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RESUMEN

En México la Diabetes mellitus ocupa el primer lugar en nimero de defunciones
por aflo. Es una de las enfermedades que mas repercute sobre el embarazo
teniendo, por altas concentraciones de glucosa, efectos embriotdxicos a través de
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO’s). Los antioxidantes son
compuestos reconocidos por ser capaces de neutralizar la cascada de reacciones
generada en la formacién de radicales libres y por consiguiente la disminucion de
ERO’s en un ambiente de estrés oxidativo. Por tal motivo el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el poder teratogénico de diferentes dosis de STZ asi como la
capacidad antiteratogénica del compuesto antioxidante resveratrol. Para lo anterior
se tuvo en una primera etapa cuatro grupos de ratas Wistar hembras prefiadas,
cada uno de 5 individuos, a tres de ellos en el dia 4 de gestacion se les administro
STZ disuelta en amortiguador de citratos (100 mM pH 4.5) en las siguientes dosis
40, 50 y 60 mg/Kg, el grupo control solo fue tratado con el amortiguador. Se
obtuvieron los fetos el dia 19 de gestacion y fueron analizados morfolégicamente.
De las madres se obtuvo sangre por puncion cardiaca para realizar pruebas de
niveles de colesterol, glucosa, triglicéridos y lipidos totales. Los datos arrojaron
gue la mejor dosis de STZ para producir dafio teratogénico fue de 50mg/Kg. En
una segunda etapa se tuvieron tres grupos de ratas Wistar prefiadas cada uno de
5 ratas, el control tratado Unicamente con amortiguador de citratos, a los dos
restantes se les administro una dosis de 50 mg/Kg de STZ disuelta en
amortiguador de citratos administrada, todo lo anterior en el dia 4 de gestacion, a
uno grupo con STZ se le administro también una dosis de 100 mg/Kg de
resveratrol durante los dias 8 al 12 de gestacion. Los fetos se obtuvieron el dia 19
de gestacion y se realiz6 un andlisis morfoldgico y pruebas de actividad enzimatica
hepatica de CAT, SOD y GPx. Los resultados indican que el resveratrol puede
disminuir el efecto teratogénico de la diabetes producida por STZ, ya que las
actividades enzimaticas estudiadas se vieron altamente beneficiadas gracias a la
administracion de este antioxidante. Los efectos protectores de las enzimas CAT,

SOD Y GPx hepéticas se ven potenciados gracias a la administracion de



resveratrol durante la gestacion disminuyendo el estrés oxidativo que se presenta

a causa de la hiperglucemia materna.



INTRODUCCION
Definicion de la diabetes mellitus (DM)

La diabetes es una enfermedad sistémica, cronico-degenerativa, con grados
variables de predisposicion hereditaria, ya que en su desarrollo participan
diferentes combinaciones de genes junto con factores ambientales. Este
padecimiento se caracteriza por hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en la
produccion o accion de la insulina, lo que afecta el metabolismo de los hidratos de
carbono, proteinas y grasas. Los principales sintomas de la DM son la poliuria, la
polidipsia, la pérdida de peso, algunas veces polifagia y vision borrosa (Guzman-
Juarez y Madrigal-Bujaidar, 2003). Ademas, la hiperglucemia crénica se asocia
con dafio a largo plazo de varios 6rganos, especialmente rifiones (nefropatia), ojos
(retinopatia), nervios (neuropatia), corazén (cardiopatia) y vasos sanguineos
(Restrepo, 2000).

La DM afecta actualmente a mas de 366 millones de personas en el mundo, y se
espera que alcance los 540 millones en el 2025. La mayoria de los casos se
presentan en paises en vias de desarrollo. La Federacion Mexicana de Diabetes
reporta que en nuestro pais la DM ocupa el primer lugar como causa de
defunciones por afo; tanto en hombres como en mujeres las tasas de mortalidad
muestran una tendencia ascendente, con mas de 70 mil muertes y 400,000 casos
nuevos anuales. Cabe sefialar que segun la Direccion General de Informacion en
Salud, en el 2007 hubo un numero mayor de defunciones en el grupo de las
mujeres (37,202 muertes) comparado con el de los hombres (33,310), con una
tasa de 69.2 por 100,000 habitantes en mujeres y de 64 en hombres. Estas son
diferencias importantes a considerar en las acciones preventivas, de deteccion,

diagnéstico y tratamiento de este padecimiento.

Clasificacién de la DM

La clasificacién actual de la DM, aceptada por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), esta basada en la propuesta por el National Diabetes Data Group (NDDG)

en 1979. En ésta se utilizan nimeros arabigos, de forma que la DM de tipo 1 es la



que antes se conocia como dependiente de insulina o juvenil, y la DM tipo 2
sustituye a la nombrada previamente como no dependiente de insulina o tipo Il.
Ademas de introducir por separado a la diabetes gestacional, la intolerancia a la
glucosa y un grupo denominado “otros tipos de diabetes”. Ya en 1997, una
comision formada por expertos de la OMS y de la American Diabetes Association
(ADA), dio a conocer los nuevos criterios de clasificacion que quedaron reducidos

a cuatro grupos (Tébar y Escobar, 2009):

o DM tipo 1: las células B se destruyen, lo que conduce a una
deficiencia absoluta de insulina. Sus primeras manifestaciones clinicas
suelen ocurrir alrededor de la pubertad, cuando ya la funcién se ha perdido
en alto grado y la insulinoterapia es necesaria para que el paciente
sobreviva. Abarca entre el 5y el 10% de los casos.

o DM tipo 2: se presenta en personas con grados variables de
resistencia a la insulina pero se requiere también que exista una deficiencia
en la produccion de insulina que puede o no ser predominante. Ambos
fendmenos deben estar presentes. Es la mas comun, representa mas del
90% de los casos.

o Otros tipos especificos: conforma un numero considerable de
patologias especificas, que se enumeran en la Tabla 1.

o DM gestacional (DMG): se define como una alteracién del
metabolismo de los hidratos de carbono, de severidad variable, que se
inicia 0 se reconoce por primera vez durante el embarazo. Este término se
aplica independientemente de si se requiere o no insulina, o si la alteracion
persiste después del embarazo y no excluye la posibilidad de que la
alteracion metabolica este presente después de la gestacion. Para algunos
autores, se debe a casos de DM tipo 2 que se disparan por la gestacion. Se
presenta en aproximadamente 5% de las mujeres consideradas sanas

hasta ese momento.

Si bien, existen bastantes tipos de diabetes, los mas comunes dentro de la

poblacién son las DM tipo 1 y DM tipo 2, con mayor prevalencia de esta ultima.
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Por lo anterior a continuacion se describe, segun Tebar y Escobar (2009),

brevemente las caracteristicas mas importantes de estas patologias:

- La diabetes mellitus tipo 1 es aquella en la que la destruccion de las células

B del pancreas conducen a una diferencia absoluta de insulina. Se

reconocen dos subtipos:

DM tipo 1 mediada por inmunidad, o DM tipo 1A: esta forma, que
represente el 95% de esta enfermedad, aparece como consecuencia de
una destruccion tipo autoinmune de las células B del pancreas. Ya en
fases precoces de la enfermedad, cuando todavia no hay criterios de
diagnosticos de DM, pero si de otras anomalias del metabolismo de la
glucosa, aparecen en sangre diferentes tipos de anticuerpos, unos
dirigidos contra las propias células (anticuerpos anti-islotes o ICA), otros
contra la insulina (anticuerpos anti-inulina) o también contra la
descarboxilasa del &cido glutdmico (anticuerpos-GADgs) o0 contra las
tirosin-fosfatasa (anticuerpos anti-lIA-2[3). Estos anticuerpos, uno o mas,
aparecen ya en fase de alteracion de la glucemia en ayunas. Refuerza
el concepto de autoinmunidad la frecuente asociacion a otras entidades
de etiologia autoinmune como las tiroidopatias autoinmunes, la
enfermedad de Addison u otras que se encuentran en los sindromes
pluriglandulares autoinmunes tipo 1y 2. Estos pacientes, en su mayoria,
desarrollan su enfermedad antes de los 25 afios de edad, con igual
presentacion en ambos sexos y diferente incidencia segun raza y habitat
geografico. La velocidad de aparicion de la enfermedad es muy variable
y va a depender de la velocidad de destruccion de las células B. En
nifios y adolescentes la destruccion suele ser rapida, de tal forma que
los sintomas cardinales, poliuria, polidipsia y polifagia, aparecen de
forma abrupta en pocos dias 0 semanas, induciendo con frecuencia la
aparicion de una grave complicacion aguda de la DM que es la

cetoacidosis diabética. En otros casos la destruccién es progresiva; esto



ocurre sobre todo en adultos y hace que el inicio de la diabetes se
asemeje a la de una DM tipo 2.

e DM tipo 1, idiopatica, o de tipo 1B: en la actualidad todavia hay algunas
formas de DM tipo 1 en las que desconocemos su etiologia y que
componen este grupo. No presentan anticuerpos conocidos ni asociados
con el antigeno leucocitario humano (HLA). Clinicamente, la insulinemia
es muy fluctuante por lo que hay tendencia a frecuentes episodios de

cetoacidosis.

- En cuanto a la DM tipo 2, es el tipo mas frecuente, el del 90 a 95% de las
personas con DM. Patogénicamente se caracteriza por la resistencia a la
accion periférica de la insulina, secreciéon de insulina defectuosa o ambas.
En el momento del diagnoéstico suele haber una mezcla de ambas
alteraciones vy, etiologicamente lo caracteristico es la multifactorialidad, con
ausencia de destruccion autoinmune de las células B. La obesidad
abdominal esté presente en mas de un 85% de los diabéticos tipo 2, siendo
estos precisamente los que entroncan, habitualmente, con el diagnostico de
sindrome metabdlico y, por tanto, con la resistencia a la insulina como
elemento fundamental es su patogenia. Estos componentes tienen una
carga genética importante, pero sin la participacién de factores ambientales,
sobre todo, del sedentarismo, no se ponen en marcha los mecanismos que
provocan la aparicion clinica del cuadro. La presencia de cetoacidosis no
excluye el diagnostico de DM tipo 2, si bien en estos casos debe existir un
factor precipitante que incremente la demanda de accion insulinica, lo que
ocurre en infecciones, intervenciones quirdrgicas o0 situaciones muy

estresantes, entre otros.

Mientras el pancreas mantiene una secrecion de insulina suficiente para vencer la
resistencia insulinica, el diabético tipo 2 se mantiene en situacion funcional de no
insulinodependencia, pero lo habitual es que, con el paso de los afos, el pancreas
vaya claudicando y la secrecion de insulina sea insuficiente para controlar la

glucemia, momento en el que el diabético tipo 2 cambia su situacion funcional a



diabético insulinodependiente. Su diagndstico se realiza normalmente en la edad
adulta (mas de 40 afos).

En las ultimas décadas, ha aparecido un subtipo de DM tipo 2, en adolescentes y
mas raramente en nifios con obesidades abdominales importantes y/o gran
resistencia a la insulina, por lo cual a menudo se describe como “diabetes del
adulto de inicio juvenil’, o “diabetes del adulto de aparicibn temprana”,
denominada brevemente MODY, del inglés Maturity Onset Diabetes of the Young.
En esta DM, la carga genética es importante, como lo es en las mujeres haber

tenido una diabetes gestacional previa.

Por ultimo, hay otros tipos de DM, o DM secundaria, en los cuales los signos y
sintomas caracteristicos de éste padecimiento se presentan de manera secundaria
a otro padecimiento, que puede ser hormonal, cromosémico, o por intoxicacion

laboral o involuntaria (ver tabla 1).
Modelos de diabetes experimental

En humanos no se pueden realizar estudios para conocer la etiologia de la DM,
por razones tanto éticas como técnicas, ni se pueden identificar en las mujeres
diabéticas embarazadas cuales son los teratdgenos que afectan la embriogénesis,
ni los mecanismos mediante los cuales lo hacen. Por esta razon es necesario
recurrir a modelos experimentales, ya que las caracteristicas generales de la
diabetes en animales son similares a las de la diabetes humana (Salazar, 2010).
Hay cuatro grandes grupos de modelos experimentales que se conocen para

inducir la diabetes, dependiendo de la metodologia empleada:



TABLA 1. Otros tipos de diabetes mellitus (Tomada de The Expert Committee on
the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus. 1997).

Cromosoma 12, HNF-1a (MODY 3)

Cromosoma 7, glucocinasa (MODY 2)

Defectos genéticos de la funcion de la célula 8 Cromosoma 20, HNF-4a (MODY 1)

ADN mitocondrial

Otros

Acromegalia

Sindrome de Cushing

Glucagonoma

Endocrinopatias Feocromocitoma

Hipertiroidismo

Somatostatinoma

Aldosterona

Otras

Vacor

Pentamidina

Acido nicotinico

Glucocorticoides

Hormonas tiroideas

Inducidas por farmacos o sustancias quimicas —
Diazéxido

Agonistas B adrenérgicos

Tiazidas

Dilantin

Interferén a

Otros

Rubéola congénita

Infecciones - -
Citomegalovirus

Otras

Resistencia a la insulina tipo A

Leprechaunismo

Defectos genéticos en la accion de lainsulina Sindrome de Rabson-Mendenhall

Diabetes lipoatrofica

Otros

Pancreatitis

Pancreatectomia/traumatismo

Neoplasia

Enfermedades del pancreas exécrino Fibrosis quistica

Hemocromatosis

Pancreatopatia fibrocalculosa

Otras

Sindrome de Down

Sindrome de Klinefelter

Sindrome de Turner

Sindrome de Wolfram

Ataxia de Friedreich

Formas infrecuentes de diabetes autoinmunes -
Corea de Huntington

Sindrome de Lawrence-Moon-Biedel

Distrofia miotdnica

Porfiria

Sindrome de Prader-Willi

Otros




o Diabetes quirtrgica. Consiste en realizar una pancreatectomia total o
parcial para desencadenar estados hiperglucémicos parecidos a la diabetes
tipo 1 y tipo 2 respectivamente (Ingle, 1948). Actualmente, solo tienen
importancia histérica. Mediante este modelo Banting y Best descubrieron en
perros la importancia de la carencia de la insulina en la patogenia de la DM
tipo 1.

o Diabetes viral. La infeccion viral se sefiala como una causa de
diabetes tanto en animales como en humanos (Craighead, 1975; Barret-
Connor, 1985). Varios tipos de virus se han utilizado para inducir diabetes
experimental en diversas especies animales, por ejemplo el virus de la
encefalomiocarditis, el virus de la rubeola, el virus de la encefalitis equina
venezolana, el virus de coxackie y el reovirus (Salazar, 2010). Estos
modelos presentan numerosas dificultades experimentales, por lo que hoy
en dia son muy poco utilizados en investigacion.

o Diabetes espontanea. Existen especies que pueden desarrollar esta
enfermedad espontaneamente; algunas de ellas son la rata Wistar BB, que
se nombran asi ya que fueron descubiertas en el laboratorio BioBreeding de
Ottawa, Canadé (Bieg y Lernmark, 1999); el hAmster chino y el ratdn obeso
(OB). Con estas variedades, de los cruces adecuados, se pueden obtener
cepas con individuos que desarrollan la enfermedad en un elevado
porcentaje (Ozturk y cols. 1996). Estas cepas, sin embargo, son caras, en
su mayoria son modelos de la DM2, y no siempre los resultados obtenidos
en estudios donde se utilizan pueden extrapolarse a la especie humana.

. Diabetes quimica. La administracion de ciertas sustancias quimicas a
animales provoca sintomas similares a la diabetes. Entre estos quimicos, la
aloxana y la estreptozotocina (STZ) han mostrado ser los mas efectivos, por
lo que son los que se utilizan comUunmente. Estos compuestos en dosis
diabetogénicas actian especificamente sobre las células B pancreaticas
(Mora y cols. 2009).



Tanto la aloxana como la STZ actuan destruyendo las células B-pancreaticas; sin
embargo, aungue los niveles de insulina en los animales tratados son muy bajos,
no hay ausencia total de la hormona por lo que pueden sobrevivir durante meses
sin tratamiento con insulina. La aloxana, a pesar de haber sido utilizada desde
hace mas de 60 afios, da resultados variables, a causa de su corta vida media a
pH fisiologico; y los roedores tratados con este agente pueden recuperarse en
algunos casos, y en otros el descontrol metabodlico puede causar que los sujetos

pierdan la vida antes de que se termine el estudio (Méndez y Ramos, 1994).

La STZ es un antibiotico producido por la levadura Streptomyces acromogenes
(Vaura y cols, 1959), su denominacién quimica es N-(metilnitrosocarbamoil)-a-D-
glucosamina. Pertenece al grupo de las nitrosoureas, junto con la fotemustina y la
procarbazina. Durante su metabolizacidon, estas sustancias inducen dafio al ADN
debido a la alquilacién de sitios especificos de seis bases generando radicales
libres como el oOxido nitrico (NO°). También se ha encontrado que estos
compuestos aumentan la generacion del radical superoxido por el sistema xantina
oxidasa de las células pancreaticas, de la misma forma que estimulan la
produccion de peroxido de hidrogeno (H20), y causan la fragmentacién del ADN
en islotes pancreaticos aislados de rata, que es una de las caracteristicas de la
apoptosis (Szkudelski, 2001). Sus ventajas principales son: 1) que la dosis
diabetdgena de esta sustancia son menores que las necesarias con aloxana; 2) la
homogeneidad del dafio causada, ya que rara vez los organismos se recuperan o
se pierden; 3) la estabilidad, ya que hay reportes de que pueden tenerse animales
diabéticos meses después del tratamiento, lo que no ocurre con la aloxana. Su
principal desventaja es econdémica, ya que su costo es cerca de 100 veces mayor

al de la aloxana.

Para inducir un estado metabdlico y fisiolégico semejante a la DM tipo 1 con STZ
en rata, hay dos aproximaciones, la induccién con dosis Unica (50-80 mg/Kg,
segun la cepa); y la inducciéon con multiples dosis (un esquema un poco mas
complejo, en el que se administran dosis de 10-25 mg/Kg tres o cuatro veces,
espaciadas 2-3 dias (Bolzan y Bianchi, 2002).
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Estrés oxidativo, DMy embarazo.

El estrés oxidativo (EOX) se define como el desequilibrio bioquimico propiciado por
la produccion excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL), que
provocan dafo oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado

por los sistemas antioxidantes de defensa (Ramos y cols, 2006).

El oxigeno (O,) contenido en el es fundamental para la vida, sin embargo, muchas
reacciones en las que participa el O, generan especies reactivas de oxigeno
(ERO), algunas tienen el caracter quimico de ser RL, es decir, presenta al menos
un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandoles una configuracion
espacial que genera una alta inestabilidad con una enorme capacidad para
combinarse con la diversidad de moléculas integrantes de la estructura celular

(Valdez-Penagos y Mendoza-Nufez, 2004).

Hay numerosas investigaciones que evidencian que las ERO contribuyen
significativamente a la progresion de la diabetes y sus complicaciones (Al-Dallen y
cols, 2004).

Los principales efectos bioquimicos de la hiperglucemia que caracteriza a la DM
son la glucosilacion no enzimética de proteinas y la reacciéon de Maillard o
glicatacion. En este sentido, inicialmente se produce una reaccion entre el azucar
con la proteina formando un compuesto que se denomina base de Schiff, cuya
estructura se reordena hacia una forma mas estable llamada producto de Amadori,
la cual sufre una serie de complejas transformaciones que llevan a la formacion de
los productos finales de glucosilacion avanzada (AGESs) los cuales favorecen el

EOx (Valdez-Penagos y Mendoza-Nufez, 2004).

La DM es considerada como la entidad metabdlica mas comun durante la
gestacion, presentandose mas o menos en el 5% de los embarazos. El 90% de
estas pacientes presentan DMG, es decir son mujeres con predisposicion genética
o0 metabdlica a la diabetes, incapaces de compensar adecuadamente los efectos

diabetogenicos del embarazo; el restante 10% esta conformado por mujeres con
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diabetes ya diagnosticadas antes del embarazo (DM1, DM2 y otros tipos)
(Restrepo, 1992).

Se sabe que las hormonas que son secretadas durante el embarazo tienen efecto
diabetogénico porque producen alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos. Los estrogenos, la progesterona, el lactégeno placentario y el
cortisol, son antagonistas de la insulina; por lo tanto la captacién periférica y la
utilizacion de la glucosa disminuyen. Ademas de lo anterior, la placenta atrapa y
destruye la insulina, lo que agrava el problema; sin embargo, el pancreas tiende a
producir mayor cantidad de insulina para mantener una buena tolerancia a la

glucosa (Malacara, 1990).

El embarazo es una condicién metabdlica de tipo oxidativa en que la unidad feto-
placentaria se forma a expensas de la madre (Acevedo y cols, 2007). El ambiente
hiperglucémico e hiperlipémico que rodea al embrion genera sustancias oxidantes
con alta capacidad para dafar la estructura de las biomoléculas y alterar las
funciones en que ellas participan. Dichas sustancias pueden provocar cambios en
eventos de sefalizacién cruciales durante determinados periodos del desarrollo,
afectar la expresion de genes relacionados con la morfogénesis y producir dafio
estructural del material genético, mecanismos que han sido implicados en la

embriopatia diabética (Loeken, 2006).

Freinkel y cols. (1986) lograron demostrar, en cultivo de embriones de rata de dia
9.5 dias de gestacién, que agregando glucosa y/o hidroxibutirato (uno de los dos
cuerpos cetdnicos) se incrementa la presencia de retraso en el crecimiento

neuronal y la organogénesis extraneuronal.

La incidencia de malformaciones congénitas aumenta cuatro veces entre los nifios
de madre con diabetes pregestacional, debido al medio metabdlico alterado

durante la organogénesis (primeras semanas del embarazo) (Carpenter, 2007).

La descompensacion de la enfermedad alrededor del periodo de organogénesis a

sido relacionada con un espectro de alteraciones del desarrollo que incluye:
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anomalias del sistema nervioso, cardiovascular, renal, sistema esquelético, retardo

en el crecimiento y aborto (Garcia y Garcia, 2009).

La etiologia del efecto teratogénico de la diabetes no estd completamente
dilucidada aun, pero las malformaciones congénitas producidas por diabetes
experimental son prevenidas en animales con la administracion in vivo de
diferentes antioxidantes, tales como vitamina C y/o E, a-tocoferol, acido lipoico,
butil-hidroxitolueno butilado, resveratrol y N-acetil cisteina (Cederberg y cols.
2001; Cederberg y Eriksson, 2005; Singh y cols. 2011; Wentzel y Eriksson, 2005;
Zabihi y cols. 2007).

Por citar algunos ejemplos, Méndez y Palomar-Morales (1999), concluyen,
después de haber trabajado en un modelo in vivo de rata, que las poliaminas
putrescina, espermina y espermidina administradas el dia 5 de gestacion, pueden
prevenir las reabsorciones y los efectos embriotoxicos causados por una DM

inducida por aloxana.

Fernandez y cols. (2013) observaron que la administracion de vitamina E durante
la gestacion de ratas Wistar, disminuye el nimero de reabsorciones, aumenta la
talla de los embriones, ademas de registrar menor retraso del desarrollo,
severidad de las malformaciones y contenido de marcadores de dafo oxidativo a

proteinas vy lipidos.

Guney y cols. (2011) demostraron que el tratamiento de vitamina E mas selenio en
ratas prefiadas, reduce los niveles de lipoperoxidacién lipidica y aumenta
significativamente la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa, superdxido
dismutasa y glutation peroxidasa y concluye que es un potente antioxidante que
puede desempefiar un papel en la prevencion de enfermedades relacionadas con

la diabetes presente en el embarazo.

Siman y Eriksson (1997) utilizaron diferentes dosis de vitamina C en ratas
diabéticas prefiadas, reportando la disminucion de reabsorciones tempranas y

tardias asi como malformaciones. Ademas de que el tratamiento aumento la
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concentracion de a-tocoferol en la placenta y reduccién de las sustancias reactivas

del acido tiobarbiturico en suero.

Antioxidantes

Un antioxidante (AOXx) es toda sustancia que en concentraciones normales posea
una afinidad mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con un RL
(Mayor-Oxila, 2010). Las estructuras criticas en la célula son protegidas por la
capacidad de varios tipos de AOx y también por otros mecanismos como los de

reparacion o eliminacion del dafio por enzimas especificas (Pérez y cols, 2008).

Los antioxidantes se clasifican en enddgenos, los cuales se encuentran en el
organismo Yy son sintetizados por sus células, estos son principalmente
mecanismos enzimaticos como superoxido-dismutasa (SOD), catalasa, glutation
peroxidasa (GPx) y mecanismos no enzimaticos como la coenzima Q-; y
exdgenos, estos ingresan a través de la dieta (Tabla 2). La dieta es la mayor
fuente de nutrientes que contienen propiedades antioxidantes o son elementos
para la sintesis de enzimas antioxidantes. En la proteccion de las células contra la
oxidacion, todos los niveles de defensa antioxidantes deben actuar en conjunto

para formar un sistema integrado (Pérez y cols, 2008).
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Tabla 2. Componentes del sistema antioxidante en humanos (Tomada de
Lozada y Garcia, 2009).

COMPONENTE ACCION ANTIOXIDANTE
Enzimas
* Superéxido dismutasa _ o
Catalasa e Remover radical superoxido
*Glutation peroxidasa _
*Tioredoxina e Convertir H202 a HZO
Secuestradores de iones de e Quelantes de zinc, cobre e
metales hierro

*Metalotioneina
*Fitoquelantes
*Transferrina
*AlbUmina

Antioxidantes de bajo peso molecular

*Uratos (enddgenos) e Recicladores de especies

*Vitamina C (ex6geno) reactivas de oxigeno y de nitrégeno
*Vitamina E (exdgeno )
*Carotenoides (exdgeno)
*Fitoquimicos (exdgeno)

Actualmente se ha propuesto el uso de diversos antioxidantes para la prevencion
de enfermedades crénicas degenerativas y del envejecimiento prematuro (Garcia-

Alvarez y cols, 2009).

Los alimentos de origen vegetal, en especial las frutas, vegetales, nueces, vino
tinto y jugos presentes en la dieta, de acuerdo a estudios epidemiolégicos
realizados, pueden ejercer un efecto protector contra algunas enfermedades tales
como el cancer, trastornos cardiovasculares y cerebro-vasculares (Weisburger,
1999). Esta propiedad se debe a la presencia de compuestos bioactivos con
capacidad antioxidante como la vitamina C, vitamina E, B-caroteno, y una mezcla

compleja de compuestos fendlicos (Padilla y cols. 2008).

El resveratrol (3, 5, 4’ trihidroxiestilbeno), es una compuesto fendlico producido por
algunas plantas espermatofitas, es particularmente abundante en las uvas, donde
se produce en respuesta a condiciones de estrés (Montero y cols, 2003), Este

compuesto tiene la caracteristica de contener en su estructura dos grupos
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bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas, lo que le confiere una alta

capacidad antioxidante (Gutiérrez y cols, 2009).

Gutiérrez y cols. (2009), reportaron que el resveratrol disminuyé eficientemente los
niveles de lipoperoxidacion, debido probablemente a que en su estructura contiene
dobles enlaces y grupos hidroxilo que son capaces de neutralizar radicales libres
tales como el anion superdéxido, el hidroxilo y radicales lipidicos a través de la
donacién de electrones, convirtiéndose finalmente en un radical estabilizado por

resonancia.

Por otra parte Singh y cols. (2011) realizaron un estudio en el que utilizaron
resveratrol para prevenir los efectos teratogénicos producidos por el 2, 3 ,7 ,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina, y encontraron que el resveratrol es un candidato
atractivo para prevenir efectos inmunotoxicos inducidos por los contaminantes

ambientales durante el embarazo, lo que protege al feto de los efectos nocivos.

Hung y cols. (2007), en un estudio teratoldgico en ratas expuestas a etanol,
obtuvieron en sus resultados que la generacién de ERO esta relacionada con la
apoptosis de células madre en embriones de rata, y confirmaron la hipétesis de
que el resveratrol inhibe la muerte celular mediante la interrupcion de la sintesis de
ERO.
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HIPOTESIS

Debido al alto indice de malformaciones provocadas por el padecimiento de la DM,
existe una gran preocupacion por la progenie; por lo tanto es de vital importancia
la realizacion de estudios en los que se pueda evaluar el efecto embriotdéxico de
esta enfermedad. Asi mismo, la busqueda de compuestos que logren neutralizar
los dafios de teratogénos, es una tarea que el hombre debe tratar de resolver dia a

dia.

Por todo lo anterior se espera, que el resveratrol por su capacidad antioxidante
pueda funcionar como un agente de reversion ante los efectos teratogénicos de la
DM.
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OBJETIVOS
General:

e Evaluar el potencial antiteratogénico del resveratrol en ratas gestantes

diabéticas.
Particulares:

e Encontrar la dosis diabetdgena de STZ que induzca malformaciones

embrionarias en ratas.
¢ Realizar una revisién morfolégica de los fetos de ratas diabéticas.

e Evaluar la actividad de los principales complejos enziméaticos relacionados
con la neutralizacion de las ERO (catalasa, superoxido dismutasa y

glutation peroxidasa) en higado de fetos de ratas diabéticas.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se dividi6 en dos fases, en las cuales se utilizaron 28 ratas hembra, de
la cepa Wistar, de 250-300 g, que se obtuvieron en el Bioterio de la Facultad de

Estudios Superiores Iztacala UNAM.

Primera fase.

En la primera fase, se buscé la dosis de STZ que produjera diabetes en la
totalidad de los organismos sin causar muertes, y que se acomparfiara de aparicion
de malformaciones. Para este fin, se utilizaron 16 hembras en etapa reproductiva,
las cuales en etapa de proestro fueron alojadas con ratas macho fértiles, durante
12 horas. Para determinar si la fertilizacién fue efectiva, se realizé un frotis vaginal

y la presencia de espermatozoides determino el dia 0 de gestacion.

Una vez prefiadas, las ratas se asignaron al azar en 4 grupos homogéneos: a tres
de ellos se les administro STZ el dia cuatro de prefiez, a dosis de 40, 50 y 60
mg/Kg respectivamente, disuelta en amortiguador de citratos (100 mM pH 4.5) ya
que son las dosis a las cuales diversos autores han reportado dafio a pancreas, y
aparicion de un estado similar a la DM. Al otro grupo se le aplico solo el

amortiguador, y fue considerado como el grupo testigo.

El dia 19 de gestacion, las hembras se sacrificaron con una sobredosis de
pentobarbital sédico (50 mg/Kg), una vez anestesiadas se obtuvo sangre por
puncion cardiaca. En seguida los fetos se obtuvieron por laparotomia, se pesaron
y midieron. Posteriormente la sangre se centrifugo durante 5 minutos a 3000 rpm

para la obtencion de suero, con el cual se hicieron las siguientes pruebas:

e Glucosa: se utilizd6 el estuche comercial Spinreact Ref. 1001190. Su
fundamento esta basado en oxidacion de la glucosa a acido glucénico por
medio de la glucosa oxidasa (GOD); también conocido como Trinder. El

H,O, producido de dicha reaccion se detecta mediante un aceptor
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cromogénico de O,, fenol-ampirona en presencia de peroxidasa (POD). Las

reacciones son las siguientes:

GOD |
p—D—-Glucosa+0, +H,0 — Acido gluconico +H,0

POD
H,O + Fenol + Ampirona— Quinona+ H,0O

Colesterol: se utilizé el estuche ELITech Ref. CHSL-5505. Su principio esta
dado por la hidrolizacién de los esteres a partir de la colesterol esterasa
(CE), con la cual se origina colesterol libre y &cidos grasos. El colesterol
libre producido més el colesterol preformado se oxidan en presencia de
colesterol oxidasa (COx) para dar colest-4-en-3-ona y H,O, Un cromdgeno
qguinonaimina se produce cuando el fenol se acopla oxidativamente con 4
aminofenazona, en presencia de POD con H,0;, Las reacciones son las

siguientes:

CE ;
Esteres — Colesterol + Ac.grasos

COx
Colesterol — Colest —4—en—3—-ona+ H,0,

POD
H,O, +4amin ofenazona + pHBs— 2H,0 + O~ quinoneimina

Triglicéridos: se midieron con el estuche Spinreact Ref. 1001310, que se
basa en que los triglicéridos incubados con lipoprotein lipasa (LPL) liberan
glicerol y acidos grasos libres. El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato
deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de glicerol quinasa (GK) para
producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato (ADP). EI G3P es
entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y H,O, por GPO. Al
final, el H,O, reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol. Las

reacciones son las siguientes:
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Lipoprotenlipasa

Trigliceridos+H,0  —  Glicerol + H,0,

Glicerolkinasa

Glicerol + ATP 5  Glicerol —3— Fosfato + ADP

Glicerol-3- fosfato-oxidasa

Glicerol —3—- Fosfato + O, SN Dihidroxiacetona — P + H,0,

Peroxidasa

H,0, +4— AAP + P —Clorofenol quinoneimina

e Lipidos totales: la medicion se realiz6 con el estuche Spinreact ref.
1001270. Los lipidos insaturados reaccionan con acido sulftrico en caliente
con formacion de iones carbonio. En una segunda etapa, estos en

presencia de fosofovainillina dan una coloracion rosada.

Los fetos se evaluaron en su aspecto morfolégico mediante la técnica de Wilson
modificada (Barrow y Taylor, 1969).

Purificacion de resveratrol

El resveratrol fue extraido de las pastillas de venta al publico Resveratrol CAPS
(Green side) a partir de procesos de cromatografia en el laboratorio de
Fitoquimica de la Unidad de Biologia, Tecnologia y Prototipos de la FES Iztacala,
con el apoyo y supervision de la Dra. Ana Maria Garcia Bores. A continuacién se

hace una breve descripcion del proceso de extraccion:

Primeramente, el contenido de las capsulas se pesé en balanza analitica y se
mezclé con metanol en proporcidon 1:5, la mezcla se dejo reposar en un matraz de
vidrio tapado con aluminio durante tres dias. Cumplido el tiempo, el material
recuperado de la mezcla se hizo pasar por embudo de vidrio con papel filtro
(previamente humedecido con metanol) y se colectd en un vaso de precipitados.
La pastilla se volvi6 a mezclar con metanol, siguiendo el mismo procedimiento

antes descrito, esto se realiz6 3 veces mas.
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El filtrado recuperado de los procedimientos anteriores se sometié a destilacion en
rotavapor y finalmente se dejo secar en una campana de vacio, esto tardo 3 dias.
Se realiz6 una cromatografia en capa fina para comprobar la presencia de

resveratrol, el cual en lampara UV se observa de color azul.

Al comprobar que el resveratrol se encontraba en la muestra, se procedid a
montar la columna cromatografica. Cada alicuota consté de 200 ml, los cuales
fueron destilados en rotavapor y el producto se dejé secar en frascos de vidrio
numerados. Para el procedimiento se ocupdé como solvente, primeramente
diclorometano puro y en la alicuota numero 7 se utiliz6 como solvente
diclorometano-metanol en relacion 95:5. Se obtuvieron en total 48 alicuotas. El
resveratrol se obtuvo con las alicuotas 29 a la 43, las cuales fueron disueltas en
metanol y con ellas se llevo a cabo una cromatografia en capa fina para compéaralo
con el compuesto de referencia identificado previamente por estudios de

resonancia magnética nuclear de protones (*H) y carbono (*3C).
Segunda fase

Una vez que se tuvo la dosis diabetogénica, se llevo a cabo la segunda fase de la
tesis. Se emplearon tres grupos de ratas, de 4 individuos cada uno. Al grupo
testigo se le administro el amortiguador de citratos (100 mM pH 4.5) el dia 2, y a
los otros dos grupos se les indujo diabetes por medio de una inyeccion
intraperitoneal de 50 mg/Kg de estreptozotocina (STZ), la dosis que se encontrd
con mayor efecto diabetégeno en la primera parte, esto se hizo el dia cuatro de
gestacion; de aqui se formaron los grupos restantes, un grupo diabético (DM) y al
otro se le administro resveratrol (DM+R) en dosis de 100 mg/Kg de peso corporal

(Singh y cols, 2011); por via oral, del dia 9 al 16 de gestacion.

Las ratas se sacrificaron el dia 19 y se valoraron los fetos como se describio
anteriormente; ademas, se les extrajo el higado para homogeneizarlo en solucién
salina, y en los extractos crudos se evaluaron las actividades de tres enzimas

antioxidantes, las cuales fueron:
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Catalasa o CAT (Aebi, 1960), esta técnica esta basada en la reaccion que
tiene lugar cuando la enzima consume el peréxido de hidrégeno (H202) y en
su lugar forma agua y O,. La reaccion se monitorea dentro de los primeros
60 segundos de agregado el extracto, por la disminucion de la absorbancia
a 240 nm, ya que el peroxido de hidrégeno absorbe energia luminosa a
esta longitud de onda, mientras que el agua y el oxigeno molecular no lo

hacen.

Glutation Peroxidasa o GPx (Paglia y Valentine, 1967), esta enzima
consume glutation y como cofactor oxida NADPH, esta reaccion se acopla
con la reaccién de la glutation reductasa, que regenera al cofactor. El
aumento en la absorbancia a 340 nm, el pico de absorcion dela NAPDH,
durante los minutos 2 a 4 después de la adicion del extracto, se utiliza para

obtener la actividad de la enzima.

Superoxido dismutasa (SOD) (Beauchamp vy Fridovich, 1971), su
fundamento est4 basado en la reduccion del nitroazul de tetrazolio por
medio de la xantina, transfiriendo electrones desde el i6n superéxido a la
xantina. La adicibn de SOD o extracto biolégico donde se encuentra la
actividad enziméatica inhibe la transferencia y disminuye la reduccion de
nitroazul de tetrazolio, en medio alcalino. La reduccion del nitroazul de

tetrazolio se refleja en un aumento en la absorbancia a 560 nm.

Los resultados anteriores fueron referidos por la cantidad de proteinas evaluadas
por el método de Lowry y cols. (1951) en el cual se forma un complejo coloreado
de cobre con el enlace peptidico y un derivado de tirosinas que contribuyen a la

absorbancia total.

Anédlisis estadistico

Los datos de las pruebas bioquimicas y los pardmetros fetales (peso, talla) se

analizaron con ANOVA simple seguida de prueba de Tukey o LSD, cuando fue
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necesario. Para los datos de tamafio de camada, frecuencia de malformaciones,
se utiliz6 ANOVA en rangos de Kruskall Wallis. Las pruebas se realizaron en el

paquete estadistico SPSS para Windows.
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RESULTADOS
Dosis diabetégena de STZ
Variables maternas

En cuanto al peso corporal, este fue registrado diariamente durante el periodo
gestacional, y en la figura 1 se muestra el peso al momento del sacrificio. Se
observa que todos grupos mantuvieron un peso homogéneo, aunque se aprecia
una ligera tendencia a perder peso en el grupo de 40 mg/Kg de STZ con respecto

al resto de los grupos, pero esta diferencia no es estadisticamente significativa.
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50 A

o} T T T 1

control 40 mg/Kg 50 mg/Kg 60 mg/Kg

Peso materno en gr

Figura 1. Peso corporal de ratas gestantes, tratadas con diferentes dosis de STZ el dia de sacrificio (n = 5).

La concentracion de glucosa en suero sanguineo se muestra en la figura 2. Es
claro un aumento en el nivel de glucosa sérica en los tres grupos experimentales
con respecto al grupo control, siendo méas notorio en el grupo de 50 mg/Kg de

STZ, aun cuando no hay diferencia significativa en términos estadisticos.

La concentracion del colesterol se mostré6 un tanto homogénea para todos los
grupos mostrandose una ligera tendencia al aumento en los grupos de 50 mg/Kg y
60 mg/Kg de STZ, con respecto al grupo control. En este parametro tampoco se

encontraron diferencias significativas (figura 3).
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Figura 2. Concentracion de glucosa en suero de las ratas gestantes tratadas con STZ a varias dosis el dia de sacrificio

(n=5).
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Figura 3. Concentracion de colesterol en sangre de las ratas gestantes tratadas con STZ a diferentes dosis el dia de

sacrificio, (n = 5).

En la concentracion de triglicéridos, los resultados se comportaron de manera
uniforme, aunque es un poco evidente una tendencia al aumento en el grupo de
40 mg/Kg de STZ con respecto al grupo control, aunque aqui tampoco se

encontraron diferencias significativas (figura 4).

Los lipidos totales se encontraron mas altos en todos los grupos experimentales,
siendo mas evidente en los grupos de 40 mg/Kg y 60 mg/Kg de STZ. No hay

diferencias significativas entre grupos (figura 5).
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Figura 4. Concentracion de triglicéridos en sangre, el dia de sacrificio, de las ratas gestantes tratadas con diferentes

dosis de STZ (n = 5).
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Figura 5. Concentracion de lipidos totales de las ratas gestantes tratadas con STZ a distintas dosis el dia de sacrificio

(n=5).

Variables fetales

Los pesos corporales de los fetos de las ratas gestantes tratadas con diferentes
dosis de STZ se muestran en la figura 6. No se encontraron diferencias

significativas entre ninguno de los grupos.
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Peso fetal (gr)
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Figura 6. Peso de los fetos de 19 dias de edad gestacional de las ratas gestantes tratadas

con diferentes dosis de STZ (n = 40 - 50).

La longitud cefalocaudal de los fetos de las ratas gestantes tratadas con diferentes
dosis de STZ mostrada en la figura 7, tuvo diferencias significativas entre el grupo
de 40 mg/Kg de STZ y el grupo testigo, los otros grupos no mostraron diferencias.

35 4

*
25
2
1.5 +
1
0.5 -
0 T T T 1

Control 40 mg/Kg 50 mg/Kg 60mg/Kg

Longitud cefalocaudal fetal (cm)

Figura 7. Longitud (tamafio) de los fetos de 19 dias de edad gestacional, de las ratas

gestantes tratadas con diferentes dosis de STZ (n = 40 a 50) (*p<0.05).

En cuanto al estudio morfologico, el grupo testigo tuvo un porcentaje de
malformaciones exactamente a 0, lo que se encuentra dentro de lo reportado en
condiciones normales para esta especie, mientras que en los grupos

experimentales se observaron diferentes malformaciones, la mayoria de ellas
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relacionadas con el desarrollo del sistema nervioso central y particularmente con
el desarrollo del cerebro. Se observé una cavidad en el &rea del mesencéfalo que
represento el 14.70 % en el grupo tratado con 40 mg/Kg de STZ, el 26.47% en el
grupo que recibié 50 mg/Kg de STZ y el 33.33 % en el grupo que fue sometido a
60 mg/Kg de STZ. En el grupo de 50 mg/Kg de STZ también se encontro el 5.88 %
de exencefalia al igual que una observacion de pulmones perforados (figura 8).

De los resultados obtenidos en la primera fase, se concluy6 que no hay diferencias
significativas en los parametros evaluados en las ratas gestantes y en los fetos en
las dosis de 50 y 60 mg/Kg de STZ, por lo que para la segunda fase se utilizé la
dosis de 50 mg/Kg.

puede usarse la STZ tanto a dosis de 50 mg/Kg como a la de 60 mg/Kg, por lo que

para la segunda fase se utilizo la dosis de 50 mg/Kg (ver Resultados).

e
v e

Figura 8. Superior. Corte transversal de cerebro de fetos de ratas tratadas con STZ a diferentes dosis. A. Testigo. B. 40
mg/Kg STZ, C. 50 mg/Kg STZ y D. 60 mg/Kg STZ. Inferior. E y F casos de exencefalia, G y H presentaron tejido

degenerado. Estos cuatro pertenecen al grupo de 50 mg/Kg STZ. 12.5 aumentos.
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Efecto del resveratrol sobre las malformaciones fetales

En esta fase, se evalud el peso corporal de las progenitoras durante todo el
estadio gestacional. Este registro, no presentd diferencias significativas, aunque si
se observa una leve ganancia de peso en las ratas del grupo tratado con

resveratrol con respecto a los grupos testigo y al tratado con STZ. En la figura 9 se
muestra el peso al momento del sacrificio de las ratas.
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Figura 9. Peso al momento de sacrificio (dia 19 de gestacion) de las ratas

progenitoras gramos (n=>5).

En cuanto a las caracteristicas de las camadas, se puede decir que tanto el grupo
tratado con 50 STZ como el grupo tratado con resveratrol tuvieron mayor numero
de crias con respecto al grupo testigo, sin embargo el analisis estadistico no arroj6é
diferencias significativas. Las reabsorciones fueron mas recurrentes en el grupo
diabético, el grupo tratado con resveratrol mostro una reduccion en la frecuencia

de este parametro, pero no alcanzo el nivel del grupo testigo (figura 10).
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Figura 10. No. de crias y reabsorciones obtenidas en las camadas.

Variables fetales

Los registros de los pesos de los fetos de las ratas de los diferentes grupos
arrojaron gue tanto el grupo diabético como el tratado con resveratrol, presentaron
una reduccién con respecto al grupo testigo, siendo mas notoria esta reduccion en
el grupo de resveratrol; las diferencias no son estadisticamente significativas
(figura 11).
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Figura 11. Peso corporal de los fetos obtenidos de ratas prefiadas y tratadas con STZ y resveratrol.
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La longitud cefalocaudal de los fetos se vio también reducida en los grupos
diabético y con resveratrol, con respecto al testigo, mostrdndose mas bajo en el de
resveratrol. No existen diferencias significativas (figura 12).
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Figura 12. Longitud cefalocaudal de los fetos obtenidos de ratas diabéticas gestantes tratadas con STZ y resveratrol.

Los resultados arrojados en el estudio morfolégico de hueso no se muestran

cambios significativos con o sin la administracion del resveratrol.

En cuanto a la actividad enzimatica hepatica fetal, se observaron diferencias
significativas en los tres complejos enzimaticos estudiados, que fueron catalasa,
SOD y GPx (figuras 13, 14 y 15). Se observo que tanto CAT como GPx, se vieron
incrementadas en el grupo de RESV respecto al grupo diabético, mientras que en

SOD se produjo un resultado contrario, pero este resultado no es significativo.

32



= = )
=) w o
| 1 1

Ul/mg de catalasa hepdtica

%l
1

Control 505TZ 50 STZ+RESV

Figura 13. Actividad de catalasa hepatica, de fetos de ratas diabéticas preiiadas tratadas con STZ y resveratrol

(* p <0.05).
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Figura 14. Actividad de GPx hepatica de fetos de ratas diabéticas prefiadas tratadas con STZ y resveratrol (* p < 0.05).
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Figura 15. Actividad de SOD hepatica de fetos de ratas diabéticas prefiadas tratadas con STZ y resveratrol.
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DISCUSION

Aungue solo uno de los parametros evaluados arrojo diferencias estadisticas
significativas, cabe mencionar que se observaron tendencias que permiten decir
cual de las 3 dosis de STZ fue mas efectiva para lograr los efectos deseados, la

cual fue de 50 mg/Kg.

En cuanto a los pesos de las ratas progenitoras, se observd que los grupos
experimentales mostraron una disminucion con respecto al grupo testigo. Los
animales que, como consecuencia de la administracion de un agente
diabetogénico como la STZ, entran en fase de hiperglucemia sufren una mayor
reduccion del peso corporal. Este efecto en el peso corporal observado en
pacientes diabéticos puede ser el resultado de la pérdida de proteinas debido a la
imposibilidad de usar los carbohidratos como fuente de energia. Esta baja de peso
también es asociada a la excesiva diuresis caracteristica en los cuadros diabéticos
(Moray cols, 2009).

La STZ se ha reportado ampliamente como inductora de DM experimental debido
a la destruccidn selectiva de los islotes B pancreaticos productores de insulina. Es
conocido que después de la administracion de la STZ, la glucosa en sangre
presenta un respuesta trifasica; a las dos horas los niveles se elevan,
posiblemente por un efecto glicogendlico en el higado, mas tarde tiene un
decaimiento muy marcado a las 10 horas, para después incrementarse a las 24
horas originando hiperglucemia permanente (Szkudelski, 2001). En este estudio
se pudo comprobar el efecto hiperglucemiante de la STZ ya que en todo los
grupos diabéticos, la medicién de glucosa en sangre arrojo resultados muy por
encima de los reportados para ratas gestantes normoglucémicas, como los
resultados obtenidos por Bolant y cols. (1990) que reportan valores de 81.0 + 2.8
mg/100ml para ratas de 19 dias de gestacion sin ayuno. El grupo testigo de este
estudio presento valores de 88.23 + 11.51 mg/dL y de 261.02 + 120.38, 357.52 *
200.34 y 312.68 £ 125.83 mg/dL en los grupos tratados con 40, 50 y 60 mg/Kg de
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STZ, respectivamente. No se observé diferencia significativa a causa de la gran
dispersion en los tres grupos tratados con STZ, pero los valores de glucosa

indican hiperglucemia.

Junod y cols. (1969) hicieron estudios en ratas Wistar macho con dosis de STZ de
45, 55 y 65 mg/Kg, reportando mediciones de 223.4 + 18, 333.7 £ 25y 262.2 + 62
mg/100 ml de glucosa en suero, respectivamente, estos datos se obtuvieron 27
dias después de la inyeccion de STZ. Se sabe que la duracion y severidad del
estado diabético esta relacionada con la dosis de STZ (Rosales, 1994). Los datos
obtenidos en este estudio rebasan los anteriores aunque fueron obtenidos 16 dias
después de la aplicacién de la STZ, esto puede deberse, ademas de la accion
hiperglucemiante de la STZ, a que el parametro de la hiperglucemia se puede ver
afectado por el mismo estado de gestacion. Se sabe que el embarazo tiene
efectos “diabetdogenos” debido principalmente a un aumento de la resistencia
tisular a la accién de la insulina y al mayor metabolismo de acidos grasos libres,

triglicéridos y colesterol, como sustratos energéticos para el metabolismo materno.

En cuanto a la mediciébn de los parametros del metabolismo lipidico, cabe
mencionar que, a excepcion del grupo de 40 mg/Kg de STZ, todos los grupos
diabéticos tanto en colesterol, triglicéridos y lipidos totales mostraron un aumento
en los resultados de medicién. Esto es algo que se esperaba ya que la diabetes
estad asociada a cambios en el metabolismo de los lipidos (Shenoy y Goyal, 2002).
Debido a la falta de insulina, la enzima lipasa sensible a hormona se activa
energéticamente, provocando hidrdlisis de los triglicéridos almacenados, con lo
gue se liberan grandes cantidades de acidos grasos y de glicerol a la sangre. En
consecuencia, la concentracién de acidos grasos libres comienza a elevarse en
minutos. El exceso de éstos en el plasma promueve la conversion hepatica de
parte de los acidos grasos en fosfolipidos y colesterol, dos de los principales
productos del metabolismo de los lipidos (Guyton y Hall, 2011).

Por otra parte, sabemos que la naturaleza de las alteraciones de la diabetes
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asociadas al embarazo y al desarrollo del feto hace necesario el estudio de
aspectos fundamentales como &reas de prioridad en la investigacion. La STZ se
usa de manera constante para la induccién de la DM experimental en diferentes
modelos, muchos de los cuales emplean la rata; la manera mas simple de hacerlo
es inyectar a las ratas en algdn momento de la gestacion y estudiar las
alteraciones en el desarrollo de sus fetos (Polanco y cols. 2005).

Los resultados obtenidos con este método de induccion, el cual se hizo a partir de
una inyeccion intraperitoneal de STZ, deben tomarse con precaucion ya que la
STZ puede atravesar la barrera placentaria y ocasionar dafios en el producto, en
general, y en las células pancreéticas en desarrollo, en particular (Polanco y cols,
2005). Una manera de evitar esto es inyectar a las ratas antes del sexto dia de
gestacion, es decir, antes de la implantacién, lo cual da como resultado que las
alteraciones observadas en los embriones sean consecuencia de la hiperglucemia
materna y no de la accion de la STZ (Polanco, 2001). En este estudio, la STZ fue
administrada a las ratas el dia 4 de gestacion, por lo que todas las malformaciones
encontradas en los productos son atribuidos completamente al estado diabético de

las progenitoras.

Al igual que en humanos, la diabetes materna afecta el desarrollo de los fetos de
rata, lo cual produce aumento del niumero de reabsorciones, disminucién del
namero de crias por camada, disminucion del peso de las crias, retraso en el
crecimiento y aumento de la frecuencia de malformaciones congénitas (Palomino y
cols, 1998). Esto es mas que confirmado en este trabajo, ya que todas las
malformaciones observadas en ente trabajo corresponden a los grupos diabéticos,
el grupo testigo no manifesté aparicion de malformaciones congénitas (el valor fue
exactamente 0.0%); se sabe que para esta especie el valor normal de

malformaciones espontaneas esta entre 0.0y 1.0% (Beaudoin, 1977).

Se ha reportado que la hiperglucemia materna es uno de los principales factores

en la produccion de las malformaciones. El estudio de la patogénesis de los
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defectos congénitos, realizado en animales de experimentacion, ha revelado un
complejo proceso en el cual el estado diabético induce alteraciones en una serie
de vias metabdlicas interrelacionadas que conducen a la teratogenicidad al
interferir la expresion de importantes genes del desarrollo embrionario (Goldman y
cols. 1985), dicho lo anterior, podemos explicar que la presencia del mayor
porcentaje de malformaciones encontradas fue en el grupo de 50 mg/Kg de STZ el
cual también registro los valores mas altos en glucosa sanguinea. El aporte
incrementado de glucosa a los tejidos embrionarios, hace que aumente el
metabolismo oxidativo con incremento del consumo de O,. La hipoxia generada
excede los limites fisiolégicos que caracterizan al desarrollo normal. En estas
condiciones puede estimular la produccién mitocondrial de radical superoxido
llevando a un estado de estrés oxidativo como consecuencia de la oxidacion de la

glucosa en exceso (Wentzel y cols , 2003).

Sin embargo, con respecto a la nomenclatura de las malformaciones, no siempre
se pudo asignar un nombre especifico a cada una de ellas; como es el caso de los
fetos en los que se observé una cavidad en el mesencéfalo; se buscd en el
glosario avalado por la mayoria de las asociaciones, federaciones y comités de
teratologia, asi como la FDA (Wise y cols, 1997), pero ninguno de los nombres nos

parecié adecuado para este hallazgo.

En cuanto al nUmero de reabsorciones por camada, es notoria una disminucién de
éstas en el grupo tratado con resveratrol, en contraste con el grupo diabético, esto
pone en evidencia que la diabetes es capaz de alterar la naturaleza de ovocitos
inmaduros, ovulados, fecundados, procesos implantatorios, embriéon en desarrollo,

placentacion, mortalidad uterina y parto (Garcia, 2002).

Por otro lado, en la enfermedad diabética se ha encontrado una relaciéon directa
entre el descontrol metabdlico y la presencia de hiperglucemia con respecto al
incremento de estrés oxidativo del organismo, con elevados niveles de especies

reactivas de oxigeno (ROS) en todos los sistemas estudiados (Gonzélez y cols.
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2000). Un desbalance REDOX provoca el envenenamiento y alteracion de todos
los compuestos y procesos enzimaticos expuestos (Garcia, 2002). Esto se
comprobd en este trabajo, ya que todos los sistemas enzimaticos analizados, se

vieron alterados por la presencia de la DM durante el estado gestacional.

Los sistemas antioxidantes son los que se encargan de revertir el dafio oxidativo
actuando a diferentes niveles: intracelular, a nivel de la membrana celular o

extracelular (Gonzalez y cols. 2013).

Djordjevic y cols. (2004) dieron a conocer que los efectos teratogénicos de la
diabetes. Los cuales estan relacionados, entre otros aspectos, con el aumento del
estrés oxidativo que la acompafia, lo cual afecta directamente a la unidad feto-
placentaria. Esta teoria es confirmada en este trabajo, al obtener los resultados de

la medicién de uno de los sistemas antioxidantes enzimaticos,

La SOD es una enzima que cataliza la disminucion del radical O°, a H,O, y O..

Marklund (1984) concluyeron, después de trabajar con hepatocitos aislados que la

SOD puede ser inhibida por altas concentraciones de H,0O,,

En este estudio se observé un incremento de SOD en el grupo diabético, con
respecto a los otros dos. Esto puede explicarse ya que, como menciona Marklund
(1984), la produccion de H,O, conduce a la inhibicion de SOD, esto esta asociado
a altas concentraciones de CAT; aunado a lo anterior, la célula utiliza para la
reduccion de H,0O; las enzimas CAT y GPx. Estos son los comportamientos que se
observaron en el grupo testigo. Basandonos en lo anterior, es ldgico esperar en el
grupo diabético una reduccion en la actividad de CAT y GPx, y un aumento

significativo en la actividad de SOD.

Al inicio de la patologia ocasionada por la DM se ha observado que se produce un
incremento en la actividad de SOD, como respuesta a la elevada generacion de

39



O’, enla célulay su eliminacion por la enzima. No obstante, la intensa produccion

de este radical, por un tiempo prolongado, agota la estimulacion de la actividad
enzimatica ya que, como se menciond anteriormente, el producto de la reaccion
puede inhibirla (Bravo, 2007).

Mora y cols. (2009) reportaron que la actividad de SOD en ratas diabéticas por
STZ tiene un incremento significativo en relacion con el grupo testigo. Esta
diferencia en la actividad enzimética, puede asociarse también, a que el estrés
oxidativo induce la produccion de enzimas, como mecanismos compensatorios,
incrementando su actividad en los animales diabéticos con el fin de mantener la

homeostasis.

En cuanto al grupo tratado con resveratrol se observd un aumento en los tres
complejos enziméticos con respecto al grupo testigo, y solo la actividad de SOD se

vio disminuida con respecto al grupo diabético.

Por pertenecer al grupo de los flavonoides, el resveratrol ha sido considerado
como un potente antioxidante (Hung y cols, 2002), ya que tiene la caracteristica de
contener en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones
hidroxilicas (Gutiérrez, 2002).

Aribal-Kocaturk y cols. (2007), administrando un pretratamiento a ratas diabéticas,
obtuvieron un aumento en la actividad de la CAT con respecto al grupo diabético y
testigo y lo definieron como un efecto potenciador del resveratrol sobre la enzima.
Ademas, también reporta un decremento en los niveles de malondialdehido,
principal producto de la peroxidacion lipidica, esta ocurre cuando el radical *OH
ataca los lipidos de membrana dando lugar a la formacion de radicales libres, los
cuales, junto con la entrada de O, producen la propagacion del proceso con la
formacion de gran cantidad de radicales lipoperoxidos, lo que perpetda el dafio

oxidativo en las membranas (Licea, 2003). También ha sido reportado como
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supresor de la peroxidacion lipidica (Chander y cols, 2005)
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CONCLUSIONES

Por lo anterior, podemos concluir que:

1. La dosis mas favorable para la induccion de la DM en ratas Wistar, es 50
mg/Kg de STZ, esto para conseguir niveles de glucosa en sangre que
avalen el estado hiperglusémico de los animales y asi obtener en los fetos
la embriopatia cotidiana por esta enfermedad.

2. El desbalance REDOX y la produccion de radicales libres a causa de la
hiperglucemia materna esta directamente relacionada con la

embriotoxicidad.

3. La DM por STZ inducida a ratas Wistar gestantes, no provoca

malformaciones en tejido 6seo.

4. Se encontré una propension del resveratrol a reducir el porcentaje de

reabsorciones ocasionadas por DM materna en ratas Wistar.

5. El resveratrol tiene una tendencia a actuar como un protector ante los altos
niveles de radicales libres presentes en el estado de estrés oxidativo,

ocasionado por la hiperglucemia caracteristica de la DM.

6. El resveratrol podria ser considerado como un potenciador de la actividad
de las enzimas de defensa antioxidante enddgena, que son CAT, SOD y
GPx.

Aunque por los resultados obtenidos, se puede deducir que es un antioxidante que
puede postularse a ser utilizado para combatir la teratogénesis inducida por la DM

materna, aun hacen falta mas estudios, y asi dilucidar la accion exacta de este
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compuesto a nivel bioquimico, ademés de determinar las dosis correctas a las
que se debe someter a la madre, y para no producir un efecto prooxidante del

mismo.
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