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Abreviaturas empleadas en este trabajo

DM Diabetes mellitus

DMG Diabetes mellitus gestacional

EO Estrés oxidativo

ERO Especies reactivas de oxigeno

HL Lipasa hepatica

LDL Lipoproteinas de baja densidad

LPL Lipasa de lipoproteinas (lipoprotein-lipasa)
PL Peroxidacion lipidica

RL Radicales libres

STZ Estreptozotocina



RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad comun durante el embarazo, que causa defectos congénitos
y abortos espontaneos. En México, la DM ocupa el primer lugar en nimero de defunciones por afio.
Los efectos embriotéxicos que causa la DM al parecer se deben a aumento de las especies reactivas
de oxigeno (ERO). Gracias a muchos antioxidantes que existen, las ERO pueden ser neutralizadas y
por consiguiente disminuir las reacciones evitando la formacién de radicales libres (RL). El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto del extracto de Buddleja cordata en el desarrollo embrionario
en ratas diabéticas. En la primera etapa de esta investigacion, para la selecciéon de la dosis de
extracto, se utilizaron 15 ratas hembra, las cuales, una vez prefiadas, se asignaron al azar en tres
grupos de 5 ratas cada uno. A dos de ellos se les suministré extracto de B. cordata disuelto en PBS
estéril, a dosis de 50 y 100 pg/dia los dias 8 a 10 de desarrollo, y el restante grupo fue tratado con
el vehiculo. Se obtuvieron los fetos el dia 19 de gestacion y fueron analizados morfolégicamente.
Los resultados mostraron que no hay efecto embriotdxico con las dos dosis que se emplearon. En la
segunda etapa se estudio el efecto del extracto de B. cordata sobre las malformaciones, para lo cual
se utilizaron 19 ratas hembra, de la cepa Wistar, que se cruzaron con machos, y una vez prefiadas,
se asignaron al azar a 3 grupos de 6 a 7 individuos cada uno. El primero fue tratado con Buffer de
citratos 100 mM, pH 4.5 en el dia 4 de gestacidén, y los dias 8 a 10 con DMSO, y fue considerado
como testigo. El segundo grupo fue inducido con estreptozotocina (STZ) 60 mg/Kg de peso en
amortiguador de citratos, el dia 4 de gestacion, y se les traté con DMSO los dias 8 a 10 de gestacién.
El ltimo grupo fue inducido con STZ 60 mg/Kg de peso en amortiguador de citratos y se traté con
extracto de B. cordata a dosis de 50 y 100 pg/Kg de peso corporal, disuelto en DMSO, los dias 8 a 10
de gestacion. Se obtuvieron los fetos el dia 19 de gestacidn y fueron analizados morfolégicamente.
Se obtuvo sangre de las madres para realizar pruebas a nivel de colesterol, glucosa, triglicéridos y
lipidos totales. Los resultados indican que el extracto de B. cordata es efectivo para reducir el

porcentaje y severidad de las malformaciones producidas por la STZ en ratas prefadas.



1. INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que manifiesta un trastorno metabdlico, el cual cursa
con hiperglucemia crdnica, consecuencia de una deficiencia en la secrecion de insulina o en el efecto
bioldgico de la misma (Ramos y Méndez, 1994). En su etapa inicial no produce manifestaciones muy
notorias de sintomas y signos, pero cuando se detecta tardiamente y no se trata de la manera
adecuada, ocasiona complicaciones de salud graves como infarto del corazén, ceguera, falla renal,
amputacién de las extremidades inferiores y muerte prematura (DeFronzo, 2004). Se ha estimado
que la esperanza de vida de individuos con diabetes se reduce entre 5 y 10 afios (Donelly y cols.,
2000). La epidemia de la DM es reconocida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como
una amenaza mundial. Se calcula que en el mundo existen mas de 180 millones de personas con DM
y es probable que esta cifra aumente a mas del doble para 2030 (OMS, 2005). En México la edad
promedio de las personas que murieron por diabetes en 2010 fue de 66.7 ainos, lo que sugiere una

reduccion de 10 afios en la esperanza de vida (OMS, 2010).

1.2 Clasificacion de la Diabetes mellitus

La clasificacién mas aceptada de la DM es la que propuso hace cerca de 20 afios El Comité de
Expertos (The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of diabetes mellitus, 1997), y

que después adoptd la American Diabetes Association.

DM tipo 1: Se caracteriza por destruccidn masiva de las células B, lo que causa una deficiencia
absoluta de la secrecidn de insulina. Las primeras manifestaciones clinicas ocurren cuando la funcién
se ha perdido en alto grado y la insulina es necesaria para que el paciente sobreviva. En el 90% de
los casos, es un proceso autoinmune que ocurre en los islotes pancreaticos, con presencia de

marcadores genéticos especificos.



DM tipo 2: Se presenta en personas con un tipo de resistencia a la insulina y una respuesta de
secrecién de insulina inadecuada. Es la mas comun y representa el 90% de los casos. En esta
categoria, durante un lapso prolongado y antes de que la DM sea detectada y aparezcan sintomas
clinicos, puede haber hiperglucemia suficiente para causar alteraciones patolégicas y funcionales en

los diferentes tejidos blanco.

Diabetes mellitus gestacional (DMG): Es cualquier grado de intolerancia a la glucosa en el transcurso
o primer diagndstico durante el embarazo (Catalogo maestro de guias de practica clinica, 2010).
Segun andlisis realizados por los Centros para el Control y la Prevencidn de Enfermedades (American

Diabetes Association, 2014), se calcula que la prevalencia de diabetes gestacional es de 9.2%.

El padecimiento de DMG se presenta en el tercer trimestre de gestacién en mujeres aparentemente
sanas (The Expert Committee, 1997). Es una de las enfermedades que mas repercute sobre el
embarazo, debido a las alteraciones metabdlicas que se producen cuando no existe un control
dietético adecuado, lo cual puede incrementar la mortalidad en la mujer gestante o su hijo, asi como
la posibilidad de tener descendientes con malformaciones congénitas de todo tipo (Valdez y
Marquez, 1989). Las mujeres que desarrollan DMG tienen alto riesgo de desarrollar diabetes tipo 2,
en los 10 afios que siguen al embarazo. La exposicion del feto a concentraciones elevadas de glucosa
plasmatica de la madre, durante el segundo y tercer trimestre, resulta en crecimiento fetal excesivo,
hipoglucemia, ictericia, hipocalcemia y enfermedad por deficiencia de surfactante pulmonar en el
neonato, y posteriormente, en nifios y en adultos, en obesidad y diabetes (Catalogo Maestro de
Guias de Practica Clinica IMSS, 2010). A esta condicidn clinica se le conoce también como fetopatia

diabética.

1.3. Cambios metabdlicos asociados a la gestacion

Durante el embarazo, la madre debe adaptar su metabolismo para mantener las demandas
nutricionales del feto. Para ello, se producen multiples adaptaciones metabdlicas, mas acentuadas
en los ultimos meses de gestacidon, que estdn mediadas por las hormonas placentarias,

especialmente el incremento de los estrogenos y el lactdgeno placentario y también por el
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incremento de los niveles de insulina junto a cambios de sensibilidad a la misma. Estos cambios
afectan principalmente al metabolismo de los hidratos de carbono y de los lipidos para asegurar al
feto un aporte continuo de energia y nutrientes. Ademas, una parte de la ganancia del peso materno
durante la gestacidon es debido a estos cambios metabdlicos que implican un aumento en los
depdsitos de grasa, proteinas y agua en el compartimento intracelular. Estas modificaciones
metabdlicas se hacen mas patentes al final del embarazo donde se produce el maximo crecimiento
fetal y, por tanto, un aumento de la demanda de nutrientes por parte del mismo. La respuesta
materna a esta necesidad es un cambio en la utilizacidn de grasas en vez de hidratos de carbono
para cubrir sus propias necesidades, lo cual es mediado por el aumento en la resistencia a la insulina
y el aumento de hormonas lipoliticas. De este modo, la madre utiliza fuentes de energia alternativas

a los hidratos de carbono y reserva la glucosa para el feto (Nasri y cols., 2015).

La gestacidn es una situacion que requiere de una adaptacién metabdlica especial. Durante esta
condicidn fisioldgica, la unidad fetoplacentaria se desarrolla a expensas de la madre. En las
diferentes etapas por las que transcurre este episodio, hay dos que desde el punto de vista
metabdlico se diferencian. La primera, que corresponde a los dos primeros tercios del embarazo es
anabdlica y el desarrollo de las estructuras fetoplacentarias es pequefio. Se caracteriza por
hiperfagia que contribuye a que se incrementen los depdsitos grasos de la madre. La segunda etapa
es catabdlica; ahora el feto crece a expensas de la madre y se produce una movilizacion acelerada
de las reservas grasas que se incrementaron antes (Herrera, 1997). El feto no sintetiza glucosa por
lo que existe una transferencia constante de este metabolito de la circulacién materna a la fetal. La
unidad fetoplacentaria consume hasta 50 % de la glucosa de la madre, por lo que si ésta es diabética
le proporciona al feto un medio hiperglucémico, que causard estimulacion del pancreas para una
mayor secrecién de insulina y en general a adaptaciones metabdlicas para las cuales puede estar

aun inmaduro (Clapés 2000).

Por otra parte, para la madre diabética, el embarazo puede generar serios trastornos que involucran
también a su descendencia. Esto se debe a que en las primeras etapas de la gestacién, cuando adn
no se evidencian cambios en la sensibilidad frente a la insulina, el pancreas de la mujer embarazada
produce mayor cantidad de esta. La adaptacion del tratamiento hipoglucemiante en la embarazada
diabética sera dificil e imprescindible durante todo el embarazo. En el tltimo tercio de la gestacion
ademads, se produce una resistencia generalizada a la insulina. Estos cambios se acompafian de

incremento en la actividad lipolitica del tejido adiposo, por lo que llega al higado mayor cantidad de
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sustratos para la sintesis de triglicéridos, los que salen a la circulacién asociados con las lipoproteinas

de baja densidad (LDL) (Herrera 1997).

También se producen cambios en la lipasa de lipoproteinas (LPL), la cual disminuye su actividad; y
en la actividad de la lipasa hepatica (HL), de cuya inactivacion es responsable el incremento en la

cantidad de estrégeno (Montelongo y cols., 1992).

El incremento en los triglicéridos circulantes en el embarazo, potenciado también por la diabetes,
hace que se incrementen la oxidacidn de las LDL, y otras fracciones lipidicas y productos derivados
de la oxidacion de los lipidos. Estos productos pueden afectar la integridad de la membrana celular
y causar dafios en el material genético y en drganos y sistemas que comprometen la vida de la madre

y el feto (Wickens y cols., 1991).

La modificacién de las LDL por acetilacidn, oxidacién o glicosilacion disminuye la secrecion de
progesterona de los cultivos de placenta, por lo que se vincula con los dafos que puede sufrir la
unidad feto placentariay por lo tanto podra tener implicaciones negativas para el adecuado término
del embarazo, pues la sangre materna esta en contacto con el trofoblasto de la placenta por perder
ésta la cubierta endotelial de sus vellosidades. Se conoce que sustancias procedentes de la
peroxidacion lipidica (PL) inducen la formacidn de sustancias con actividad clastogénica y por lo
tanto producen rompimientos cromosdmicos. En general es importante considerar que tanto la
diabetes como la gestacion pueden producir estrés oxidativo (Clapés 2000). La unién de estas
situaciones de adaptacion metabdlica pudiera estar relacionada con algunas de las complicaciones
gue aparecen en las mujeres con diabetes gestacional como son: preeclampsia, alteraciones de la

placenta y malformaciones en la descendencia (Emerit, 1990).

El embarazo se vincula con dos alteraciones en el metabolismo de lipidos:

1. Estimulacidon progresiva de la lipdlisis y cetogénesis conforme avanza la gestacidon. Datos in
vitro indican que la lipdlisis es producto de la accién de hormonas placentarias, como el
lactégeno placentario humano y otras, las cuales estimulan directamente la secrecion de
AGL del tejido adiposo. El efecto lipolitico normalmente es contrarrestado por las acciones
antilipoliticas de la insulina (Harris, 2003).

2. Aumento de la concentracidn circulante de triglicéridos de 1.5 a 2 veces en el tercer

trimestre de la gestacion. Esto parece resultar de una combinacidn de tres factores:
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a) Mayor concentracidon de AGL circulantes e hiperinsulinemia, que se combinan para
promover la sintesis de triglicéridos en el higado.

b) Mayor ingestién de alimentos, que eleva la presencia de quilomicrones en el intestino.

c) Disminucién de la actividad de la lipasa en tejido adiposo, que causa una menor

depuracion de triglicéridos circulantes (Harris 2003).

El metabolismo de los hidratos de carbono durante la gestacién va encaminado a satisfacer las
necesidades maternas y fetales de glucosa y aminodcidos. A su vez, la glucosa es para la madre
fuente de energia mediante la produccién de acidos grasos, cetonasy glicerol. En el primer trimestre
del embarazo la prolactina y el lactdogeno placentario estimulan la hiperplasia de los islotes de
células B pancreaticas y aumentan la secrecidn de insulina. El mecanismo que regula esta hiperplasia
no es del todo conocido; estudios en animales sugieren la mediacién de otras moléculas como la
serotonina o la melanina en el aumento de la masa de células B. Por tanto, durante las primeras
semanas de gestacion existe un aumento de sensibilidad a la insulina con respecto al estado no
gestante. A partir de la semana 20 y hacia el final del embarazo, se establece un estado de
resistencia a la insulina, de manera que al término de la gestacion se estima que la actividad de la

insulina se encuentra disminuida entre un 40-60% (Ding y cols., 2015).

Los cambios en la respuesta secretora de las células B ocurren en paralelo al crecimiento de la
unidad feto placentaria, por lo que, aunque los mecanismos que producen la resistencia a la insulina
no se conocen por completo, se sabe en gran medida estan mediados por el efecto diabetogénico
de las hormonas placentarias como el lactégeno placentario, la prolactina, la progesterona, la
hormona de crecimiento y la hormona liberadora de cortisol. Ademas del efecto hiperglucémico
directo de estas hormonas, parece ser que la disminucidn en la accién de la insulina durante el
embarazo podria ser debido también a cambios a nivel post receptor. El aumento de las
concentraciones séricas del TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), también se ha relacionado con
la resistencia a la insulina durante el embarazo. Debido a estos cambios en la produccion y
sensibilidad de la insulina, la homeostasis de la glucosa durante el embarazo muestra importantes

diferencias con respecto al estado no gestante (Takhshid y cols., 2015).

Entre el 8 y el 12 % de los embarazos complicados con DMG presentan anormalidades congénitas.

Varios estudios han aportado evidencias de que la glucosa puede causar efectos embriotdxicos, y el
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mecanismo mas probable es a través del aumento en el estrés oxidativo (Cederberg y cols., 2001;

Ornoy, 2007).

1.4 Estrés Oxidativo y DM en embarazo

El cuerpo humano mantiene un balance de éxido-reduccidn constante, que preserva el equilibrio
entre la produccidon de moléculas pro-oxidantes que se generan como resultado del metabolismo
celulary los sistemas de defensa antioxidantes. La pérdida en este balance de dxido-reduccién lleva
a un estado de estrés oxidativo y éste se caracteriza por un aumento en los niveles de radicales
libres y especies reactivas, que no alcanza a ser compensado por los sistemas de defensa
antioxidantes causando dafio y muerte celular. Esto ocurre en patologias degenerativas, de tipo
infeccioso, inmune, inflamatorio, etc. (Beckman y Ames 1998; Ghadge y cols., 1997; Halliwell y

Gutteridge, 1999; Harman 1986; Rivas y cols., 2001).

La implicacion del estrés oxidativo en diversas patologias ha sido estudiada por numerosos
investigadores. Entre estas patologias se encuentra la diabetes mellitus y el embarazo; aunque este
ultimo no es propiamente un estado patolégico sino de adaptacion metabdlica (Baynes 1991;

Brownlee, 1991; Bucala, 1993).

Los efectos teratogénicos de la diabetes estan relacionados, entre otros aspectos con el aumento
del estrés oxidativo que la acompania, lo cual afecta directamente a la unidad fetoplacentaria e,

incluso, también a la madre diabética (Djordjevic, 2004; Persson, 2001).

Se sabe que en 8 a 12% de los hijos de madres con DM aparecen malformaciones fetales; estos
eventos se producen fundamentalmente durante las primeras 10 semanas de gestacion, periodo de

desarrollo del producto conocido como embriogénico (Clapés, 2000).
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1.5 Induccién de diabetes mellitus

El uso de agentes quimicos para producir diabetes permite realizar estudios detallados de los
eventos bioquimicos y morfoldgicos que ocurren durante y después de la induccidon de un estado
diabético (Rerup, 1970). Existen varias clases de agentes quimicos. Los primeros (Tabla I) son
sustancias con citotoxicidad especifica que destruyen a las células B del pancreas y causan un estado
de deficiencia primaria de insulina. El segundo grupo lo constituyen agentes que actuan sobre las
células B pero no las destruyen. Una tercera clase incrementa los requerimientos enddgenos de
insulina, debilitan al pancreas y como consecuencia se produce la diabetes. Este ultimo grupo
incluye a las hormonas antagonistas de la insulina, anticuerpos anti-insulina y algunos agentes

quelantes, en particular del zinc (Tabla 1) (Epand y cols., 1985; Kadota 1950).

Los agentes quimicos mas utilizados son la aloxana y la estreptozotocina (STZ). Estos compuestos
en dosis diabetogénicos actlan especificamente sobre las células B induciendo diabetes o

sindromes hiperglucémicos reversibles, segun sea el caso (Grunert y Phillips 1951).

La STZ es un derivado de la nitrosourea, aislado de Streptomyces achromogenes, manifiesta
actividad antibidtica y antineopldsica de amplio espectro (Bono, 1976). Se trata de un potente
agente alquilante que interfiere con el transporte de glucosa (Wangy Gleichmann, 1998) y la funcién
de la glucocinasa (Zahner y Malaisse, 1990), e induce multiples puntos de ruptura en doble hélice
del DNA (Bolzan y Bianchi, 2002). La molécula de STZ consta esencialmente de glucosa ligada a un
fragmento reactivo de nitrosourea, y es internalizada a través de los transportadores celulares de
glucosa. Una vez dentro, el fragmento de nitrosourea es liberado y ejerce su actividad téxica. Dado
que las células B pancreaticas son mas activas que las demas en la captacion de glucosa (tienen que
monitorizar continuamente sus niveles plasmaticos), también resultan mas sensibles al efecto téxico
de la STZ (Arias-Diaz y Balibrea, 2007). Algunas evidencias indican que la toxicidad de la STZ esta
mediada por el reconocimiento especifico de receptores sobre la célula beta ya que provoca un
decremento en los niveles del dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD), puede disminuir tanto
su sintesis como incrementar su hidrdlisis. La nicotinamida protege a los animales contra la
citoxicidad tanto de STZ como de aloxana. Pero los efectos de esta ultima pueden ser prevenidos

por algunos carbohidratos; de los cuales la 3-O-metilglucosa es la mas efectiva (Agius y Gidari, 1985).

13



1.6 Especies reactivas del oxigeno (ERO)

El oxigeno molecular (O3) es uno de los gases mas importantes de la Tierra, constituye el 21% de la
atmoésfera, 89% del peso del agua de mar y al menos 47% de la corteza terrestre (Cardenas y
Pedraza, 2005). Por lo mismo, la mayor parte de los seres vivos utilizan el oxigeno para obtener
energia. Sin embargo, a partir de esta molécula se forman moléculas mas reactivas conocidas como
especies reactivas de oxigeno (ERO), como el superdxido (O2-), el hidroxilo (°OH) y el perdxido de
hidrégeno, asi como los oxirradicales (singulete y doblete) Las especies reactivas de oxigeno mas
importantes y sus caracteristicas fundamentales se presentan en la tabla 2. Debido a su funcidn
primordial de produccidn de energia quimica, la mitocondria es considerada la mayor productora
de ERO (Macedo-Marquez, 2012). Las ERO regulan varios procesos celulares, en los mamiferos
intervienen en la secrecidn y accién de la insulina, la produccién de hormonas de crecimiento,
citocinas (comunicacion entre células), la unién de las proteinas G a sus receptores, factores de
transcripcion, regulacién de los transportadores y canales de iones (Bartozs, 2009). Sin embargo, las
ERO también resultan nocivas para los organismos cuando se producen en grandes cantidades
dafiando los constituyentes celulares e induciendo la muerte celular. Asi, el estrés oxidativo
generado por la sobreproduccion de ERO estd asociado al envejecimiento y patologias como la

obesidad y la DM tipo 2, entre otras (Halliwell y Gutteridge, 1999).
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Tabla I: Agentes con capacidad diabetogénica

I.Quimicos

1. Efectoirreversible
Oxina-9-hidroxiquinolona
Vacor

2. Efecto reversible
6-Aminococinamida
1-Asparaginasa
Azida
Cianuro
Ciproheptadina
Fluoruro
Yodaacetato
Malonato
Tiazidas
2-Desoxiglucosa

IIl. Péptidos

Anticuerpos contra Insulina
Glucagdn
Catecolaminas

Il. Esteroides

Glucorticoides
Hidrocortisona

IV. Otros

Ac. Monometildialurico
Nitrosofenil hidroxilamina deamino
Glucosa

Diazoxido

Ditizona

Radanina

Ciclosporina

V. Potenciadores

Sobrealimentacién (malnutricion)
Subalimentacidn (desnutricion)
Ayuno

Dietas especiales

Cortisol

ACTH

15



La molécula de oxigeno es un birradical libre, es decir, posee dos electrones no apareados, cada uno
localizado en un orbital t antienlazante (rt*) (Fig. 1). En la molécula de oxigeno, los electrones no
apareados poseen giros paralelos, de tal manera que para que el O, oxide otro &tomo o molécula,
éste tendria que aceptar un par de electrones con giro contrario o aceptar un solo electrén a la vez
(limitacién del giro o “spin”). Si un solo electrén se adiciona al O,, éste se localizara en uno de los
orbitales m* antienlazantes y el producto sera el radical superdxido (O,  —). De la adicién de
un electrén mas, resultara el idn perdxido, el cual se protona rapidamente en el ambiente celular

para producir el perdxido de hidrégeno (H,0,) (Folch-Mallol, y cols., 2004).

Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno y sus principales caracteristicas.

Radical Nombre Caracteristicas

02- Superoxido Es muy reactivo en medio hidrofébico, pero no puede atravesar libremente las
membranas bioldgicas, en condiciones fisioldgicas puede transformarse en
perdxido de hidrégeno.

.OH Hidroxilo Es el mas reactivo y se le ha relacionado con el dafio sufrido directamente en
ADN, proteinasy lipidos.
H202 Peréxidode  No es un radical, pero puede generarlos rapidamente al estar en contacto con
Hidrégeno iones metadlicos, como el fierro y el cobre.

ONOO- Peroxinitrito  Se forma a partir de la reaccidn del radical superdxido con el 4cido nitrico. Se le
ha relacionado directamente con la patologia de varios desordenes
neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer.

02 Oxigeno Se forma como producto de la reaccion del glutation reducido y el radical
superoxido, y durante la lipoperoxidacion. Juega un papel importante en
procesos de mutagénesis, carcinogénesis, envejecimiento y desordenes
degenerativos.

Orbital
*2p
PR RN S AN AN AN AN
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2p O O &M
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e 25
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*1s (1) (T (T (TL)
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\ L) \ ) L)
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(*g0,) (*g0;) (0;) (0,%)

Figura 1. Estructura electrénica del Oz y de las diferentes especies reactivas de oxigeno (Macedo 2012).
El H,0,, producto de la dismutacion del superdxido, puede cruzar las membranas bioldgicas y

aunque es relativamente poco reactivo, a partir de éste y en presencia de metales de transicidn
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reducidos, la reduccion parcial del perdxido genera el radical hidroxilo (¢ OH), uno de los oxidantes
mas fuertes de la naturaleza (Halliwell y Gutteridge, 1984). Cuando el metal involucrado es el Fe?*,
la reaccién es conocida como reaccién de Fenton (Herrero, 2008) (Fig. 2). En los sistemas vivos la
reaccion que genera radicales hidroxilos ademas de la reaccién de Fenton, es conocida como la
reaccion de Haber-Weiss (Kehrer, 2000) (Fig. 2), en la cual en presencia de superdéxido y perdxido

de hidrégeno se generan mas radicales hidroxilo (Czapski y Goldstein, 1986).

Reaccién de Fenton

Fe?+ + H,0, —Fe3*+ -OH +

Reaccién de Haber-Weiss

H+
0, + H,0,5—.0, + H,0 +ﬂ

\ J

Figura 2. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss en las cuales se produce el radical hidroxilo (Macedo 2012).

Un radical libre es una especie quimica (molécula o 4tomo) que presenta al menos un electrén no
apareado. La mayoria delos radicales libres son en extremo reactivos y tienden a asociarse
“apareando” el electrén libre (Bunker, 1992). Los radicales derivados del oxigeno son altamente
téxicos y son capaces de reaccionar con diversas moléculas orgdnicas, mecanismo a través del cual
provocan dafio a nivel celular y tisular, con la consiguiente alteracién de su funcién (Delanty y

Dichter, 1998).

1.7 Buddleja cordata

Por otra parte, se han encontrado compuestos en las plantas que refuerzan la resistencia bioldgica
contra la oxidacidn, particularmente en frutas y vegetales (Pérez, 2000). Una de las plantas con
muchos compuestos fendlicos con capacidad antioxidante es Buddleja cordata, conocida como
Tepozan (Avilay cols., 1999). Se encuentra ampliamente distribuida en México, principalmente en
el Altiplano, extendiéndose hasta Guatemala. Se desarrolla en una gran variedad de habitats, sobre

todo en lugares con vegetacién secundaria, parcelas de cultivo y ambientes urbanos, tanto en
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Guanajuato, como en Querétaro y en el norte de Michoacan, en altitudes de 1400 a 3200 m

(Ocampo 2003).

El género Buddleja pertenece a la familia Loganiacea, en la cual se agrupan arboles o arbustos hasta
de 30 m de altura, con corteza rugosa y ramas jovenes usualmente pubescentes; hojas opuestas,
bicoloreadas con envés estrellado tomentoso, pecioladas o sésiles, lanceoladas, elipticas u ovaladas;
flores en glomérulos, pequefias, bisexuales, usualmente bracteadas con cdliz de 4 a 5 partes;
inflorescencias en paniculas, capitadas o en cabezuelas esféricas axilares (Standley y Williams, 1969;
Rzedowskiy Calderdn de Rzedowski, 1985). El género se encuentra representado en México por 15
especies (Norman, 1966); donde destacan B. skutckii Morton, B. cordata H.B.K., B. crotonoides A.

Gray, B. americana L., B. nitida Benth y B. parviflora (Gomez y Pérezgrovas, 1990).

Las especies del género Buddleja, tienen diversos usos como el medicinal; el cocimiento de las hojas
se utiliza para curar Ulceras, para bajar la temperatura y como desinflamante (Rzedowski y
Rzedowski, 2001); también como propiedades analgésicas, antisépticas, eupépticas, de remedio
contra la tos, los calambres, el cancer, mordeduras de vibora entre otros (Argueta y cols., 1994); la
madera se utiliza en la construccidn, para elaborar mangos de implementos agricolas, y en menor
grado como forraje, el follaje y las ramas tiernas (Terrones y cols., 2004); en particular, B. cordata,
B. nitida y B. skutckii se emplean en las construcciones rurales, como combustible y para fabricar

herramientas (Camacho y cols., 1994).

1.8 Efectos antioxidantes de B. cordata

En el reino vegetal se encuentran glucésidos fenilpropanoides (PP’s) que son compuestos solubles
en agua, estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Korkina, 2007). Existe una creciente
evidencia de que los PP’s, de los polifenoles vegetales en general y PP, en particular, son poderosos
antioxidantes, actuando en el rompimiento de las cadenas de radical peroxilo (Esposito y cols.,
2010). El verbascdsido, producto del extracto de Buddleja muestra una notable capacidad anti-
inflamatoria que se correlaciona con su capacidad de inhibir la liberacidon de especies reactivas de

oxigeno (Esposito y cols., 2010).
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Backhouse y cols., (2008) demostraron los efectos protectores de verbascésido contra la
peroxidacidn de lipidos plasmaticos durante la inmovilizacién, que causa el aumento en los niveles
de radicales libres. Su aplicacién redujo el dafio a la membrana eritrocitica, reduciendo el nivel de
estrés oxidativo, dando lugar a una potencial aplicacién clinica. El alto potencial redox, como
donante de electrones del verbascésido, protege las células contra la glucosa oxidasa y la
citotoxicidad mediada por apoptosis, y su potencial preventivo puede ser utilizado para el

tratamiento de estrés oxidativo (Backhouse y cols., 2008).

Avila y cols. (2005) evaluaron la actividad fotopreventiva del extracto metandlico de B. scordiodes
en E. coli y en cuyos, y determinaron que el extracto poseia una efecto fotoprotector elevado en
comparacién con el control negativo asi como los compuestos aislados del extracto: la linarina y el
verbascésido, ya que ambos disminuian la muerte celular de E. coli inducida por la RUV. Ademas
determinaron el factor de proteccidn solar de estas sustancias en cuyos obteniendo incluso mejores
resultados que el control positivo (filtro comercial escalol). También observaron que el verbascdsido

tuvo un mayor efecto que la linarina tanto en E. coli como en los cuyos.

Apabalaza (2006) evalud la actividad analgésica tdpica de un extracto activo de B. globosa Hope
(recolectada en diferentes temporadas) en ratones. Este autor observd que el extracto recolectado
en verano fue mas rico en compuestos flavonoides que el de otofio, y ambos presentaron actividad

analgésica pero muy baja actividad antioxidante.
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2. JUSTIFICACION

En los ultimos afios se ha observado un alto indice de malformaciones neonatales que provoca la
DM, y como consecuencia, una disminucion en el indice de progenie. Es de gran importancia un
aumento en la investigacién sobre el efecto que provoca esta enfermedad. Debido a que muchos
de los farmacos empleados en la terapéutica actual de la DM (hipoglucemiantes orales como la
metformina) y de otras enfermedades potencialmente pueden causar malformaciones, es necesario
gue se realice una busqueda de compuestos que logren disminuir los dafios de teratdgenos. El
propdsito de éste trabajo fue utilizar el extracto metandlico de B. cordata con el fin de reducir la

frecuencia y severidad de las malformaciones causadas por la DM presente en la gestacion.
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3. OBIJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del extracto metandlico de B. cordata en el desarrollo embrionario en ratas

diabéticas prefiadas.

4. OBIJETIVOS PARTICULARES

Determinar los niveles de glucosa, lipidos, colesterol y triglicéridos en suero de ratas diabéticas

prenadas tratadas con extracto metandlico de B. cordata.

Identificar alteraciones al desarrollo embrionario (malformaciones) mediante la determinacién de

pardmetros morfoldgicos en los fetos de ratas tratadas con STZ.

Demostrar una posible reversion de malformaciones en fetos por administraciéon del extracto

metandlico de B. cordata en ratas prefiadas.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Primera fase: Seleccion de la dosis de extracto

El extracto metandlico de B. cordata fue donado por la Dra. Ana Maria Garcia Bores, del Laboratorio
de Fitoquimica de la UBIPRO. Se utilizaron 15 ratas hembra, de la cepa Wistar, de 250-300 g, que se
obtuvieron en el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores lztacala, UNAM, las cuales en etapa
de proestro fueron alojadas con ratas macho fértiles, durante 12 horas. Para determinar si la
fertilizacion fue efectiva, se realizé un frotis vaginal y la presencia de espermatozoides determiné el
dia 0 de gestacidon. Una vez prefadas, las ratas se asignaron al azar en tres grupos homogéneos de
5 ratas por grupo. A dos de ellos se les suministré extracto de B. cordata a dosis de 50 y 100 pg/dia
(Avilay cols, 2005) entre los dias 8 a 10 de desarrollo, y el grupo restante fue tratado con el vehiculo

en el cual se administré el extracto (PBS estéril).

Las hembras fueron sacrificadas el dia 19 de gestacién por inhalaciéon de CO, y, a través de una
laparatomia, se obtuvieron los fetos, que se pesaron en una balanza de precisién y se midieron con
una regleta vernier; dos terceras partes de los fetos fueron fijados en solucién Bouin por 24-48 h. El

resto de los fetos se fijé en formol salino al 10%.

Los fetos fijados en fluido de Bouin se enjuagaron en agua corriente para eliminar el exceso de acido
picrico, y fueron cortados en base a la técnica de Wilson, modificada (Barrow y Taylor, 1969). Las
secciones de la cabeza se realizan siguiendo la técnica de Wilson. Este consiste en cortar
transversalmente a través de la boca y las orejas con una cuchilla de afeitar de acero inoxidable. La
superficie dorsal de la lengua, por lo general adherente a la superficie palatal, es removida y el
paladar es examinado. Colocando la superficie palatina abajo, se realizan secciones frontales
delante de los ojos, a través de los ojos, y a través del cerebro en el didametro transversal de la
cabeza. Cada una de estas piezas se examina individualmente en una caja de Petri con un
microscopio estereoscépico. Estas secciones se hacen principalmente para estudiar el paladar

hendido, anomalias de los ojos y la hidrocefalia interna.
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Con respecto a los fetos fijados en formol salino, se tifieron con azul alciano y rojo de alizarina para

observar hueso y cartilago por la técnica de Kimmel y Trammell (1981).

5.2 Segunda fase: Tratamiento de ratas diabéticas

Una vez determinada la dosis de extracto a emplear, se procedio a la realizacion del experimento.
Para esto, se utilizaron 19 ratas hembra, de la cepa Wistar, de 250-300 g, que se obtuvieron en el
Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM, donde se conservaron, mantuvieron

y asignaron como prefiadas como se describid arriba.

Una vez prefadas, las ratas se asignaron al azar en 3 grupos de 6 a 7 individuos cada uno. El grupo
testigo fue tratado con Buffer de citratos 100 mM, pH 4.5 en el dia 4 de gestacién, y entre los dias 8
a 10 con DMSO. El segundo grupo fue tratado con STZ 60 mg/Kg de peso en amortiguador de
citratos, el dia 4 de gestacidn, y se les administré DMSO los dias 8 a 10 de gestacidn. El ultimo grupo
fue tratado con STZ 60 mg/Kg de peso en amortiguador de citratos y se administré mediante goteo
el extracto de B. cordata a dosis de 50 y 100 pg/Kg de peso corporal, disuelto en DMSO, los dias 8 a

10 de gestacion.

5.3 Sacrificio y obtencidn de muestras.

Las hembras fueron sacrificadas el dia 19 de gestacién por sobredosis de anestesia (pentobarbital
sédico 50 mg/Kg, i.p.) una vez anestesiadas se obtuvo la mayor cantidad de sangre por puncién
cardiaca. A través de laparotomia, se obtuvieron los fetos, que se pesaron en una balanza semi
analitica, se midieron con una regleta vernier, y fueron fijados en solucién Bouin. Posteriormente la
sangre se centrifugé durante 5 min a 3000 rpm para la obtencion del suero, en el cual se realizo la
determinacidon de glucosa, colesterol, triglicéridos y lipidos con kits comerciales obtenidos de

proveedores locales.
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5.4 Observacidén de fetos, y deteccién de malformaciones.

Dos dias después de fijados, los fetos se recuperaron del fluido de Bouin, se enjuagaron con agua
corriente, se transfirieron a alcohol al 70%; y fueron analizados mediante cortes a nivel de cuerpo,

céfalo, esdfago, e higado por la técnica de Wilson modificada por Barrow y Taylor (1969).

Los resultados de los pardmetros morfolégicos y bioquimicos se evaluaron por ANOVA simple,

seguida de una prueba de Tukey en un paquete estadistico (SPSS), version 10.
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6. RESULTADOS

Primera fase: Seleccion de la dosis de extracto

La primera fase del estudio fue encaminada a tratar de detectar si las dos dosis de extracto (50 y
100 mg/kg) causaban toxicidad sobre las hembras. Para esto, se evalud el tamafio de camada, asi
como el tamafio y peso fetal obtenidos de los tres grupos. En cuanto al tamafio de camada (Figura
3), se realizé un conteo de fetos por cada hembra prefiada, y se encontré que éste parametro no se
afectd. Con respecto al peso fetal (Figura 4) o la longitud cefalocaudal (Figura 5), no se encuentran
diferencias significativas entre el grupo control y los tratamientos de 50 y 100 mg/kg, por lo que se
infiere que el extracto no afecta el desarrollo o crecimiento fetal. Con respecto a la técnica de Wilson
modificada, en la tabla 3 se muestra el primer corte (A) se puede observar el paladar intacto y el
cerebro en su tamafo normal, sin alguna disminucidn en cuanto a su morfologia. En el segundo
corte (B) se observa que no existen cambios en el tamafio ni en la morfologia del lente, retina, bulbo
olfativo y paladar. En el tercer corte (C) se observa el ventriculo lateral y el tercer ventriculo bien
definidos sin alguna alteracidn en su estructura. Por Ultimo, en el cuarto corte (D) se observan las
narinas bien estructuradas, lo que indica que no hubo alteracion por el tratamiento de las ratas

prefiadas con el extracto de B. cordata.

Con respecto a la doble tincién para hueso y cartilago, que se evidencian en los fetos de 19 dias de
gestacion cuando se someten a tincidon con rojo de alizarina y azul alciano, no se encontraron
diferencias en el grado de osificacion por efecto del tratamiento con extracto sobre la madre (datos

no mostrados).

25



Tamano de camada

18 -
16 -
14 -
12 -
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Fetos obtenidos

O N B O
1

CONTROL 50 mg/kg 100 mg/kg
Dosis administrada

Figura 3. Tamano de camada de ratas sanas por efecto de la administracién de extracto de B. cordata.

Promedio * E.E. de 5 camadas. No hay diferencias significativas con respecto al control.

Peso fetal

3.5 -

1.5 +

Gramos

CONTROL 50 mg/kg 100 mg/kg
Dosis administrada

Figura 4. Peso de los fetos de ratas sanas por efecto de la administracion de extracto de B. cordata.

Promedio * de E.E. de 40-50 fetos. No hay diferencias significativas con respecto al control.
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Talla fetal

3.5 A
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1.5 -
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CONTROL 50 mg/kg 100 mg/kg
Dosis administrada

Figura 5. Talla de los fetos de ratas sanas por efecto de la administracion de extracto de B. cordata.

Promedio * E.E. de 40-50 fetos. No hay diferencias significativas con respecto al control.

Segunda fase: Tratamiento de ratas diabéticas

Una vez comprobado que el extracto de B. cordata no induce efectos nocivos sobre el desarrollo
embrionario de la rata, se procedid a administrar el extracto a ratas inducidas con STZ. Se cruzaron
ratas hembras como se indica en metodologia, y se asignaron a tres grupos: control, STZ y STZ mas
extracto, que fueron tratadas como se describid arriba. Las hembras fueron sacrificadas el dia 19 de
gestacion, y los fetos fueron obtenidos como en la primera fase del estudio. E peso corporal de los
fetos fue registrado al momento de la extraccion el dia 19. En la figura 6 se muestra el peso al
momento del sacrificio. Se observa que el peso de los fetos en todos los grupos fue similar, aunque
se aprecia una ligera tendencia a perder peso para los fetos de las madres tratadas con STZ con

respecto al resto de los grupos, pero esta diferencia no es estadisticamente significativa.
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Tabla 3. Diferentes cortes morfoldgicos de cabeza, en la que se pueden observar A. Paladar y cerebro, B.

Ojos, paladar y bulbos olfativos, C. Ventriculos laterales y D. Narinas.

_ CONTROL 50 mg/kg 100 mg/kg

(A) Cerebroy
paladar

Ventriculo lateral

Ventriculos

Narinas

No se observan malformaciones en los fetos a nivel interno, por efecto de tratamiento con extracto
metanodlico de B. cordata a dosis de 50 6 100 mg/Kg de peso corporal.
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Tratamiento

EXTRACTO 100mg/kg

Figura 6. Peso de los fetos de 19 dias de edad gestacional de las ratas gestantes en respuesta a

tratamiento con STZ y extracto de B. cordata. Promedio # E.E. de 40-50 fetos. No hay diferencias

significativas con respecto al control.

La longitud cefalocaudal (talla) de los fetos de las ratas gestantes tratadas con STZ o con STZ-y

extracto vs control se muestra en la figura 7. El analisis estadistico mostré aumento de tamafio

significativo entre los fetos de ratas tratadas con STZ y STZ mas extracto, con respecto al grupo

control.

3.3 -
3.2 -
3.1 A

Centimetros
w

2.8 -

2.7 -

Talla Fetal

CONTROL

STZ

Tratamiento

EXTRACTO 100mg/kg

Figura 7. Longitud (talla) de los fetos de 19 dias de edad gestacional, de las ratas gestantes en respuesta a

tratamiento con STZ y extracto de B. cordata. Promedio * E.E. de 40-50 fetos. Se muestra un aumento de

la talla en las ratas diabéticas y los de extracto, siendo mds grandes los fetos tratados con extracto.
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En cuanto al tamafio de camada (Figura 8) el analisis estadistico indica que no hay diferencia de este

pardmetro entre los distintos grupos; como cabe esperar cuando la sustancia administrada no

muestra toxicidad general.

20 -

Fetos obtenidos
[E=Y
o

CONTROL

Tamano de camada

STZ

Tratamiento

EXTRACTO 100 mg/kg

Figura 8. Tamafio de camada de 19 dias de edad gestacional, de las ratas gestantes en respuesta a

tratamiento con STZ y extracto de B. cordata. Promedio * E.E. de 5 camadas.

Determinacion de glucosa, colesterol, triglicéridos vy lipidos en suero.

En las figuras 9 a 12 se observan las determinaciones realizadas de pardmetros bioquimico-clinicos

en suero de las ratas tratadas con STZ, extracto o los vehiculos. Se observa que la glucosa en suero

es mas elevada en ratas tratadas con STZ que en el control (figura 9), mientras que la concentracién

de glucosa en ratas tratadas con extracto disminuye con respecto al valor hallado en ratas inducidas

a diabetes (p < 0.001). Este resultado es alentador, e implica un posible efecto antidiabetogeno del

extracto, que escapa a los objetivos de este trabajo, pero pudiera ser explorado posteriormente.
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Glucosa en suero
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CONTROL STZ EXTRACTO 100mg/kg

Tratamiento

Figura 9. Concentracién de glucosa total en suero (mg/dL) de ratas gestantes en respuesta a tratamiento
con STZ y extracto de B. cordata. Promedio * E.E. de 10 ratas. Se encontré diferencia significativa entre los

dos grupos experimentales (p > 0.001).

Con respecto al colesterol, si bien su nivel sérico es mas elevado en ratas tratadas con STZ que en
las controles o las tratadas con extracto (figura 10), el analisis estadistico no indicé diferencia

estadisticamente significativa (p = 0.6).

Colesterol en suero

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 ~
30 A
20 A

mg/dL en suero

CONTROL STZ EXTRACTO 100mg/kg
Tratamiento

Figura 10. Concentracion de colesterol total en suero (mg/dL) de gestantes en respuesta a tratamiento

con STZ y extracto de B. cordata. Promedio * E.E. de 10 ratas. No hay diferencias entre grupos.

31



En cuanto a los triglicéridos, la administracion de STZ causa aumento en la concentracion sérica de
este grupo de metabolitos (p < 0.05), mientras que la administracién del extracto reduce los valores,

pero sin llegar a los normales (figura 11).

Triglicéridos en suero

250 ~

= = N
o (%) o
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mg/dL en suero
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o
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CONTROL STZ EXTRACTO 100mg/kg

Tratamiento

Figura 11. Concentracion de triglicéridos total en suero (mg/dL) de ratas gestantes en respuesta a
tratamiento con STZ y extracto de B. cordata. Promedio + E.E. de 10 ratas. Se encontré diferencia

significativa entre los dos grupos experimentales (p < 0.05).

Por ultimo, como se ve en la figura 12, la concentracién de lipidos totales es mayor en ratas tratadas

con STZ o con STZ mas extracto con respecto al control (p < 0.001).

Estudio Morfoldgico (Técnica de Wilson)

Como se describid, los fetos obtenidos fueron sometidos a analisis morfolégico. En la tabla 4 se
muestra el primer corte de cerebro y paladar (A) del grupo control se puede observar el paladar
intacto y el cerebro en su tamafio normal, sin alguna disminucién en cuanto a su morfologia, sin
embargo en la de las ratas tratadas con STZ se nota la existencia de una cavidad a nivel diencefalico,
sin diferenciacion de hemisferios cerebrales, el cerebro es grande, no hay cuerpo calloso, posible
hidrocefalia. En las ratas tratadas con STZ mas extracto se observa el cerebro intacto y en su tamafio
normal al igual que el paladar. El porcentaje de malformaciones encontrado para los fetos de ratas

tratadas con STZ fue de 39.9 + 9.2 con respecto al 0.0 % manifestado en los grupos control y tratado
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con STZ mas extracto. El andlisis por chi-cuadrada manifesté diferencia altamente significativa de

éste porcentaje (p < 0.0001); lo que demuestra el poder embrioprotector del extracto de B. cordata.

Lipidos en suero

900 -~
800 -
700 -+
600 -
500 -
400 A
300 A
200 A
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0 n—
CONTROL STz EXTRACTO 100mg/kg

mg/dL en suero

Tratamiento

Figura 12. Concentracidn de lipidos total en suero (mg/dL) de ratas gestantes en respuesta a tratamiento
con STZ y extracto de B. cordata. Promedio * de 10 ratas. Se encontré diferencia significativa entre los dos

grupos experimentales (p < 0.001).

Se encuentran malformaciones internas en fetos de ratas trata das con STZ a nivel de ojos (B),

ventriculos (C), y narinas (D).

Se agrega un anexo (Anexo 1) mostrando malformaciones a nivel cerebro en las ratas tratadas son

STZ.
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Tabla 4. Diferentes cortes morfoldgicos de cabeza, en la que se pueden observar A. Paladar y cerebro, B.
Ojos, paladar y bulbos olfativos, C. Ventriculos laterales y D. Narinas. Se nota una cavidad (hoyo) a nivel
diencefalico a nivel cerebro (rata DIABETICA), posible hidrocefalia.

_ CONTROL DIABETICA EXTRACTO 100 mg/kg

(A) Cerebroy
paladar

Ventriculos

Narinas
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7. DISCUSION

En los parametros evaluados de glucosa, triglicéridos y colesterol la administracion de extracto de
B. cordata a 100 mg/kg arrojo diferencias significativas, ya que disminuye parcialmente los niveles
de los mismos con respecto a los valores hallados para las ratas tratadas con STZ, lo que permite
sefalar que la dosis de extracto de B. cordata empleada podria tener efecto a nivel de la economia
total del organismo y no solamente en los embriones. Es alentador el hecho de que el extracto de

B. cordata, a las dos dosis empleadas, no causé dano fetal.

La STZ se ha reportado ampliamente como inductora de DM experimental debido a la destruccidn
selectiva de los islotes B pancredticos productores de insulina. Es conocido que después de la
administracién de la STZ, la glucosa en sangre presenta una 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, y
posteriormente origina hiperglucemia permanente (Szkudelski, 2001). En este estudio se pudo
observar el efecto hiperglucemiante de la STZ, ya que en los individuos inducidos a diabetes, la
medicion de glucosa en sangre arrojo resultados muy por encima de los reportados para ratas

gestantes normoglucémicas.

En cuanto a la medicidn de los parametros del metabolismo lipidico, cabe mencionar que, todos los
grupos diabéticos tanto en colesterol, triglicéridos, glucosa y lipidos totales mostraron un aumento
en los resultados de medicidon (comparando las ratas tratadas con STZ y las tratadas con STZ y
extracto contra el control), si bien no todos son estadisticamente diferentes del control. Esto es algo
que se esperaba ya que la diabetes esta 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 que se liberan
grandes cantidades de acidos grasos libres comienza a elevarse en minutos. El exceso de éstos en el
plasma promueve la conversidn hepatica de parte de los acidos grasos en fosfolipidos y colesterol,

dos de los principales productos de los lipidos (Guyton y Hall, 2011).

Por otra parte, sabemos que la naturaleza de las alteraciones de la diabetes asociadas al embarazo

y al desarrollo del feto hace necesario el estudio de aspectos fundamentales como areas de
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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 algiin momento de la gestacidn y estudiar las alteraciones en el

desarrollo de sus fetos (Polanco y cols., 2005).

Los resultados obtenidos con este método de induccidn, el cual se hizo a partir de una inyeccidn
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 pancreaticas en desarrollo,
en particular (Polancoy cols., 2005). Una manera de evitar esto es inyectar a las ratas antes del sexto
dia de gestacién, es decir antes de la implantacién, lo cual da como resultado que las alteraciones
observadas en los embriones sean consecuencia de la hiperglucemia maternal y no de la accién 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. Los resultados obtenidos corroboran y a la vez contrastan con
lo obtenido por nuestro grupo previamente (Trejo-Gonzalez y cols., 2015), donde se encontrd un
porcentaje de malformaciones menor que lo reportado en este trabajo (14.42 + 11.16 en dicho
estudio vs 39.9 £ 9.2 en el trabajo actual), aunque no se encontraron reabsorciones en este trabajo,

mientras Trejo-Gonzalez y cols. (2015) reportaron un valor de 15.3 £ 2.8.

Para tratar de asignar un nombre para las malformaciones encontradas, se utilizé la nomenclatura
propuesta por Soleckiy cols., (2015). Las malformaciones que se pudieron identificar se incluyen en

el anexo 1.

Al igual que en humanos, la diabetes maternal afecta el desarrollo de los fetos de rata, lo cual
produce aumento del nimero de reabsorciones, disminucidén del nimero de crias por camada,
disminucién del peso de las crias, retraso en el crecimiento y aumento de la frecuencia de
malformaciones congénitas (Palomino y cols., 1998). En este trabajo se pudieron obtener fetos con
malformaciones después de haber sido inducidas con STZ, aunque no se obtuvieron
malformaciones; pero también se obtuvieron resultados en cuanto a los analisis bioquimicos que

indican hiperglucemia en ratas tratadas con STZ y con STZ mas extracto.
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Se ha reportado que la hiperglucemia maternal es uno de los principales factores en la produccion
de las malformaciones. El estudio de la patogénesis de los defectos congénitos, realizados 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 en importantes genes del desarrollo embrionario (Goldman y cols. 1985).

Conrespecto al extracto de B. cordata, la determinacion de la exactitud del efecto del posible agente
embrioprotector, depende de varios factores, entre ellos la definicion del individuo de examen
macroscoépico, los procedimientos de cada uso, las cepas y especies de animales utilizados, y los
porcentajes de animales examinados. En este caso, se utilizaron para los experimentos ratas Rattus
norvegicus, de la cepa Wistar, prefiadas, ya que el interés de nuestro grupo es el estudio de la
diabetes mellitus complicada con gestacidn; y en experimentos posteriores se pretende probar que
el extracto de B. cordata pueda tener un efecto antiteratogénico; sin embargo, hay numerosas
sustancias que se han empleado en la medicina tradicional con el fin de contrarrestar los efectos
nocivos de determinadas patologias como diabetes, cancer, etc., pero que en realidad causan mds
dafio que bien. Este tipo de estudios deben realizarse antes de probar extractos o moléculas

novedosas en alguna patologia.

Sin embargo, el hallazgo de que los fetos de ratas inducidas a diabetes con STZ y tratadas
posteriormente con extracto de B. cordata no mostraron malformaciones tanto externas como
internas, indica que en dicho extracto alguna o varias moléculas presentes pueden revertir los

efectos nocivos que el estado tipo diabetes inducido por STZ provoca sobre el desarrollo.
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8. CONCLUSIONES

Por lo anterior, podemos concluir que:

1. Elextracto de B. cordata a dosis de 50 o0 100 mg/kg no es téxico en embriones de rata.

2. El extracto de B. cordata a dosis de 100 mg/kg tiene un efecto hipoglucemiante.

3. La DM inducida por STZ en ratas Wistar gestantes, provoca malformaciones, pero no

reabsorciones.

4. Elextracto de B. cordata a dosis de 100 mg/Kg, revierte las malformaciones producidas por

diabetes inducida con STZ en ratas gestantes.
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ANEXO 1. Observaciones a nivel cerebro de fetos de ratas tratadas con STZ.

CEREBRO HALLAZGO

Cavidad (hoyo) a nivel diencefalico, sin diferenciacién de hemisferios
cerebrales, el cerebro es chico, no hay cuerpo calloso, no hay divisién
de ventriculos laterales, ni siquiera estan presentes, no hay tercery
cuarto ventriculos cerebrales, posible hidrocefalia.

Se aprecian esbozos de hemisferios cerebrales, hay esbozo de cuerpo
calloso, el cerebro es chico, no hay diferenciacidon ni divisién de
ventriculos laterales, esbozo del tercer ventriculo cerebral y no hay
cuarto ventriculo, posible hidrocefalia.

No hay diferenciacién de hemisferios cerebrales, el cerebro es muy
chico, no hay divisiéon de ventriculos laterales, hay esbozo del tercer
ventriculo, y no hay cuarto ventriculo, posible hidrocefalia.

Se aprecian esbozos de hemisferios cerebrales, el cerebro es chico,
no hay division de ventriculos laterales, hay esbozo del tercer
ventriculo cerebral y no hay cuarto ventriculo, posible hidrocefalia.

Se aprecian esbozos de hemisferios cerebrales, el cerebro es chico,
hay esbozo de cuerpo calloso, no hay diferenciacion y division de
ventriculos laterales, y este espacio es muy grande, esbozo del tercer
ventriculo cerebral y no hay cuarto ventriculo, posible hidrocefalia.

No hay diferenciacién de hemisferios cerebrales, el cerebro es muy
chico, no hay divisién de ventriculos laterales, no hay tercer y cuarto
ventriculo cerebral, posible hidrocefalia.

Hoyo a nivel diencefalico, esbozos de hemisferios cerebrales, el
cerebro es chico, no hay cuerpo calloso, no hay divisién de
ventriculos laterales, ni siquiera estan presentes, no hay tercer y
cuarto ventriculos cerebrales, posible hidrocefalia.
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Se aprecian esbozos de hemisferios cerebrales, el cerebro es chico,
no hay diferenciacién ni divisiéon de ventriculos laterales, esbozo del
tercer ventriculo cerebral y no hay cuarto ventriculo, posible
hidrocefalia.

No hay diferenciacion de hemisferios cerebrales, no hay
diferenciacion ni division de ventriculos laterales, esbozo del tercer
ventriculo cerebral y no hay cuarto ventriculo.

Cerebro chico, se aprecian esbozos de hemisferios cerebrales, no hay
diferenciacion ni division de ventriculos laterales, esbozo del tercer
ventriculo cerebral y no hay cuarto ventriculo, posible hidrocefalia.

Se aprecian esbozos de hemisferios cerebrales, no hay diferenciacidn
ni division de ventriculos laterales, no hay tercer ni cuarto ventriculo
cerebral.

Cerebro chico, se aprecian esbozos de hemisferios cerebrales, no hay
diferenciaciéon ni division de ventriculos laterales, esbozo del tercer
ventriculo cerebral y no hay cuarto ventriculo, posible hidrocefalia.

Cerebro chico, se aprecian esbozos de hemisferios cerebrales, no hay
diferenciacion ni division de ventriculos laterales, esbozo del tercer
ventriculo cerebral y no hay cuarto ventriculo, posible hidrocefalia.

Hoyo a nivel diencefalico, cerebro chico, sin hemisferios cerebrales,
no hay diferenciacién ni divisiéon de ventriculos laterales, esbozo del
tercer ventriculo cerebral y no hay cuarto ventriculo, posible
hidrocefalia.

40



Hoyo a nivel diencefalico, cerebro chico, sin hemisferios cerebrales,
no hay ventriculos laterales ni tercer y cuarto ventriculo cerebral,
posible hidrocefalia.

Esbozos de hemisferios cerebrales, sin diferenciacion de otras
estructuras.

Nota: El término “hoyo” es utilizado por Solecki y cols., (2015), como nombre para la malformacion
mas frecuentemente encontrada.
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