: las venas centrolobulillares y los cordones hepaticos son visibles. La induccion
diabética se acomparfa de una ligera alteracién del tejido, mientras que el tratamiento de las ratas
diabéticas con glicina parece restaurar la estructura. Aunque en algunas secciones se pueden ver
espacios vacios, puede observarse una mejoria de la estructura hepética. El tratamiento de glicina
en ratas normales, sanas, no produce ningun efecto sobre la estructura del higado (Figura 4).
Resultados similares se encontraron en ratones macho, en los que la administracion de STZ, ademas
de causar hiperglucemia y alterar el metabolismo lipidico, causé hepatoesteatosis, tumefaccion
celular y necrosis focal (Flores et al., 2006).

i 4¥
Figura 3. Efecto del tratamiento de ratas diabéticas con glicina sobre el higado fetal. A, corte
de Wilson de un feto representativo de una rata control, que muestra la apariencia normal del
higado fetal; B: higado de un feto de una rata sana tratada con glicina; C: higado de un feto de una
rata diabética; D: higado del feto de una rata diabética tratada con glicina. La flecha muestra un
area hemorragica, y el circulo un depésito graso.
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Por otra parte, en los rifiones maternos del grupo control ,los corplsculos, asi como los tibulos
distales y proximales, el asa de Henle, y los ductos colectores parecen tener la estructura normal. Al
igual que en el higado, el tratamiento con glicina a las ratas prefiadas control no produce ningdn
cambio visible. La induccién a diabetes con STZ altera profundamente la ultraestructura, ya que se
pueden ver los espacios vacios en cortes de rifion de ratas prefiadas tratadas con STZ (Figura 5).
Estos hallazgos respaldan lo hallado por Alvarado-Vasquez et al. (2003), quienes reportaron dafio
renal por efecto de la diabetes experimental, y restauracion de la estructura normal por efecto de la
glicina, en ratas.

Con respecto al corazon, los fetos de los grupos control y glicina muestran la estructura normal
del tejido: los nucleos, las fibras musculares, los desmosomas, etc., son de apariencia normal. En
los corazones de los fetos del grupo tratado con glicina, se puede observar disminucion de las fibras
cardiacas en los espacios intersticiales. Del mismo modo que en tejido materno, el tratamiento con
glicina en ratas sanas no afecta la estructura, pero el tratamiento a ratas con diabetes mejora
notoriamente la condicién anormal (Figura 6). Un resultado similar se observa en el cerebro: los
cerebros de fetos del grupo control muestran la estructura normal: las células piramidales, las células
gliales, los oligodendrocitos en las secciones histolégicas son de apariencia normal, y la induccién a
diabetes no afecta la infraestructura normal. Igualmente, los fetos de los grupos tratados con glicina,
ya sea de madres sanas o diabéticas, semejan lo observado en el cerebro de fetos controles (Figura
7).

Por ultimo, en higado fetal control, la estructura parece ser normal, al igual que la de higado de
los fetos de los grupos tratados con glicina, de ratas sanas o diabéticas; en contraste, el higado de
los fetos de madres diabéticas muestra desorganizacion celular y tisular (Figura 8).
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Figura 4. Efecto de la diabetes y la glicina sobre el higado materno. A: seccion histologica de
un higado de una rata prefiada del grupo control; B: seccién histoldgica de un higado de una rata
diabética prefiada; C: Seccion histolégica de un higado de una rata sana tratada con glicina; D:
seccién histolégica de un higado de una rata diabética prefiada tratada con glicina. Las flechas

muestran espacios vacios.

Ademas de investigar el efecto de la glicina sobre la estructura histolégica de los principales
organos de las ratas prefiadas y sus fetos, se quiso investigar si la glicina podia mejorar el estrés
oxidativo caracteristico del estado diabético, como se ha reportado (Chen et al., 2018). Las
actividades de las enzimas antioxidantes, determinadas en extractos crudos de higado materno o
fetal, tienen respuestas diferentes por la administracion de glicina o la induccién diabética. La
catalasa no se altera por la administracion de glicina, tanto en higado materno como fetal, pero de
manera sorpresiva, es indetectable en higado materno o fetal de los sujetos inducidos a diabetes.
Sin embargo, niveles mas elevados, aunque no distintos significativamente de los grupos control, se
muestran en el grupo diabético tratado con glicina. Sin embargo, altos valores, pero no diferentes
estadisticamente del grupo control, se observan en el grupo tratado con glicina (Figura 9A).
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La actividad de GPx es mas variable: la administracién de glicina o STZ causa incremento
en los valores obtenidos en higado materno, con respecto al control, pero en ratas diabéticas el
incremento es mas acentuado. En higado fetal de sujetos control, la actividad es muy baja, y la
induccion diabética o el tratamiento con glicina produce un aumento significativo, mientras que la
administracion del aminoacido a ratas diabéticas causa disminucion de la actividad con respecto al
grupo diabético, sin llegar a los valores del grupo control (Figura 9B).

Figura 5. Efecto de la diabetes y la glicina sobre el rifidn materno. A: seccidn histoldgica del
rifidn de una rata prefiada del grupo control; B: seccién histoldgica de un rifibn de una rata
diabética prefiada; C: Seccidn histolégica de un rifién de una rata sana tratada con glicina; D:
seccion histoldgica del rifién de una rata diabética tratada con glicina. Las flechas muestran
espacios vacios debido a pérdida de nefronas.
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Figura 6. Estructura de corazdn fetal por efecto del tratamiento con glicina en ratas
diabéticas prefiadas. A: corazén de feto sano; B: corazon fetal del grupo con diabetes; C: corazon
de feto de rata prefiada sana tratada con glicina; D: corazon de feto de rata diabética prefiada
tratada con glicina.

Con respecto a la actividad de la GST, ésta es casi indetectable, y la Unica diferencia
encontrada fue entre el grupo diabético y el control, tanto en higado materno como fetal (Figura 9C).

Igualmente, la actividad de SOD fue muy baja tanto en higado materno como fetal del grupo
control, pero la induccion diabética no altera la actividad; sin embargo, el tratamiento con glicina
aumenta de manera significativa la actividad; un resultado similar se observd en las hembras
inducidas a diabetes y tratadas con glicina y sus fetos (Figura 9D).

Por ultimo, la lipoperoxidacién aumento en el higado de ratas diabéticas y sus fetos con respecto
al control; similarmente, las ratas sanas tratadas con glicina y sus fetos muestran aumento de
lipoperoxidacion; la administracion de glicina a ratas prefiadas diabéticas restaura la actividad en
higado de las hembras, pero no en los fetos (Figura 10). La glicina revierte el estrés oxidativo y la
hepatoxocidad causada por plomo en ratas (Alcaraz-Contreras, 2011), por lo que es légico que en
este trabajo el tratamiento con glicina revierte la lipoperoxidacion causada por la induccién diabética.
Los resultados obtenidos, tomados en conjunto, muestran que la DM produce un desequilibrio en las
actividades de las enzimas depuradoras de especies reactivas, tanto en higado materno como en
fetal (El-Bassiouni et al., 2005), asi como un incremento en la lipoperoxidacién (Cederberg et al.,
2000, 2001; El-Bassiouni et al., 2005; Kamimoto et al., 2010). El estrés oxidativo puede ser
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determinado de manera indirecta en plasma materno (Guney et al., 2011), asi como en tejidos fetales
como corazon (Ejdesjé et al., 2011; Kumar et al., 2012).
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Figura 7. Estructura de cerebro fetal por efecto del tratamiento con glicina en ratas
diabéticas prefiadas. A: cerebro de feto sano; B: corazdn fetal del grupo con diabetes; C: cerebro
de feto de rata prefiada sana tratada con glicina; D: cerebro de feto de rata diabética prefiada
tratada con glicina.

Por otra parte, en los embriones malformados de ratas diabéticas las actividades de las enzimas
se alteran (Ornoy et al., 1999; Cederberg et al., 2000; Zaken et al., 2001), mientras que la incubacion
de embriones postimplantacionales de ratén en medio hiperglucémico produce aumento de la
lipoperoxidacion y cambio en la actividad de las enzimas antioxidantes (Zaken et al., 2001; Ryu et
al., 2007). Mediante enfoque de biologia molecular, se ha demostrado que la expresion de los genes
que codifican catalasa, SOD (y sus isoenzimas) y GPX se alteran en la embriopatia diabética
(Cederberg et al., 2000; Zabihi et al., 2007; Wentzel et al., 2008; Ejdesj6é et al. 2011). La
suplementacion de la dieta o el medio de cultivo con vitaminas C y E (Cederberg et al., 2000, 2001),
resveratrol (Singh et al., 2011), &cido félico (Zabihi et al., 2007); quercetina (Cao et al., 2016); y
curcumina (Wu et al., 2015) previene el estrés oxidativo y la dismorfogénesis. Nuestro grupo de
investigacion ha reportado que in vitro, el acido alfa-linolénico y el extracto de Buddleja cordata, rico
en verbascosido, reducen la lipoperoxidacion y la dismorfogénesis (Chirino-Galindo et al., 2017,
2021). En este trabajo, se determinaron las actividades de las enzimas antioxidantes se evaluaron
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directamente en extractos de higado materno y fetal, ya que Paniagua-Castro et al. (2006)
previamente reportaron que el tratamiento con glicina, a la misma dosis empleada en este trabajo,
previene la lipoperoxidacién producida por cadmio en ratonas prefiadas; ademas, la glicina, a dosis
de 100 mg/Kg de peso, previene la lipoperoxidacion hepatica en rata macho tratada con plomo (El-
Hafidi et al., 2018).

Figura 8. Estructura de higado fetal por efecto del tratamiento con glicina en ratas diabéticas
prefiadas. A: higado de feto sano; B: higado fetal del grupo con diabetes; C: higado de feto de rata
prefiada sana tratada con glicina; D: higado de feto de rata diabética prefiada tratada con glicina.

Sorpresivamente, la glicina per se induce incremento en la lipoperoxidacion hepética
materna o fetal; tal vez este aminoacido, al igual que muchos otros antioxidantes, pudiera tener un
efecto prooxidante cuando se administra sélo, o pudiera tener un efecto bifasico, como se ha
reportado para otras moléculas (Chirino-Galindo et al., 2017).
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Figura 9. Actividad de enzimas depuradoras en higado de ratas diabéticas tratadas con
glicinay sus fetos. Promedio + EEM de 5—7 determinaciones para higado materno, o 30-35 en
higado fetal. 2p < 0.01 con respecto al grupo control; Pp < 0.01 con respecto al grupo diabético

(ANOVA bifactorial).
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Figura 10. Lipoperoxidacién en higado de ratas diabéticas tratadas con glicina. Promedio +
EEM de 30-35 determinaciones. °p < 0.01 con respecto a su grupo control (ANOVA bifactorial).
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Conclusiones

El tratamiento con glicina a ratas diabéticas prefiadas evita las alteraciones del desarrollo
causadas por la patologia, probablemente por restaurar el estado oxidativo normal; aunque por si
solo produce un ligero estrés oxidativo, y un pequefio porcentaje de malformaciones y reabsorciones.
Estudios posteriores pudieran determinar si este efecto puede ser evitado si se manejan dosis mas
bajas, y si la glicina afecta la expresion de genes de enzimas antioxidantes, o moléculas involucradas
en la regulacién del estrés oxidativo, la apoptosis, el ciclo celular o la embriogénesis. Una de las
limitantes del presente estudio es que no se determinaron la expresion, por inmunohistoquimica o
PCR, de las enzimas antioxidantes o de los genes involucrados en la apoptosis y el ciclo celular, asi
como si la inflamacién tiene lugar durante la dismorfogénesis. Posteriores estudios se enfocaran a
tratar de investigar estos aspectos.
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