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1. RESUMEN

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas, causadas por
deficiencia total o parcial de insulina, lo cual produce un estado crénico de
hiperglucemia. La diabetes mellitus puede causar diversas complicaciones,
entre ellas la embriopatia diabética, que se manifiesta por malformaciones
congeénitas y retraso en el desarrollo; debido, entre otros factores, al estrés
oxidativo. Por otra parte, se ha sugerido que algunos agentes antioxidantes,
como los compuestos fendlicos, tienen la capacidad de disminuir las
alteraciones en el desarrollo, debido a que pueden reducir el dafio por estrés
oxidativo. El extracto metandlico de Buddleja cordata es rico en antioxidantes,
entre los que destaca el verbascésido, el cual se ha demostrado en un
modelo in vivo, que puede revertir las malformaciones provocadas por la
diabetes mellitus. Por esta razén, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto del extracto de B. cordata enriquecido en verbascosido sobre el
desarrollo de embriones de rata cultivados en presencia de altas
concentraciones de glucosa. Como primer paso, por medio de una
cromatografia de columna se obtuvo una fraccidbn enriquecida en
verbascoésido a partir del extracto metandlico de B. cordata, y se caracterizé
por HPLC-MS. Una vez obtenido el extracto, embriones de 10.5 dias de edad
gestacional, de ratas sanas, se cultivaron por 24 horas en diferentes medios
de cultivo: control, suplementado con glucosa, y suplementado con glucosa y
extracto rico en verbascosido a concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL. Al
finalizar la incubacién, se valoraron los parametros morfolégicos externos. A
continuacion, algunos embriones se homogenizaron para medir en ellos la
actividad de las enzimas superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa
(GPx), glutation S-transferasa (GST) y la cantidad de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS); otros embriones se fijaron y se sometieron a la
técnica histolégica de rutina. Se encontré, en concordancia con trabajos
previos, que la hiperglucemia provoca retraso en el desarrollo y aparicion de

malformaciones; mientras que la adicién del extracto rico en verbascdsido
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altera la frecuencia y severidad de éstas. Destaca que la adicion de
verbascosido disminuyd el principal marcador de dafo por estrés oxidativo, el
malonaldehido; ya que la cantidad de éste muestra diferencias significativas
entre el grupo cultivado con altas concentraciones de glucosa, y los grupos a
los que se les adicioné verbascodsido, a todas las concentraciones. En
contraste, las actividades enzimaticas de SOD, GPx y GST no presentan
diferencias significativas en relacién con el grupo tratado con altas
concentraciones de glucosa. En conclusion, el verbascosido, presenta un
efecto antioxidante y una actividad embrioprotectora parcial, en los que

pudieran estar involucrados otros factores ademas del estrés oxidativo.



2. INTRODUCCION

2.1 Diabetes mellitus

A nivel mundial, la diabetes mellitus (DM) se ha convertido en uno de los mas
grandes problemas de salud. Segun la Federacion Internacional de Diabetes
(International Diabetes Federation, 2012), México es el quinto pais con mayor
numero de casos en adultos (6.4 millones), de los cuales mas de la mitad,
3.56 millones, son mujeres (Romero-Martinez et al., 2013). De acuerdo con la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino (2016), de 2006 a
2016, la prevalencia de diabetes en México ha pasado de 7.2% a 9.4%. Un
46.4% de los adultos con diabetes no realiza alguna medida preventiva para
retrasar o evitar las complicaciones de la diabetes mellitus (ENSANUT MC,
2016).

Clinicamente, la DM se define por una concentracién de glucosa en plasma
en ayunas mayor o igual a 126 mg/dL, o una concentracidon sanguinea de
hemoglobina glicosilada (HbA1c) mayor o igual al 6.5% (Russell y Zilliox,
2014; International Diabetes Federation, 2017).

La DM es un desorden metabdlico provocado por una deficiencia o alteracion
en la secrecion de insulina, o en su efecto bioldgico; lo que causa que las
concentraciones de glucosa en sangre se eleven y se altere el metabolismo
de carbohidratos, lipidos y proteinas (Brogden y Heel, 1987), lo que provoca
complicaciones como retinopatia, la cual produce ceguera en el 31.5% de los
pacientes diabéticos (The Expert Commitee, 2002); nefropatia diabética, que
es la principal causa de trasplante de rifdn (Kharroubi y Darwish, 2015);
neuropatia diabética, que causa alteraciones nerviosas a largo plazo; asi
como dafio a diferentes 6rganos, que sin las medidas adecuadas pueden
provocar complicaciones como el coma diabético y la muerte (American
Diabetes Association, 2010; Kharroubi y Darwish, 2015).

La DM se clasifica tradicionalmente en cuatro tipos:



Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): Es una condicion que se genera por el dafio
de las células B pancreaticas, provocado por una respuesta autoinmune, que
a menudo conlleva a una deficiencia total de insulina, por lo que se requiere
la administracion de ésta de por vida (The Expert Commitee, 2002; American
Diabetes Association, 2018). Este tipo se presenta en aproximadamente 5 a
10% de los pacientes diabéticos, de los cuales la mayoria son nifios y
adolescentes, de ahi que anteriormente se le nombraba como diabetes
juvenil; también era conocida como diabetes insulinodependiente (Kharroubi y

Darwish, 2015; American Diabetes Association, 2018).

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): consiste en una resistencia periférica de los
tejidos a la accién de la insulina, y una respuesta inadecuada en la secrecion
de esta hormona, pero a diferencia de los pacientes con diabetes tipo 1, no
presentan autoanticuerpos para insulina o las proteinas relacionadas con la
destruccion de las células B pancreaticas. A pesar de que sus etologias son
heterogéneas, existen diferentes factores de riesgo que se han determinado
para esta enfermedad, como la obesidad, edad o falta de actividad fisica.
Debido a que generalmente la enfermedad se desarrolla gradualmente, no
suele ser diagnosticada en las primeras fases, y por lo general se presentaba
en pacientes mayores de 40 afos, por lo que era conocida como diabetes del
adulto, o no-insulinodependiente (The Expert Commitee, 2002; American
Diabetes Association, 2018).

Diabetes mellitus gestacional (DMG): Se refiere a las situaciones en las que
se diagnostica por primera vez diabetes mellitus en el segundo o tercer
trimestre del embarazo, aunque no esté claro si esta condicion ya existia
previo al embarazo (American Diabetes Association, 2018). Se sabe que
existe un riesgo mayor de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 después del
embarazo (Kim et al., 2002).

Otros tipos de diabetes. Tienen su causa en numerosos factores, como
defectos genéticos de Ila funcibn de las células [ pancreaticas,

endocrinopatias, inducidas quimica o farmacolégicamente, por infecciones



virales, defectos genéticos en la accion de la insulina, enfermedades del
pancreas exocrino, y diversas formas infrecuentes de diabetes autoinmune.
También es llamada diabetes mellitus secundaria (The Expert Commitee,
2002).

Se estima que la diabetes en el embarazo se debe en su mayoria a DMG
(87.5%), la cual ha tenido un aumento en prevalencia de aproximadamente
30% (World Health Organization, 2013), seguida de la Diabetes Mellitus tipo 1
(7.5%) y la Diabetes Mellitus tipo 2 (5%) (NICE, 2015).

La hiperglicemia crénica producida por la diabetes mellitus provoca multiples
complicaciones renales, arteriales, del sistema nervioso periférico, entre
otras. No obstante, uno de los dafios que no se toma en cuenta por lo regular
en la literatura son los defectos congénitos (Clapés, 2013). Durante el
desarrollo embrionario, el sistema antioxidante es relativamente inmaduro
(Zaken et al., 2000), lo que puede causar cierta tendencia a dafno celular por
estrés oxidativo. Aunque se ha demostrado que el tratamiento con insulina
aumenta la supervivencia fetal y materna, la probabilidad de que se
produzcan defectos congénitos sigue siendo de 3 a 5 veces mayor que en
embarazos de madres no diabéticas. Estos defectos congénitos se presentan
unicamente en embarazos complicados con diabetes mellitus tipo 1 o tipo 2,
ya que los procesos que inducen las malformaciones suceden durante el
periodo de organogénesis, la cual se produce hasta la séptima semana de
embarazo. En este caso, se habla de embriopatia diabética. En cambio, la
DMG, al presentarse a partir de la segunda mitad del embarazo, no produce
este tipo de dismorfogénesis (Clapés et al., 2013), sino alteraciones como

macrosomia infantil, e hipoglucemia neonatal (Rios-Martinez et al., 2014).

Durante la organogénesis, el dafno causado por la diabetes mellitus puede
afectar casi cualquier érgano, sin embargo, los Defectos de Tubos Neural
(DTN) y las cardiomiopatias son las malformaciones mas frecuentes (Rios-
Martinez et al., 2014).



En la especie humana, al final de la tercera semana de gestacién comienza la
formacion del tubo neural por la fusiéon de los pliegues neurales (Valdés-
Valdés et al., 2010; Arteaga-Martinez y Garcia-Pelaez, 2014). Cuando el tubo
neural no se cierra en alguna zona, se producen enfermedades catalogadas
como DTN, y dependiendo del punto de fallo se desarrollan diferentes tipos

(Rios-Martinez et al., 2014). Los mas frecuentes son:

Exencefalia. Es la condicion que precede a la anencefalia. Los fetos que
padecen exencefalia carecen de la béveda craneal debido al cierre fallido del
tubo neural. La posterior exposicion del tejido nervioso con el liquido
amniodtico deriva en la degeneracion de éste, y provoca la ausencia de
cerebro, cerebelo e hipdfisis, lo que se conoce como anencefalia (Stoll et al.,
2010; Coop et al., 2013; Arteaga-Martinez y Garcia-Pelaez, 2014).

Raquisquisis. Es una alteracion asociada a la anencefalia y otros defectos del
tubo neural, que consiste en que la lesiobn se encuentra completamente
abierta desde el cerebro hasta diferentes segmentos de la columna (Coop et
al., 2013).

Las malformaciones cardiovasculares mas frecuentes en hijos de madres
diabéticas son cardiopatia congénita, comunicacion interventricular, atresia
pulmonar, persistencia de conducto arterioso (Arteaga et al., 2008). Mientras
que las alteraciones craneofaciales mas comunes en hijos de madres
diabéticas son apéndice preauricular, labio y paladar hendido, microtia, entre
otras (Arteaga et al., 2008). De igual manera, el sistema musculo-esquelético
presenta alteraciones como polidactilia, anomalias por reduccién de

miembros, ausencia de vértebras, entre otras (Arteaga et al., 2008).

Se sabe que Ila incidencia de malformaciones congénitas es
significativamente mas alta en mujeres con DM1 que en mujeres con DM2, y
en ambos casos es mayor que en la DMG (Gonzalez-Gonzalez et al., 2008;
Pettica et al., 2009); en contraste, la DMG se asocia con macrosomia,
sindrome de membrana hialina, y factores de riesgo neonatal (Vinik et al.,
2013).



2.2 Estrés oxidativo

El metabolismo anormal inducido por hiperglucemia asociada con la diabetes
mellitus puede provocar una sobreproduccion de radicales hidroxilo,
superéxido, ademas de peréxido de hidrogeno, el oxigeno singulete, 6xido
nitrico y el acido hipocloroso Estos se conocen como especies reactivas (ER)
(Halliwell y Gutteridge, 2015).

Normalmente, el metabolismo produce niveles basales de ER, que funcionan
muchas veces como reguladores de factores de transcripcién (Forsythe et al.,
1996; Yoon et al., 2006; Dennery, 2007). De la misma manera, durante el
desarrollo embrionario, las ER son indispensables como segundos
mensajeros en la sefalizacion celular para procesos como la proliferacion y
diferenciacién celular y apoptosis (New y Coppola, 1970; Morris 1979;
Castagne et al., 1999; Chen et al., 1999; Schafer y Buettner, 2001). No
obstante, en ciertas condiciones, como el consumo de alcohol medicamentos
durante el embarazo, o enfermedades como la diabetes, se incrementa la
actividad de las ER (Dennery, 2007), lo cual produce estrés oxidativo
(Halliwell y Gutteridge, 2015).

El estrés oxidativo se refiere a la perturbacion en el balance antioxidante y
prooxidante en el metabolismo, y es capaz de provocar un dafio potencial,

derivado de la accion de las especies reactivas (Halliwell y Gutteridge, 2015).

El oxigeno diatomico es la clave de la respiracion celular en organismos
aerobios, sin embargo, por su naturaleza quimica, es por si mismo un radical
libre, ya que tiene dos electrones sin aparear, sin embargo, al tener el mismo
numero cuantico de spin, o restricciéon del spin o spin paralelo, impide que
acepte electrones, por su caracteristica paramagnética. Es por esto que
reacciona mas despacio que sus especies derivadas o especies reactivas
(mas reactivas que el oxigeno), por lo tanto se le considera el estado del
oxigeno mas estable o basal (Halliwell y Gutteridge, 2015). Las ERO mas

conocidas son:



Oxigeno singulete: Se forma cuando, al aplicar energia, los electrones del
oxigeno cambian de orbital y regresan, pero uno de ellos con numero
cuantico spin contrario. Existen dos tipos de oxigeno singulete: el primer
estado, 'Ag, tiene dos electrones con spines opuestos en el mismo orbital T*.
El segundo estado, 'Y, tiene un electron en cada orbital T con spines
opuestos. Es mas reactivo que el oxigeno diatdmico, porque se elimina la
restriccion del spin (Martinez, 2005; Agnez-Lima et al., 2012). El oxigeno
singulete suele interactuar con el DNA, especificamente con la guanina, y de
esta reaccidon se obtiene 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodG),
molécula considerada como marcador de estrés oxidativo (Agnez-Lima et al.,
2012).

Radical superéxido (O2°7): Se forma cuando a una molécula diatbmica de
oxigeno obtiene un electron mas. Por si mismo, el O2* no es muy reactivo ya
que en el ambiente intracelular se protona rapidamente para formar radical
hidroxiperoxilo (HO2°). Principalmente, el O2* reacciona con el H202 en

presencia de Fe, a través de la reaccion y de Haber-Weiss:

H+
H,0, +0,"” = 0, + OH™ + OH"
Reaccién de Haber-Weiss

Como producto de estas reacciones se obtiene el radical hidroxilo. El O2e-
también tiene la capacidad de reaccionar con grupos tiol, lo que suele
generar una disminucién en la actividad de GSH, ademas de poder disponer
de las reservas de ferritina para formar el radical perferrilo (Brent y Rumack,
1993; Irshad y Chaudhuri, 2002; Halliwell y Gutteridge, 2015).

Peréxido de hidrogeno (H202). La dismutacion de O2° catalizada por la SOD
forma al peroxido de hidrogeno. Funciona como sustrato para la reaccién
Haber Weiss. Es mucho mas reactivo frente a las biomoléculas, capaz de
iniciar la peroxidacion lipidica y ruptura de las cadenas de DNA y RNA
(Aruoma et al., 1996; Rojkind et al., 2002).



Radical hidroxilo (OH*®): Se forma a partir de O2°*" y H202, por medio de las
reacciones de Fenton y Haber-Weiss con metales de transicibn como
catalizadores, y es uno de los radicales mas reactivos, ademas de que
presenta una especial afinidad por la glucosa. Es el responsable del dafo a
fosfolipidos de membranas celulares, por desencadenar el proceso de
peroxidacion lipidica, que tiene como producto el malonaldehido (MDA)
(Haber y Weiss, 1934; Beauchamp y Fridovich, 1970; Groutveld y Halliwell,
1988; Aruoma et al., 1996; Thomas et al., 1999; Yogesh et al., 2003). Este
ultimo, ademas, es capaz de reaccionar con el DNA para formar 8-oxodG,

como se menciono anteriormente (Agnez-Lima et al., 2012).
H,0, + Fe** > Fe(lll) + OH™ + OH®
Reaccion de Fenton

Radicales peroxilo y alcoxilo (RO*®2., RO*-) Se forman durante la reaccién en
cadena de la lipoperoxidacion y actuan como propagadores de esta reaccion,
lo cual provoca frecuentemente alteraciones en la fluidez y permeabilidad de

la membrana celular (Aruoma et al., 1996; Halliwell y Gutteridge, 2015).

Oxido nitrico (NO®) Se forma por accién de la enzima éxido nitrico sintasa a
partir de la arginina (Moncada et al.,, 1991). Su presencia se encuentra
constitutivamente en reacciones de nitrosilacion, sin embargo, en concentraciones
elevadas, tiene la capacidad de reaccionar con otras ERO, en especial O2°*, lo
gque provoca alteraciones bioquimicas como nitracion de proteinas,
hidroxilaciones o alteraciones de vias de sefalizacion (Martinez, 2005;
Guzman et al., 2006).

Acido hipocloroso (HOCI) Lo forma la enzima mieloperoxidasa durante la
degranulacion de neutrofilos. Es capaz de reaccionar con grupos sulfihidrilos
y aminos proteicos y puede clorinar bases puricas del DNA y RNA (Weiss,
1989; Aruoma et al., 1996; Martinez, 2005).

Cuando se metaboliza glucosa en exceso, la cadena transportadora de

electrones incrementa la produccion de i6n superéxido, el cual, si no es
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captado, resultara en estrés oxidativo (Shum y Sadler, 1990). Ademas del
incremento de la produccion de superéxido por el aumento del metabolismo
oxidativo, las vias responsables del estrés oxidativo son complejas, incluyen
un decremento en la expresion de y-glutamilcistein-sintetasa, lo cual podria
reducir la produccion del antioxidante glutation (GSH), y un aumento en la
actividad del flujo de hexosamina y la sefalizacion de diacilglicerol/protein-
cinasa (Hanson et al., 1990; Horal et al.,, 2004). Estas dos vias podrian
disminuir la produccién de NADPH, la cual se requiere para producir GSH a
partir del glutation oxidado (GSSG) (Brownlee, 2001).

La acumulacion de estas ER por lo general induce estrés oxidativo (Halliwell y
Gutteridge, 2015; Li et al.; 2017), el cual puede causar oxidacién de las
moléculas bioldgicas, en especial de los lipidos, evento que se conoce como
peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion, y producir alteraciones en la funcién
metabdlica y propiedades fisicoquimicas de la membrana como son la

cohesion, la fluidez y la permeabilidad (Cruz et al., 2011).

La importancia del dafo celular en el caso de la peroxidacién lipidica radica
en que se genera una reaccion en cadena, en la que el radical libre que oxida
a los acidos grasos insaturados queda con un electron desapareado y con
condicion de radical, que tiene la capacidad de oxidar mas acidos grasos
(Miller et al., 1993; Yu, 1994; Cruz et al., 2011).

La glicosilacion de proteinas afecta las vias de sefalizacion y diferenciacion
celular, ademas de que inhibe a las proteinas antioxidantes. De igual manera,
las proteinas pueden ser oxidadas directamente, lo que activa el proceso de

ubiquitinizacion y posterior protedlisis (Clapés, 2000; Cruz et al., 2011).

Otro dafno importante que provoca el estrés oxidativo es la formacién de
productos finales de glicosilacién avanzada, los cuales son derivados de
proteinas o acidos nucleicos glicosilados, los cuales promueven la produccion
de radicales libres y disminuyen la actividad de los sistemas antioxidantes

enzimaticos y no enzimaticos (Cruz et al., 2011; Halliwell y Gutteridge, 2015).
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El dafio en el DNA afecta tanto al DNA mitocondrial como al nuclear, lo que
puede causar efectos perjudiciales como muerte celular o inducir mutaciones
en las células germinales que posiblemente se hereden a futuras
generaciones, ademas en células somaticas tiene la capacidad de provocar
padecimientos como cancer o inmunodeficiencias (Berra et al., 2006;
Lagerwerf et al., 2011; Agnez-Lima et al., 2012; Moraes et al., 2012; lyama y
Wilson, 2013; Brogin et al., 2014). En la Figura 1 se ilustra el mecanismo de
generacion intracelular de algunas ER y la intervencion de ciertas enzimas

antioxidantes.

El estrés oxidativo que se da en la diabetes, junto con el propio del embarazo,
puede provocar preeclamsia, alteraciones en la morfologia y funcién de la
placenta y malformaciones congénitas (Hubel et al., 1996; Many et al., 2000;
Toescu et al., 2002). De esta manera, se puede inferir que la reduccién de la

produccion de ERO puede ayudar a tratar estas patologias.

2.3 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que cuando estan presentes a bajas
concentraciones, en comparacion con el sustrato oxidable, retrasan o evitan
significativamente la oxidacion de este sustrato (Halliwell y Gutteridge, 2015).
El uso de antioxidantes contra el estrés oxidativo ha sido ampliamente
estudiado y se pueden clasificar en antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos. Los primeros incluyen a la catalasa, superdxido dismutasa,
glutation peroxidasa, glutation S-transferasa y peroxidasas, por mencionar
algunos (Halliwell y Gutteridge, 2015). Los antioxidantes no enzimaticos
comprenden grupos como las vitaminas del complejo B, vitamina C, vitamina
E, compuestos fendlicos y el glutation (Irshad y Chaudhuri, 2002; Venereo,
2002; Halliwell y Gutteridge, 2015).
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Las enzimas que funcionan como primer sistema de defensa antioxidante son
la catalasa, el superoxido dismutasa y el sistema de glutation (Halliwell y
Gutteridge, 2015).

La familia de las enzimas superoxido dismutasa se encargan de catalizar la
dismutacién del radical superoxido en oxigeno y peroxido de hidrogeno de la

siguiente manera:
0y + 0, +2H*" - H,0, + +0,(estado basal)

Los distintos tipos de enzimas superdxido dismutasa se distinguen
principalmente por su localizacion y el tipo de iones que contienen en su sitio
activo. La Cu/ZnSOD (SOD 1), citosolica, es una proteina de dos
subunidades, con un ion de cobre en su sitio activo, y un ion de Zn que
interactua con los residuos His61, His69, His78 y Asp81; ademas de poseer
un puente disulfuro intramolecular. La MnSOD (SOD II), mitocondrial, tiene
cuatro subunidades que, en humanos contienen 4 iones de manganeso en su
centro catalitico. Por ultimo, la EC-SOD (SOD IIl), que al igual que la SOD |
tiene un ion de cobre y otro de zinc en su sitio activo pero se encuentra en el

espacio extracelular (Halliwell y Gutteridge, 2015).

La enzima catalasa consiste en una proteina de cuatro subunidades, con Fe
1l en el sitio activo de cada una de ellas; se encarga de la descomposicion
directa de perdxido de hidrogeno a oxigeno en estado basal (Halliwell y

Gutteridge, 2015), como se muestra a continuacion.
2H,0, — 2H,0 + 0, (estado basal)

Las enzimas del tipo glutation S-transferasas catalizan la conjugacion de la
forma reducida de glutatibn con compuestos xenobidticos, asi como la
reacciéon de peroxidos organicos (pero no de H202) con GSH para formar
GSSG y alcoholes. También pueden actuar contra la peroxidacion lipidica, al
metabolizar productos finales de la lipoperoxidacion (Tsuchida, 1999).
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La enzima glutation peroxidasa es una proteina de cuatro subunidades, cada
una unida a una molécula de selenocisteina en su sitio activo. Se encuentra
en el citosol, la mitocondria, el nucleo y peroxisomas. Reduce tanto el H20:2
como peroxidos organicos a H20 mediante la oxidacién de GSH a GSSG

(Halliwell y Gutteridge, 2015), segun la reaccion:
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

Por otro lado, también existen moléculas que funcionan como antioxidantes
no enzimaticos como el glutation, las vitaminas y los metabolitos secundarios
como los compuestos fendlicos (Halliwell y Gutteridge, 2015), los cuales
tienen un gran potencial para tratar diversas afecciones, como la embriopatia
diabética (Venereo, 2002; Halliwell y Gutteridge, 2015).

El glutation es un tripéptido que funciona como antioxidante y radioprotector,
ademas de que es cofactor de algunas enzimas como la glutation S-

transferasa, glutation peroxidasas y glioxilasas (Cruz et al., 2011).

Entre los compuestos fendlicos se encuentra el verbascésido, del cual se han
hecho numerosos estudios y se ha comprobado su potencial antioxidante
(Korkina, 2007; Zhou y Sadik, 2008; Lenoir et al., 2011; Mestre-Alfaro et al.,
2011).

2.4 Verbascosido

Buddleja cordata es un arbol originario de México, conocido vulgarmente
como “tepozan”, pertenece a la familia Scrophulariaceae. Esta planta crece
en diversos ecosistemas desde los 1700 hasta los 2800 msnm (Rzedowski y
Rzedowski, 2001). Ha sido ampliamente utilizado en la medicina tradicional
mexicana debido a sus propiedades antioxidantes, cicatrizantes, diuréticas y
antiinflamatorias (Mensaha et al., 2001; Adedappo et al., 2009; Gyurkovska et
al., 2011).
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En las hojas de B. cordata se ha demostrado la presencia de diversos
compuestos, entre los que se encuentran sesquiterpenos y compuestos
fendlicos como flavonas, fenilpropanoides y feniletanoides, entre los cuales
una cantidad considerable es verbascdésido (Martinez-Vazquez et al., 1996;
Avila et al., 1999; Acevedo et al., 2000).

El verbascésido o acteésido es un compuesto fendlico, conformado
estructuralmente por un disacarido de L ramnosa y B-(D)-glucosa, al que se
encuentran unidas una molécula de acido caféico y una de hidroxitirosol, que
ha sido ampliamente estudiado por su efecto analgésico, antipirético
(Martinez-Vazquez et al., 1996), antioxidante (Korkina, 2007; Zhou y Sadik,
2008; Lenoir et al., 2011; Mestre-Alfaro et al., 2011), bactericida (Avila et al.,
1999), neuroprotector (Alipieva et al., 2014), anticancerigeno (Ogbole et al.,
2017), antiinflamatorio (Hausmann et al., 2007), citoprotector (Sgarbossa et
al., 2012) y fotoprotector (Sheng et al., 2002; Esposito et al., 2010; Espinosa-
Gonzalez et al., 2016).

De igual manera, se ha demostrado que protege a las blastulas y ovocitos de
oveja contra los danos causados por estrés oxidativo (Martino et al., 2016).
En nuestro laboratorio, se reporté que la administracion in vivo del extracto
metandlico de B. cordata revierte la frecuencia y severidad de

malformaciones en embriones de rata (Lopez, 2017).

La identificacion, caracterizacién y cuantificacion del verbascésido, presente
en diferentes plantas, se ha realizado mediante distintos métodos, entre los
cuales se encuentran la espectrofotometria diferencial, la cromatografia en
capa fina, la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de fase inversa,
la resonancia magnética nuclear (NMR) y la espectrometria de masas
acoplada a cromatografia liquida (LC-MS) (Sticher y Salama 1981a,b, 1983;
Matlawska et al., 1985, 1988; Blazics et al., 2008; Adedappo et al., 2009;
Avila et al., 2014; Espinosa-Gonzalez et al., 2016; Ogbole et al., 2017).
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2.5 Cultivo de embriones postimplantacionales

La técnica de cultivo de embriones postimplantacionales de roedores ha sido
ampliamente utilizada para el estudio del desarrollo embrionario y Ia
organogénesis (New, 1978). Este método se ha convertido en el mejor
modelo para estudiar el efecto de la hiperglucemia, de otros posibles
teratdogenos, y de moléculas con probable papel protector sobre el desarrollo
embrionario; asi como los mecanismos por los cuales los agentes
teratogénicos o antiteratogenos (embrioprotectores) llevan a cabo sus
efectos. El uso de éste sistema permite estudiar aisladamente un probable
factor o mecanismo, lo cual no puede hacerse en condiciones in vivo. El
modelo de cultivo permite el estudio del desarrollo embrionario y el
metabolismo durante la organogénesis, y provee un sistema adecuado para la

manipulacién del desarrollo (Ellington, 1987).

3. ANTECEDENTES

Los primeros estudios sobre embriopatia diabética en modelos animales
indicaron que la adicién de glucosa al medio de cultivo, aumenta la frecuencia
en el retraso del crecimiento, en embriones de rata de 9.5 dias de edad

gestacional (Freinkel et al., 1986).

El-Bassiouni et al. (2005) realizaron un estudio transversal de embriones de
rata de madres diabéticas, a los 9, 10, 11 y 15 dias de gestacion, en el que
encontraron un aumento en los niveles de malondialdehido (MDA, indicador
de lipoperoxidacién) y glutation (GSH), asi como en la actividad de glutation
peroxidasas y glutation S-transferasas. Por el contrario, indicaron una

disminucion de los niveles de vitamina C y selenio.

Existe una incidencia del 62-78% de malformaciones en embriones cultivados
en medio con glucosa (Ornoy et al., 2011). Se reporté que el saco vitelino fue
mas pequefio en los embriones malformados cultivados en medio con

glucosa, pero no en los malformados cultivados en medio control. Los
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embriones malformados tuvieron de 23 a 26 somitas, a diferencia de los que
no presentaron malformaciones, con 29-32 somitas; ademas, los embriones
malformados presentan menos arcos branquiales o tienen retraso en el
desarrollo, con respecto al control. Tomando como referencia el parametro de
score morfolégico propuesto por Klug et al. (1985), todos los embriones
malformados obtuvieron un puntaje de 28 en promedio, en comparacién con
los embriones control normales, con un puntaje de 40 en promedio (Ornoy et
al., 2011).

Durante el cultivo de embriones de rata Cohen bajo diferentes condiciones
diabéticas, se encontré una disminucion de la actividad de SOD y un aumento

en la frecuencia en DTN (Weksler-Zangen et al., 2003).

Wentzel et al. (1997) demostraron en un modelo in vitro que la adiciéon de
superoxido dismutasa o uno de sus precursores, N-acetilcisteina, al medio de

cultivo hiperglucémico, inhibe el efecto teratogénico de la glucosa.

Se han realizado diversos estudios sobre el efecto de compuestos
antioxidantes sobre la embriopatia diabética. Fernandez et al. (2012)
evaluaron el efecto de 150 mg/kg/dia de vitamina E sobre ratas prefiadas con
diabetes inducida con estreptozotocina, e indicaron que en embriones de dia
11.5 de gestacioén se redujo la frecuencia y severidad de malformaciones, asi
como la lipoperoxidacion; en cambio la concentracion de proteinas y DNA no
aumentd en los embriones de ratas diabéticas con respecto a los embriones

control.

Cederberg et al. (2001) administraron una dieta suplementada con una
combinacién de 0.5% + 1%, 6 2% + 4% de vitamina E + vitamina C,
respectivamente, en ratas prefnadas con diabetes previamente inducida con
estreptozotocina y reportaron que la dosis mayor fue la mas efectiva para
reducir la cantidad de dismorfogénesis, y a mas baja para disminuir la

concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.
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Cederberg y Eriksson (2005), mediante la administracibn de una dieta
suplementada con 2, 5, 10 o0 15% de vitamina E 0 4, 10 o0 15% de vitamina C
a ratas prefiadas, con diabetes previamente inducida con estreptozotocina,
encontraron que el tratamiento con las dosis mas altas dichas vitaminas
disminuye la frecuencia de Ilas malformaciones fetales y reduce la

lipoperoxidacion membranal.

La sobreexpresion de SOD 1 en embriones de raton transgénico de dia 8.5 de
gestacion, incrementa la actividad de esta enzima, y también aumenta la
peroxidacion lipidica, al inhibir la cascada activada por la protein cinasa C
(PKC) inducida por hiperglicemia (Li et al., 2011).

Chirino-Galindo et al. (2012) determinaron que no existe un cambio en la
actividad de las enzimas SOD y GPx en embriones de rata cultivados en
medio hiperglucémico suplementado con espermina 25 pM, espermidina 25
MM, putrescina 25 yM vy L-arginina 10 mM, a pesar de que presentan un
efecto embrioprotector, pero que hay un aumento en la acumulacion MDA. No
obstante, no se detectd actividad de la enzima catalasa, con tres diferentes

métodos reportados por otros autores.

En un estudio in vivo, se administr6 0.5 mmol/kg/dia de GSH a ratas
diabéticas prefiadas y se encontrdé que existe una reduccion de la presencia
de ER, asi como en la GPx (Sakamaki et al., 1999).

Trocino et al. (1995) establecieron que GSH protege contra el estrés
oxidativo, ademas de que la disminucion del sistema antioxidante
dependiente de GSH es un factor importante en la apariciéon de embriopatia

diabética en un modelo in vitro.

Etemad et al. (2016) determinaron que la administracion intraperitoneal de 1
g/kg/dia de verbascosido no induce toxicidad en ratonas madre ni

teratogénesis en fetos.

Por otra parte, se ha reportado el uso del verbascdsido sobre ovocitos

porcinos inmaduros cultivados in vitro, y se encontr6 que este compuesto
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mejora la competencia embrionaria partenogenética temprana (Kim et al.,
2016), asi como la optimizacion del desarrollo embrionario, mediante la
reduccion de las especies reactivas de oxigeno y la lipoperoxidaciéon en
ovocitos inmaduros de oveja cultivados in vitro con la adicion de verbascésido

en concentraciones nanomolares (Martino et al., 2016).

Los estudios in vivo e in vitro han mostrado una reduccién en la presencia y
actividad de enzimas antioxidantes en embriones con defectos del tubo neural
a consecuencia de la diabetes (Sivan et al., 1997; Ornoy, 2007), asi como el
efecto embrioprotector registrado cuando se da un incremento de estas

enzimas (Hagay et al., 1995).

En nuestro laboratorio, recientemente, se reporté la reversion de las
malformaciones producidas por diabetes mellitus in vivo, por administracion
de extracto metandlico de B. cordata en embriones de rata, en la dosis de 100
mg/kg (Lopez, 2017), por lo cual es importante evaluar la actividad de este

compuesto en un modelo de embriopatia diabética in vitro.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prevalencia de la diabetes sigue ascendiendo en todo el mundo. En 1985
se estimo6 que existian 30 millones de personas con diabetes; para 1995 esta
cifra ascendi6 a 135 millones, y para el afio 2025 se calcula sera de 300
millones aproximadamente. De acuerdo con la Secretaria de Salud, la
prevalencia en México para el afio 2000 fue de 10.9% (Pagina web de la
SSA), es decir, aproximadamente 11 millones de habitantes. Este
padecimiento es uno de los mas frecuentes en todo el mundo, de manera que
el numero de mujeres embarazadas con diabetes franca previa, ya sea de
tipo 1 6 2, también ha aumentado, tanto en paises de primer mundo como en
paises en vias de desarrollo. De este modo, a nivel mundial, la frecuencia de
neonatos de madres diabéticas ha aumentado de 3.1 por mil nacidos vivos en
1998 a 4.7 en 2004. Sin embargo, en nuestro pais, aunque la Guia de
Practica Clinica, Diagnostico y Tratamiento de la Diabetes en el Embarazo
(2009) publicada por la Secretaria de Salud, reconoce que la diabetes
mellitus pregestacional es un factor de aparicion de malformaciones
neonatales, y propone como una de las metas reducir la aparicion de dichas
malformaciones, pero no aporta datos acerca de la incidencia de neonatos
con malformaciones congénitas en nuestro pais, a causa de la embriopatia
diabética, por lo que es necesario plantear nuevas alternativas para esta

condicion.

5 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto del extracto enriquecido en verbascésido de B. cordata en
el desarrollo de embriones de rata cultivados en presencia de altas

concentraciones de glucosa?
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6 HIPOTESIS

Las malformaciones congénitas en embriones de rata expuestos a altas
concentraciones de glucosa, tanto en modelos in vivo como in vitro, se deben
a que el aumento de glucosa produce que los niveles de estrés oxidativo
incrementen, por lo que es posible que moléculas antioxidantes como el
verbascosido tengan la capacidad de disminuir la presencia y severidad de
estas malformaciones en embriones de rata cultivados con altas

concentraciones de glucosa.

7 OBJETIVOS

Con este fin, el objetivo general de este estudio fue evaluar el efecto de una
fraccion enriquecida en verbascésido de B. cordata en el desarrollo de
embriones de rata cultivados en presencia de altas concentraciones de

glucosa.
Los objetivos particulares fueron:

eDescribir los cambios morfolégicos e histolégicos en embriones de rata
incubados con altas concentraciones de glucosa y extracto enriquecido en

verbascodsido.

eDeterminar la actividad de las principales enzimas antioxidantes en
embriones de rata incubados en medio con elevada glucosa y extracto

enriquecido en verbascésido.

eEstablecer el nivel de peroxidacidon lipidica en embriones de rata
incubados en medio con elevada glucosa y extracto enriquecido en

verbascosido.
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8 MATERIALES Y METODOS

8.1 Separacion del extracto metandlico de B. cordata por cromatografia

en columna

El extracto metandlico de B. cordata fue proporcionado por la Dra. Ana Maria
Garcia Bores, del Laboratorio de Fitoquimica de la UBIPRO de la FES
Iztacala. Se tomaron 26.29 g del extracto y se sometieron a una
cromatografia de columna, con una fase estacionaria de silica gel (Silica Gel
for thin layer chromatography binder: CaSOa4:%2 H20 Macherey-Nagel GmbH &
Co.KG, Alemania), en una fase movil de diclorometano-metanol, con un
aumento de la proporcién de metanol 100:0, 95:5, 90:10, 85:15 y 80:20. Se
tomaron alicuotas de 200 mL, las cuales se evaporaron hasta obtener una
pasta amorfa; posteriormente, para agruparlas en fracciones, se realizaron
cromatografias en placa fina de cada alicuota, las cuales se observaron con
luz UV (254-366 nm). Las alicuotas con verbascdsido se agruparon en la
misma fraccion, a la cual se le nombré “fraccién enriquecida en verbascosido
(FEV)”".

8.2 Caracterizacion de la fraccion enriquecida en verbascoésido

HPLC/DAD. Se utilizé un cromatografo de arreglo de diodos con detector UV-
ESI-MS, con un sistema con detector PDA de 254 a 350 nm. La columna
utilizada fue Allsphere ODS-1 de 150 mm de largo por 4.6 mm de diametro,
con una pelicula de 5 ym. Las muestras se analizaron con una fase isocratica
de eluyentes de agua:metanol:acetonitrilo (95:3:2) con 0.1% de acido férmico.
El flujo inicial fue de 1.2 mL/min. La muestra se inyecté automaticamente, con
un sistema de enfriamiento a 20°C, conectado a una bomba cuaternaria 600.
La identificaciéon de los picos de absorbancia se realiz6 con el software
Dionex Chromeleon Chromatography Data System (ThermoFisher Scientific).
El cromatograma y el espectro de absorcion UV obtenidos se compararon con

un patrén conocido de verbascésido.
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Espectrometria de masas. Se utilizé un sistema Orbitrap Fusion Tri-Hybrid,
con una fuente ESI controlada por el software Xcalibur (Thermo Scientific
Xcalibur V. 4.1.5.0). La temperatura de transferencia de ion fue de 260°C, con
una temperatura de vaporizador de 350°C, un detector de tipo ion trap con
uso de aislamiento de cuadrupolo, un rango de escaneo (m/z) de 50 a 100,
energia de colisiéon 35%, primera masa (m/z) 50, blanco AGC 5.0e4. Los
gases de acarreo fueron nitrogeno y helio de ultra alta pureza. Con el
espectro de masas obtenido, se propuso un patron de fragmentacion del

verbascosido.

8.3 Obtencidén y cultivo de embriones de rata

Obtencién del material biolégico. Se utilizaron 30 ratas hembra (Rattus
norvergicus Berkenhout, 1769), sanas, de diez a 12 semanas de edad, de la
cepa Wistar, con ciclos estrales definidos. Las ratas se mantuvieron en el
bioterio de la FES Iztacala en las siguientes condiciones: 12 h de luz por 12 h
de oscuridad iniciando a las 9:00 AM, temperatura de 22° C y 60% de
humedad ambiental, con agua y alimentacion ad libitum (Rodent Diet 2018S,
Harlan, México). Todos los procedimientos en animales fueorn autorizados
por el personal del bioterio, de acuerdo a la legislacién nacional (NOM-062-
Z00-1999) e internacional. Para el apareamiento de las ratas, se colocaron a
cohabitar a razon de dos ratas hembra virgenes por cada rata macho sano y
fértil durante toda la noche. En la mafiana del dia siguiente, se realizé un
lavado vaginal con solucion salina al 0.9%. Las muestras se observaron al
microscopio optico (Leica, modelo DM500) y se asigné como dia cero de

gestacioén a partir de la deteccidén de espermatozoides.

Preparacion de los medios de cultivo. Se obtuvo suero de ratas sanas y se
almacené en congelamiento a -20°C. Posteriormente, se descongeldé y se
incubd a 56°C por 30 min (New, 1978). El medio de cultivo control se prepard
con 4 mL de suero inactivado, 0.5 mL de una solucién de antibiéticos (para

dar una concentracién final de penicilina 1000 Ul/mL y estreptomicina 100
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pg/mL) y 0.5 mL de solucion salina; la glucosa en este medio es cercana a
100 mg/dL (Chirino, 2007). Para el medio de cultivo suplementado con
glucosa, se realizd una solucion de glucosa concentrada para dar una
concentracion final de 500 mg/dL en el medio de cultivo (Chirino, 2007), y se
preparo el medio de la siguiente manera: 4 mL de suero inactivado, 0.5 mL de
solucién de antibidticos, 0.25 mL de solucién de glucosa concentrada, 0.25
mL de solucion salina y 100 yL de PBS. Para preparar los medios
suplementados con glucosa y verbascoésido, se realizd una solucidon
concentrada de verbascdsido con una concentracion de 1 mg/mL en PBS.
Para ensayar las distintas concentraciones, se agregaron 4 mL de suero
inactivado, 0.5 mL de solucion de antibiéticos, 0.25 mL de solucién de
glucosa concentrada, 0.25 mL de solucién salina y 1, 10 o 100 ug/mL de la
solucion concentrada de verbascoésido. Las caracteristicas de los medios se
muestran en la Tabla 1. Posteriormente cada medio de cultivo se filtré6 a
través de una membrana Millipore® de 0.22 ym de malla en condiciones de

esterilidad y se almacené a -4°C hasta el momento de su uso.

Tabla 1. Caracteristicas de los medios de cultivo

c Medi,o/_ Suero de Glucosa Antibioticos PBS Verbascésido
aracteristicas rata
Ctrl 100 mg/di - -
Gle 1000 pL/mL | 100 pL -
Glc+1 pg/mL FEV 80% a%%iC"ir/la E - 1 pg/mL
500 mg/dl Hg/m
GlérlolgilmI}FEV estreptomicina - 10 ug/ml
c+ ug/mL
FEV - 100 pg/mL

Ctrl: control; Glc:glucosa; Glc + 1 ug/mL FEV: glucosa con 1 ug/mL de
FEV; Glc + 10 yg/mL FEV: glucosa con 10 pyg/mL de FEV; Glc + 100
pug/mL FEV: glucosa con 100 ug/mL de FEV. FEV: Fraccién enriquecida

en verbascosido.

Cultivo de embriones. En el dia diez de gestacion, las ratas prefiadas se

anestesiaron con éter etilico, y antes de la muerte cardiaca, se les extrajo el
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utero a través de wuna incision ventral y enseguida, se dislocaron
cervicalmente. El utero se colocd en una caja Petri con solucion salina estéril
para ser limpiado, recuperar el embridn y retirar la decidua y la membrana de
Reichert. Los embriones fueron colocados individualmente en tubos tipo
eppendorf de 2.0 mL, en 1.0 mL de medio de cultivo Ctrl, Glc, Glc+1, Glc+10
o Glc+100 pg/mL de FEV previamente gasificado por 3 a 5 minutos con una
mezcla de 02:CO2:N2 (20:5:70). Los tubos se mantuvieron rotando a 30-40
rom a 37°C por 24 h, en un aparato construido en el taller de equipo de
laboratorio de ensefianza de la FES lIztacala nombrado Rotocell®. Se

incubaron al menos 15 embriones en cada condicion.

Evaluacion morfométrica. Una vez transcurridas las 24 h, los embriones se
observaron bajo microscopio estereoscopico (Leica, modelo MZ6) para
efectuar mediciones de longitud de la cabeza, y la cefalocaudal, diametro del
saco vitelino y realizar una evaluacion morfométrica para obtener un score de
acuerdo con lo descrito por Klug et al. (1985), modificado por Chirino (2007).
En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas del embridon evaluadas para
asignarle determinado puntaje, y la suma total de los puntos obtenidos por
cada embridon conforma el score morfolégico. Los embriones con alteraciones

evidentes se clasificaron como malformados (Singh et al., 2011).
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Tabla 2. Descripcion del esquema de registro morfoldgico

Parametro

Puntos

Significado

Embrién

()}

Flexion completa, embrion en forma de "G"
Flexion casi completa, embrién en forma de "C"
Flexion incompleta, embrién en forma de "I"
Flexién incompleta, embrion con "cola de ardilla"

Forma

Cabeza

Telencéfalo separado del diencéfalo por una fisura externa y bolsa mesencefalica
Telencéfalo separado del diencéfalo por una fisura externa y bolsa prosencefalica
Telencéfalo separado del diencéfalo por una fisura interna

No hay separacion entre telencéfalo y diencéfalo

Tubo neural

Completamente cerrado

Neuroporo caudal abierto
Neuroporos caudal y craneal abiertos
Neuroporo craneal abierto

Ojo

Parpado superior presente
Bolsa del cristalino presente
Vesicula éptica presente
Sulcus optico presente
Primordio ocular ausente

Oido

Saco endolinfatico presente
Receso dorsal presente
Vesicula ética presente
Fosas dticas presentes
Fosas Opticas ausentes

Desarrollo

Miembros
anteriores

Completo

Primordio de extremidad (longitud mas del doble de la base)

Primordio de extremidad (longitud igual o mayor, pero menor que el doble de la base)
Rudimento de extremidad (Longitud menor que la de la base)

Ausencia de primordio

Miembros
posteriores

Completo

Primordio de extremidad (longitud mas del doble de la base)

Primordio de extremidad (longitud igual o mayor, pero menor que el doble de la base)
Rudimento de extremidad (Longitud menor que la de la base)

Ausencia de primordio

Cola

Cola alargada y se pueden reconocer los somitas de la cola
Cola alargada, pero no se reconocen los somitas

Primordio de la cola

Ausencia de primordio de la cola

Sangre

Presencia

N W B INWDR OAOIN WD OOOOOIN WA OO WA OO WA OAOIIIN WD AOIN WA ON WS

Circulacién sanguinea reconocible
Islotes sanguineos reconocibles

No hay indicacion de la formacion de sangre

TOTAL
REGISTRO
EMBRIONARIO

SUMA DE LOS DIGITOS ASIGNADOS (MAXIMO 48 PUNTOS)

Registro morfolégico de los embriones, modificado desde Klug et al. (1985), por
Chirino (2007).
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8.4 Técnica histoldgica

Al menos a tres embriones postcultivo de cada tratamiento se les retird el
saco vitelino; y se fijaron con formaldehido al 4% en PBS, pH 7.4, por 24 h. A
continuacion, se deshidrataron, aclararon y embebieron, para finalmente ser
incluidas en parafina grado histologico. Los bloques se dejaron solidificar y se
enfriaron a -4°C por una noche. Se realizaron cortes de 5 ym de grosor en un
micrétomo de rotacion marca Leica modelo RM2125 RTS. Las secciones
obtenidas se rehidrataron, y tifleron con hematoxilina y eosina por la técnica
convencional, y se montaron. Por ultimo, las laminillas fueron observadas y
fotografiadas al microscopio 6ptico (Leica, modelo DM500) con camara digital

Leica EC3, y analizadas con el software Leica Las EZ.

8.5 Pruebas bioquimicas

Adicionalmente, el resto de los embriones se homogenizaron individualmente
en solucién salina para cuantificar actividad enzimatica y lipoperoxidacion, asi

como contenido de proteinas mediante las siguientes técnicas:

Glutation peroxidasa (GPx). La reaccién se basa en la oxidacién de NADPH
gracias al consumo de glutatién reducido, el cual igualmente se oxida. Con
ayuda de la glutatién reductasa, se regenera el cofactor, y la reaccién se
vuelve ciclica y se amplifica. Se registra la absorbancia a 340 nm en un
espectrofotometro Jenway 6305, entre los minutos 2 al 4, para obtener la
actividad enzimatica en unidades internacionales de GPx (micromoles de
NADPH utilizados por miligramo de proteina por minuto) (Paglia y Valentine,
1967).

Superéxido dismutasa (SOD). La reaccién se basa en la reduccién de ion
superdxido y del nitroazul de tetrazolio por medio de la oxidacion enzimatica
de la xantina. La adicion de la enzima SOD o un extracto que la contenga
disminuye la reduccion del superoxido y del nitroazul de tetrazolio, lo que se

refleja en una disminucién en la absorbancia en el intervalo de 500 a 600 nm,
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la cual se analiza con un lector de placas de ELISA marca Tecan, modelo
Sunrise, y se reporta como Unidades McCord-Fridovich (Beauchamp vy
Fridovich, 1971).

Glutation S-transferasa (GST). La reaccion se basa en la aparicion de
conjugado glutatién-dinitroclorobenceno (DNCB) por minuto, que se lee a 340
nm en un espectrofotometro Jenway 6305 al inicio y minutos 1 y 2, para
obtener las unidades internacionales de GST por miligramo de proteina
(Tsuchida, 1999).

Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico (TBARS). La reaccién se da a
partir de la produccién de malonaldehido a causa de la peroxidacion lipidica.
El MDA que reacciona con el acido tiobarbiturico forma un complejo que
absorbe luz con un pico a 532 nm y se ley6 en el lector de placas de ELISA
marca Tecan, modelo Sunrise, y se reporta como mg/g de proteina (Ohkawa
et al., 1979).

Las actividades enzimaticas y la cantidad de MDA en el tejido se reportaron
en relacién con la concentracion de proteinas, evaluada mediante el método
de Lowry et al. (1951).

8.6 Andlisis estadistico

Los parametros morfolégicos de los embriones (longitud de la cabeza,
longitud cefalocaudal, diametro del saco vitelino y numero de somitas), asi
como el score morfoldgico, se analizaron mediante una prueba de ANOVA en
rangos (Kruskall-Wallis). Los datos de la actividad enzimatica se analizaron
mediante una prueba de ANOVA simple. Ambas pruebas se realizaron con el
software PAST Statistics.
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9 RESULTADOS

9.1 Separacion del extracto metandlico de B. cordata por cromatografia

en columna

A partir del extracto metandlico de B. cordata, se obtuvieron 92 alicuotas por
cromatografia de columna, las cuales se analizaron por cromatografias de
capa fina, posteriormente, se compararon con un patron conocido de
verbascésido y las alicuotas con un patron cromatografico similar se
agruparon en un total de ocho fracciones distintas. La fraccion niumero seis
contuvo la mayor cantidad de verbascésido y se le nombré como fraccién

enriquecida en verbascosido (FEV).

A partir de 26.29 g de extracto metandlico de B. cordata, se obtuvieron 16.56

g de fraccion enriquecida en verbascosido.

9.2 Caracterizacién de la FEV

HPLC/DAD. Con el fin de corroborar la presencia de verbascésido en la FEV,
ésta se analiz6é por medio de HPLC y se encontraron tres picos principales. El
mayor de los cuales coincide con el cromatograma del patrén conocido de

verbascoésido, con 3.65 mUAbs (Figura 2).

El espectro de absorcion UV de FEV presentd dos picos de absorbancia

importantes, el mayor en 328 nm y el menor en 236 nm (Figura 3).

Para la cuantificacién del verbascdésido, se realizé una curva de calibracién a
partir del patrén conocido de verbascésido puro y la interpolacién del valor
obtenido para la muestra de FEV, el cual fue de 14.65 uyg/mg de FEV (Figura
4).
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Figura 4. Curva de calibracion HPLC-MS, donde la FEV tiene 14.65

Mg/mg de verbascadsido.

Espectrometria de masas. En la Figura 5 se observa el patron de
fragmentacion de la molécula de verbascésido que se propone, de acuerdo
con la m/z de los iones moleculares obtenidos en el espectro de masas. Los
picos con mayor abundancia relativa (100%) fueron: 447.0667 m/z, 87.1333
m/z (100%), 147.1000 m/z (94%), 175.0067 m/z (80%), 141.1667 m/z (18%),
171.0667 m/z (16%) y 159.13333 m/z (10%).

9.3 Cultivo de embriones

Una vez purificada y caracterizada la FEV del extracto de B. cordata, se
procedi6 a realizar el cultivo de embriones con los tratamientos, con lo cual se

obtuvo la siguiente informacion.

Las fotografias de los embriones sin el saco vitelino se muestran en la Figura
6 (A-F). En A se muestra la morfologia normal de un embrién de rata de 10
dias de gestacion cultivado por 24 h; destacan el tubo neural cerrado, las
cavidades cardiacas y los arcos branquiales. En B se observa un embrion de
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dia 11 de edad gestacional; destaca la fisura entre el mesencéfalo y el
rombencéfalo, asi como una buena circulacion sanguinea y que los somitas
se reconocen facilmente. En C se observa un embrién cultivado con altas
concentraciones de glucosa. Es evidente el retraso en el desarrollo, indicado
sobre todo por la degeneracion del tejido, asi como la posicién dorsal del
corazén, ademas de la apertura del tubo neural craneal. En D se muestra un
embrion cultivado en Glc y Glc + 1 yg/mL de FEV. En E se observa un
embridn cultivado con Glc y Glc + 10 yg/mL de FEV, la vista lateral indica una
fisura entre el mesencéfalo y el rombencéfalo, al igual que en el tratamiento
de Glc + 100 pg/mL de FEV (F).

624.92 m/z

159.1333 m/z

447 m/z

Figura 5. Patron de fragmentacion del verbascoésido.
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Figura 6. Embriones de 10 dias de edad gestacional cultivado por 24 h. A:

Control; B: Control externo (dia 11 de gestacién); C: Glucosa, D: Glucosa + 1
pg/mL de FEV; E: Glucosa + 10 pg/mL de FEV; F: Glucosa + 100 ug/mL de
FEV. Vista lateral. 1: corazoén; 2: arcos branquiales; 3: vesicula éptica; 4:

prosencéfalo; 5: mesencéfalo; 6: rombencéfalo; 7: vesicula 6tica; 8: somitas.
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9.4 Morfologia e histologia de los embriones postcultivo

En la Figura 7 (A-C) se presentan los cortes histolégicos sagitales de los
embriones. En A se muestra un embrién, de dia 10 de gestacion cultivado por
24 h en medio control. Se distingue la vesicula Optica, corazén tricavitario,
dos arcos branquiales completos y el primordio de un tercero, asi como el
neuroporo posterior cerrado. En B se muestra un embrion de dia 11 de
gestaciéon. Se observa la vesicula Optica, el corazén tricavitario, el
mesodermo diferenciado en somitas. En C se muestra un embrion de dia 10
de gestacion cultivado por 24 h en medio suplementado con glucosa. En este
caso, las malformaciones son muy evidentes: los neuroporos craneal y caudal
se estan abiertos y se observa una alteracion severa en el tejido cardiaco,
que se encuentra en posicion dorsal, ademas que todo el tejido embrionario

se observa degenerado.

En D se muestra un embrion cultivado en medio suplementado con glucosa y
1 pg/mL de FEV, se observa una apertura en el neuroporo caudal, las
vesiculas Optica y Otica estan bien definidas y se distinguen al menos dos
arcos branquiales, asi como el corazon tricavitario. En E se muestra un
embrion cultivado en medio suplementado con glucosa y 10 yg/mL de FEV,
en el cual se puede observar el corazon tricavitario, asi como las vesiculas
optica y otica. En F se muestra un embrién cultivado en medio suplementado
con glucosa y 100 uyg/mL de FEV. Se observa que los neuroporos craneal y
caudal estan cerrados y las vesiculas oOptica y oética estan definidas. Se

observan dos arcos branquiales y el corazon tricavitario.

Con respecto a los parametros morfolégicos medidos, el diametro del saco
vitelino fue mayor en el grupo control. En el tratamiento de Glc + 100 pg/ml de
FEV, el diametro fue mayor al del grupo tratado unicamente con glucosa,

parecido al control, pero sin presentar diferencia significativa (Figura 8).
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Figura 7 Corte sagital de embriones de dia 10 de gestacion cultivados por

24 h. A: Control; B: Control externo (dia 11 de gestacién); C: Glucosa, D:
Glucosa + 1 uyg /mL de FEV; E: Glucosa + 10 uyg /mL de FEV; F: Glucosa
+ 100 pg /mL de FEV. Tincion H-E 40X.
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Figura 8 Diametro del saco vitelino de embriones cultivados en medio
control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa mas 1 pg/mL de FEV (Glc + 1
pMg/mL), glucosa mas 10 yg/mL de FEV (Glc + 10 ug/mL) y glucosa mas
100 pyg/MI de FEV (Glc + 100 pg/mL). Promedio + D.E. de 25 embriones.

La longitud cefalocaudal fue mayor en el grupo control, con 3.35 mm en
promedio, y en los tratamientos con FEV fue muy similar al de la adicion de
glucosa, sin embargo, el tratamiento de Glc + 10 pg/ml presenté la mayor
longitud, sin existir diferencia significativa (Figura 9).

La longitud de la cabeza fue mayor en los embriones del grupo control y los

tratamientos con glucosa y glucosa con FEV fueron muy similares (Figura 10).

El numero de somitas en el tratamiento con adicion de glucosa y 100 pg/mL
de FEV presentd diferencias significativas en cuanto al grupo tratado con
glucosa, siendo similar al grupo control. Los tratamientos en los que se les
agregd 1 y 10 pg/mL de FEV también presentaron un mayor numero de

somitas que el tratamiento con glucosa (Figura 11).

En cuanto al score morfoldégico, las tres dosis de tratamiento con FEV
obtuvieron un puntaje significativamente mayor que el grupo de embriones

cultivados con glucosa (Figura 12).
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Figura 9 Longitud cefalocaudal de embriones cultivados en medio control
(Ctrl), glucosa (Glc), glucosa mas 1 pg/mL (Glc +1 pg/mL) de FEV,
glucosa mas 10 yg/mL de FEV (Glc + 10 pg/mL) y glucosa mas 100
Mg/mL de FEV (Glc + 100 yg/mL). Promedio + D.E. de 25 embriones.
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Figura 10. Longitud de la cabeza de embriones cultivados en medio
control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa mas 1 pg/mL de FEV (Glc +1
Mg/mL), glucosa mas 10 yg/mL de FEV (Glc + 10 pg/mL) y glucosa mas
100 pg/mL de FEV (Glc +100 pg/mL). Promedio + D.E. de 25 embriones.
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Figura 11. Numero de somitas de embriones cultivados en medio control
(Ctrl), glucosa (Glc), glucosa mas 1 pg/mL de FEV (Glc +1 pg/mL),
glucosa mas 10 pg/mL de FEV (Glc + 10 pg/mL) y glucosa mas 100
Mg/mL de FEV (Glc +100 pg/mL). Promedio + D.E. de 25 embriones.
aP<0.01 con respecto a los embriones control, °P<0.01 con respecto a los

embriones cultivados con altas concentraciones de glucosa.

Para comparar la proporcién de embriones con malformaciones y sin
malformaciones, se calculd el porcentaje de estos por cada tratamiento, y se
observo que hubo mas embriones malformados cultivados en medio con alta
glucosa que en los cultivados en el medio control, con los valores del grupo
Glc + 1 yg/mL de FEV mas parecidos a los obtenidos en embriones cultivados
en glucosa. En los embriones cultivados en medio con Glc + 100 pg/mL de
FEV se presentd una tasa menor de malformaciones que en los anteriormente

mencionados, sin embargo, solamente descendio hasta el 50% (Tabla 3).
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Figura 12. Score morfolégico de embriones cultivados en medio control
(Ctrl), glucosa (Glc), glucosa mas 1 ug/mL (Glc + 1 yg/mL) de FEV,
glucosa mas 10 ug/mL de FEV (Glc + 10 ug/mL) y glucosa mas 100
pug/mL de FEV (Glc + 100 yg/mL). Promedio + D.E. de 25 embriones.
aP<0.01 con respecto a los embriones control, °P<0.01 con respecto a los

embriones cultivados con altas concentraciones de glucosa.

Tabla 3. Embriones con malformaciones.
Porcentaje de embriones postcultivo que presentaron alguna
anomalia morfolégica marcada.

No
Tratamiento Malformados(%)| malformados(%)
Ctrl 29.16 70.83
Glc 73.91 26.08
Glc+1 pyg/mL FEV 64 36
Glc+10 pg/mL FEV 56 44
Glc+100 yg/mL FEV 50 50

9.5 Pruebas bioquimicas

En cuanto a las determinaciones bioquimicas, podemos observar que la
actividad enzimatica de la glutation S-transferasa presenta una menor

actividad en los embriones tratados con FEV en sus tres concentraciones, en
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relacién con el control, y los embriones con altas concentraciones de glucosa,
los cuales tuvieron una mayor actividad que el control, sin embargo, no se

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 13).

-i-i-

Ctrl Glc Glc+1 pg/mL Glc+10 pg/mL Glc+100
pg/mL

N N w
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Tratamiento

Figura 13. Actividad enzimatica de GST de embriones cultivados en
medio control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa mas 1 ug/mL (Glc +1 pg/mL),
glucosa mas 10 yg/mL (Glc + 10 pg/mL) y glucosa mas 100 ug/mL (Glc +
100 pg/mL) de extracto rico en verbascoésido. Promedio £+ D.E. de 20

embriones.

La actividad de GPx en los embriones no se vio afectada por los tratamientos
de las diferentes concentraciones de FEV, y no se encontré una diferencia

significativa entre los tratamientos (Figura 14).

La actividad de la enzima SOD no presento6 diferencia entre el grupo control y
el tratado con glucosa, sin embargo, el tratamiento con glucosa y 10 ug/mL de
FEV mostré un aumento (Figura 15).
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Figura 14. Actividad enzimatica de GPx de embriones cultivados en
medio control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa mas 1 yg/mL de FEV (Glc + 1
Mg/mL), glucosa mas 10 yg/mL de FEV (Glc + 10 pg/mL) y glucosa mas
100 pyg/MI de FEV (Glc + 100 pg/mL). Promedio £ D.E. de 20 embriones.
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Figura 15. Actividad enzimatica de SOD en embriones cultivados en
medio control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa mas 1 ug/mL (Glc + 1 yg/mL)
de FEV, glucosa mas 10 ug/mL de FEV (Glc + 10 yg/mL) y glucosa mas
100 pg/mL de FEV (Glc + 100 pg/mL). Promedio + D.E. de 20 embriones.

42



Las TBARS en embriones tratados con verbascésido en cualquiera de sus
concentraciones sufrieron una drastica disminucion con respecto al control y
fueron menores a los tratados unicamente con glucosa. Ademas, se encontro

diferencia significativa entre los tratamientos (Figura 16).
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Figura 16. Concentracion de TBARS en embriones cultivados en medio
control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa mas 1 pg/mL (Glc + 1 ug/mL) de
FEV, glucosa mas 10 uyg/mL de FEV (Glc + 10 yg/mL) y glucosa mas 100
Mg/mL de FEV (Glc + 100 ug/mL). Promedio £+ D.E. de 20 embriones.

aP<0.01 con respecto a los embriones control.
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10 DISCUSION

10.1 Propiedades fisicoquimicas del verbascdésido.

Por medio del LC-ESI-MS, se identifico el verbascosido gracias a su
absorbancia en la region de 250 a 350 nm, como previamente lo reportaron
Avila-Acevedo et al. (2014).

El espectro de absorcion UV de la FEV mostré dos picos maximos de
absorcién a Amax= 328 nm y 236 nm, valores similares a los obtenidos para
un extracto metandlico de B. cordata (Amax= 291 y 332 nm) (Espinosa-
Gonzalez et al., 2016), para otro extracto de B. cordata (Amax= 291 y 334 nm)
(Avila-Acevedo et al., 2014), para un extracto de Clerodendrum petasites y
extracto metandlico de Verbena officinalis (Amax= 330 nm) (Schonbichler et
al., 2013; Thitilertdecha et al., 2014), es el caracteristico de la molécula de
verbascosido e idéntico al indicado en la literatura (Cardinalli et al., 2011;
Avila-Acevedo et al., 2014; Ogbole et al., 2017), por lo cual se pudo

comprobar la presencia y pureza del verbascosido en la FEV.

A diferencia de lo realizado por otros autores, en este trabajo se utilizé una
mezcla de diclorometano:metanol en concentraciones desde 10:0 hasta 8:2
en la cromatografia de columna, por lo que el rendimiento de verbascosido
encontrado en la fracciéon difiere de lo reportado por Espinosa-Gonzalez et
al. (2016) en un 60% aproximadamente; sin embargo, la concentracion se
encuentra dentro del rango de 5 a 60 mg/g reportado por otros autores en
diversas especies de los géneros Buddleja, Verbascum y Lippia (Liao et al.,
1999; Mensah et al., 2001; Mahlke et al., 2009; Oyourou et al., 2013; Attia et
al., 2018).

El verbascésido es un compuesto fendlico con varias estructuras principales
provenientes de distintas rutas de biosintesis. Tiene como base dos
monosacaridos, L-ramnosa y B-glucosa, éste ultimo unido a un feniletanoide
en el carbono 1 y a un fenil propanoide por el carbono 4. El feniletanoide se

trata de hidroxitirosol, sintetizado a partir de la tirosina; y el fenilpropanoide
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es el acido caféico, proveniente de la fenilalanina. Ambos son glicosilados
después de que su precursor (acido cumarico o tirosol) se reduce para

formar un alcohol (Saimaru y Orihara, 2010).

En la Figura 5 se propone un patron de fragmentacion del verbascadsido,
planteado a partir del espectro de masas obtenido y relacionado con las
caracteristicas de las moléculas antes mencionadas y los enlaces que
forman entre si. El ion molecular del verbascdsido (624 m/z) no fue
detectado, sin embargo, el pico de 447.06667 m/z [M-H-H20-H] podria
indicar la ruptura del enlace glucosidico entre el acido cafeico (159.1333
m/z) [acido caféico-H20-H] y B-glucosa, lo cual con lo indicado en la base de
datos PubChem Database (National Center for Biotechnology Information,
2019). Del anterior pico de 447.0667 m/z-hidroxitirol-glucosa-ramnosa, se
desprenderian las moléculas de hidroxitirosol (171.0667 m/z) [hidroxitirosol-
H-H20-H] y ambos monosacaridos (343.0667 m/z) [glucosa-ramnosa-
propanoide] con una aglicona de etanol o propanol [etanol-H20] (73 m/z). El
enlace glucosidico, a su vez se romperia y dejaria los fragmentos de B-
glucosa (175.0333 m/z) [M-H] y ramnosa (147.1000 m/z) [ramnosa-H20]. Es
posible también que tanto del fenilpropanoide, como del feniletanoide, se
generaran fragmentos de benceno (87.000 m/z). Al igual que lo reportado
por Cardinalli et al. (2011), Schonbichler et al. (2013), Attia et al. (2018), se
encontré que la molécula de verbascosido seria separada en sus distintos

mondmeros.

10.2 Efecto del verbascésido en la embriopatia diabética.

A causa de la diabetes mellitus, existe una producciéon excesiva de ER,
debido a los productos finales de la glicacion avanzada (Halliwell y
Gutteridge, 2015), lo cual genera un estado de estrés oxidativo que se
generaliza en todo el cuerpo (Eriksson et al, 2003). De acuerdo con El-
Bassiouni et al. (2005), el potencial redox en embriones de madres

diabéticas, se ve afectado por la sobreproduccién de radicales libres,
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derivado de la condicion diabética. Esto fue comprobado también al

determinar la concentracion de MDA (Figura 16).

Como lo mencionan diversos autores, es probable que este estado de estrés
oxidativo genere los dafios dismorfogénicos sobre los embriones in vivo e in
vitro (Eriksson y Borg, 1991; Wentzel y Eriksson, 1998; Ornoy et al., 1999;
Zaken et al, 2000; Eriksson et al, 2003).

El cultivo de embriones es un modelo que permite evaluar efectos
embriotdxicos, embrioprotectores, y teratogénicos, y que permite el control

de un mayor numero de variables que con el uso de modelos in vivo.

Con respecto a la incidencia de malformaciones en embriones cultivados,
ésta fue mayor en aquellos cultivados con altas concentraciones de glucosa
(73%), lo que concuerda con lo reportado por Ornoy et al. (2011), quienes
encontraron que del 62 al 78% de los embriones cultivados con glucosa

presentaron malformaciones.

En algunos parametros morfolégicos como numero de somitas y score, se
observo cierta tendencia del grupo con adicién de glucosa + 100 pyg/mL a
ser similar a los datos obtenidos en el grupo control. La tendencia consistid
en un incremento de los parametros proporcional al aumento en la
concentracion de la FEV. Esta tendencia difiere con lo indicado por Martino
et al. (2016), en donde se reporté un efecto embrioprotector del
verbascosido puro a una concentracion de 1 nM sobre blastulas de oveja,
sin actividad a mayores concentraciones. En el mismo estudio, a
concentraciones de 10 nM se presenté un efecto protector contra el estrés

oxidativo en ovocitos de cabra, mejorando la calidad y viabilidad de estos.

En cuanto a las pruebas bioquimicas realizadas, en primer lugar, destaca
que la presencia de MDA en embriones cultivados por 24 h fue mayor en el
grupo control, a diferencia de lo reportado en la literatura (Li et al., 2005;
Chirino-Galindo et al., 2012).
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Al llegar el dia 11 de gestacion, se ha demostrado que existe un aumento en
el metabolismo de la glucosa, gracias a la aparicién de la circulacion por
medio del saco vitelino (Akazawa et al., 1994). Cuando se exponen los
embriones de rata a concentraciones altas de glucosa, se incrementa la
produccion de anidon superoxido a través de la induccion de la fosforilacion
oxidativa (Chance y Hess, 1959, Conway et al., 1997, Yang et al., 1997).
Los radicales superdoxido son reducidos por la SOD en peroxido de
hidrégeno, sin embargo, la literatura indica que los tratamientos con glucosa
y glucosa con poliaminas no afectan la actividad de SOD (Chirino-Galindo et
al., 2012), y en este trabajo, se comprobd el mismo comportamiento de la
enzima, al no demostrarse diferencias significativas entre los tratamientos
con glucosa o glucosa con verbascésido. Se ha demostrado que la
expresiéon de SOD en mayor proporcidon en presencia de hiperglicemia e
hiperoxia, comparado con la presencia de hiperglicemia unicamente (Ornoy
et al., 2011), por lo que posiblemente el grupo que mayor estrés oxidativo
tuvo fue el cultivado con glucosa y adicionado con 10 upg/mL de

verbascoésido.

Una vez reducido el superoxido a peréxido de hidrégeno, éste se transforma
en agua por accion de la catalasa y/o la GPx. En estudios anteriores, tanto
en otros laboratorios como en el nuestro, se ha determinado que la actividad
de la catalasa en embriones de dia 10 de gestacion es infima e indetectable
(Ishibashi et al., 1997, Chirino-Galindo et al., 2012), por lo que se optd por
no realizar esa prueba. En cuanto a la actividad enzimatica de GPx, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, en
concordancia con lo reportado por Chirino-Galindo et al. (2012), quienes
indican que esta enzima no se altera por la accion de la glucosa ni los

tratamientos con poliaminas.

En este trabajo, la actividad enzimatica de SOD, GPx y GST evaluadas no

presentd diferencias significativas, aunque si se observé una disminucion en
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los grupos tratados con glucosa y verbascdsido con respecto al grupo

tratado unicamente con glucosa.

En un estudio in vivo, se demostré que el extracto de verbascdésido en
concentraciones de 50 y 100 mg/kg, previene las alteraciones morfologicas
causadas por diabetes inducida por STZ (Lépez, 2017), lo que podria indicar
que el sistema feto-placentario y el metabolismo fetal de la glucosa son los
responsables de que la actividad antioxidante del verbascdosido se refleje en

la disminucién en la incidencia de malformaciones.

Se encontré una ligera tendencia del grupo cultivado en presencia de
glucosa y 100 yg/mL de verbascosido a mejorar la actividad de las enzimas
antioxidantes y de igual manera, la presencia de MDA disminuyé
drasticamente con la adicion de verbascésido, por lo que se constata el
efecto antioxidante del verbascésido sobre embriones cultivados en

presencia de una concentracion de glucosa en exceso.
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11 CONCLUSIONES

. Se obtuvieron 16.56 g de una fraccion enriquecida en verbascoésido a partir
del extracto metandlico de B. cordata y se comprobd su autenticidad por

HPLC acoplado a espectrometria de masas.

. La mayoria de los embriones cultivados en medio con altas
concentraciones de glucosa presenté malformaciones, asi como retraso en

el desarrollo.

. La FEV presenta un efecto embrioprotector significativo en embriones de
dia 10 de gestacion cultivados por 24 h en altas concentraciones de

glucosa en soélo dos de los parametros morfolégicos evaluados.

. La FEV afecta la actividad de la enzima GST en embriones cultivados con

glucosa.

. La peroxidacion lipidica es mayor en embriones del grupo control que en
embriones cultivados con glucosa o con glucosa y verbascésido, y este

ultimo presenta menores niveles de MDA.
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