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1. RESUMEN 

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabólicas, causadas por 

deficiencia total o parcial de insulina, lo cual produce un estado crónico de 

hiperglucemia. La diabetes mellitus puede causar diversas complicaciones, 

entre ellas la embriopatía diabética, que se manifiesta por malformaciones 

congénitas 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 fenólicos, tienen la capacidad de disminuir las 

alteraciones en el desarrollo, debido a que pueden reducir el daño por estrés 

oxidativo. El extracto metanólico de Buddleja cordata es rico en antioxidantes, 

entre los que destaca el verbascósido, el cual se ha demostrado en un 

modelo in vivo, que puede revertir las malformaciones provocadas por la 

diabetes mellitus. Por esta razón, el objetivo de este trabajo fue evaluar el 

efecto del extracto de B. cordata enriquecido en verbascósido sobre el 

desarrollo de embriones de rata cultivados en presencia de altas 

concentraciones de glucosa. Como primer paso, por medio de una 

cromatografía de columna se obtuvo una fracción enriquecida en 

verbascósido a partir del extracto metanólico de B. cordata, y se caracterizó 

por HPLC-MS. Una vez obtenido el extracto, embriones de 10.5 días 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 verbascósido a concentraciones de 1, 10 y 100 µg/mL. Al 

finalizar la incubación, se valoraron los parámetros morfológicos externos. A 

continuación, algunos embriones se homogenizaron para medir en ellos la 

actividad de las enzimas superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa 

(GPx), glutatión S-transferasa (GST) y la cantidad de sustancias reactivas al 

ácido tiobarbitúrico (TBARS); otros embriones se fijaron y se sometieron a la 

técnica histológica de rutina. Se encontró, en concordancia con trabajos 

previos, que la hiperglucemia provoca retraso en el desarrollo y aparición de 

malformaciones; mientras que la adición del extracto rico en verbascósido 
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altera la frecuencia y severidad de éstas. Destaca que la adición de 

verbascósido disminuyó el principal marcador de daño 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 adicionó verbascósido, a todas las concentraciones. En 

contraste, las actividades enzimáticas de SOD, GPx y GST no presentan 

diferencias significativas en relación con el grupo tratado con altas 

concentraciones de glucosa. En conclusión, el verbascósido, presenta un 

efecto antioxidante y una actividad embrioprotectora parcial, en los que 

pudieran estar involucrados otros factores además del estrés oxidativo. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Diabetes mellitus 

A nivel mundial, la diabetes mellitus (DM) se ha convertido en uno de los más 

grandes problemas de salud. Según la Federación Internacional de Diabetes 

(International Diabetes Federation, 2012), México es el quinto país con mayor 

número de casos en adultos (6.4 millones), de los cuales más de la mitad, 

3.56 millones, son mujeres (Romero-Martínez et al., 2013). De acuerdo con la 

Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 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). 

Clínicamente, la DM se define por una concentración de glucosa en plasma 

en ayunas mayor o igual a 126 mg/dL, o una concentración sanguínea de 

hemoglobina glicosilada (HbA1c) mayor o igual al 6.5% (Russell y Zilliox, 

2014; International Diabetes Federation, 2017). 

La DM es un desorden metabólico provocado por una deficiencia o alteración 

en la secreción de insulina, o en su efecto biológico; lo que causa que las 

concentraciones de glucosa en sangre se eleven y se altere el metabolismo 

de carbohidratos, lípidos y proteínas (Brogden y Heel, 1987), lo que provoca 

complicaciones como retinopatía, la cual produce ceguera en el 31.5% de los 

pacientes diabéticos (The Expert Commitee, 2002); nefropatía diabética, que 

es la principal causa de trasplante de riñón (Kharroubi y Darwish, 2015); 

neuropatía diabética, que causa alteraciones nerviosas a largo plazo; así 

como daño a diferentes órganos, 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: 
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Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): Es una condición que se genera por el daño 

de las células β pancreáticas, provocado por una respuesta autoinmune, que 

a menudo conlleva a una deficiencia total de insulina, por lo que se requiere 

la administración 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 mayoría son niños y 

adolescentes, de ahí 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 acción de la insulina, y una respuesta inadecuada en la secreción 

de esta hormona, pero a diferencia de los pacientes con diabetes tipo 1, no 

presentan autoanticuerpos para insulina o las proteínas relacionadas con la 

destrucción de las células β pancreáticas. A pesar de que sus etologías son 

heterogéneas, existen diferentes factores de riesgo que se han determinado 

para esta enfermedad, como la obesidad, edad o falta de actividad física. 

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 años, 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 condición ya existía 

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 la función de las células β pancreáticas, 

endocrinopatías, inducidas química o farmacológicamente, por infecciones 
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virales, defectos genéticos en la acción de la insulina, enfermedades del 

páncreas exócrino, 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 mayoría 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 crónica producida por la diabetes mellitus provoca múltiples 

complicaciones renales, arteriales, del sistema nervioso periférico, entre 

otras. No obstante, uno de los daños 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 daño 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 

únicamente 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 embriopatía 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 

macrosomía infantil, e hipoglucemia neonatal (Ríos-Martínez et al., 2014). 

Durante la organogénesis, el daño causado por la diabetes mellitus puede 

afectar casi cualquier órgano, sin embargo, los Defectos de Tubos Neural 

(DTN) y las cardiomiopatías son las malformaciones más frecuentes (Ríos-

Martínez et al., 2014). 
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En la especie humana, al final de la tercera semana de gestación comienza la 

formación del tubo neural por la fusión de los pliegues neurales (Valdés-

Valdés et al., 2010; Arteaga-Martínez y García-Peláez, 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 

(Ríos-Martínez et al., 2014). Los más frecuentes son: 

Exencefalia. Es la condición que precede a la anencefalia. Los fetos que 

padecen exencefalia carecen de la bóveda craneal debido al cierre fallido del 

tubo neural. La posterior exposición del tejido nervioso con el líquido 

amniótico deriva en la degeneración de éste, y provoca la ausencia de 

cerebro, cerebelo e hipófisis, lo que se conoce como anencefalia (Stoll et al., 

2010; Coop et al., 2013; Arteaga-Martínez y García-Peláez, 2014). 

Raquisquisis. Es una alteración asociada a la anencefalia y otros defectos del 

tubo neural, que consiste en que la lesión se encuentra completamente 

abierta desde el cerebro hasta diferentes segmentos de la columna (Coop et 

al., 2013). 

Las malformaciones cardiovasculares más frecuentes en hijos de madres 

diabéticas son cardiopatía congénita, comunicación interventricular, atresia 

pulmonar, persistencia de conducto arterioso (Arteaga et al., 2008). Mientras 

que las alteraciones craneofaciales más 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 músculo-esquelético 

presenta alteraciones como polidactilia, anomalías por reducción de 

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

Se sabe que la incidencia de malformaciones congénitas es 

significativamente más alta en mujeres con DM1 que en mujeres con DM2, y 

en ambos casos es mayor que en la DMG (González-González et al., 2008; 

Pettica et al., 2009); en contraste, la DMG se asocia con macrosomía, 

síndrome de membrana hialina, y factores de riesgo neonatal (Vinik et al., 

2013). 
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2.2 Estrés oxidativo 

El metabolismo anormal inducido por hiperglucemia asociada con la diabetes 

mellitus puede provocar una sobreproducción de radicales hidroxilo, 

superóxido, además de peróxido de hidrógeno, el oxígeno singulete, óxido 

nítrico y el ácido 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 transcripción (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 señalización celular para procesos como la proliferación y 

diferenciación 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 perturbación en el balance antioxidante y 

prooxidante en el metabolismo, y es capaz de provocar un daño potencial, 

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

El oxígeno diatómico es la clave de la respiración celular en organismos 

aerobios, sin embargo, por su naturaleza química, es por sí mismo un radical 

libre, ya que tiene dos electrones sin aparear, sin embargo, al tener el mismo 

número cuántico de spin, o restricción del spin o spin paralelo, impide que 

acepte electrones, por su característica paramagnética. Es por esto que 

reacciona más despacio que sus especies derivadas o especies reactivas 

(más reactivas que el oxígeno), por lo tanto se le considera el estado del 

oxígeno más estable o basal (Halliwell y Gutteridge, 2015). Las ERO más 

conocidas son: 
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Oxígeno singulete: Se forma cuando, al aplicar energía, los electrones del 

oxígeno cambian de orbital y regresan, pero uno de ellos con número 

cuántico spin contrario. Existen dos tipos de oxígeno singulete: el primer 

estado, 1∆g, tiene dos electrones con spines opuestos en el mismo orbital π*. 

El segundo estado, 1∑g, tiene un electron en cada orbital π* con spines 

opuestos. Es más reactivo que el oxígeno diatómico, porque se elimina la 

restricción del spin (Martínez, 2005; Agnez-Lima et al., 2012). El oxígeno 

singulete suele interactuar con el DNA, específicamente con la guanina, y de 

esta reacción se obtiene 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodG), 

molécula considerada como marcador de estrés oxidativo (Agnez-Lima et al., 

2012). 

Radical superóxido (O2●-): Se forma cuando a una molécula diatómica de 

oxígeno obtiene un electrón más. Por sí mismo, el O2●- no es muy reactivo ya 

que en el ambiente intracelular se protona rápidamente para formar radical 

hidroxiperoxilo (HO2●). Principalmente, el O2●- reacciona con el H2O2 en 

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

𝐻2𝑂2 + 𝑂2
•− 𝐻

+

→ 𝑂2 +𝑂𝐻
− + 𝑂𝐻• 

Reacción de Haber-Weiss 

Como producto de estas reacciones se obtiene el radical hidroxilo. El O2●- 

también tiene la capacidad de reaccionar con grupos tiol, lo que suele 

generar una disminución en la actividad de GSH, además 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). 

Peróxido de hidrógeno (H2O2). La dismutación de O2●- catalizada por la SOD 

forma al peróxido de hidrógeno. Funciona como sustrato para la reacción 

Haber Weiss. Es mucho más reactivo frente a las biomoléculas, capaz de 

iniciar la peroxidación lipídica y ruptura de las cadenas de DNA y RNA 

(Aruoma et al., 1996; Rojkind et al., 2002). 



9 
 

Radical hidroxilo (OH●): Se forma a partir de O2●- y H2O2, por medio de las 

reacciones de Fenton y Haber-Weiss con metales de transición como 

catalizadores, y es uno de los radicales más reactivos, además de que 

presenta una especial afinidad por la glucosa. Es el responsable del daño a 

fosfolípidos de membranas celulares, por desencadenar el proceso de 

peroxidación lipídica, que tiene como producto el malonaldehído (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 

último, además, es capaz de reaccionar con el DNA para formar 8-oxodG, 

como se mencionó anteriormente (Agnez-Lima et al., 2012). 

𝐻2𝑂2 + 𝐹𝑒
2+ → 𝐹𝑒(𝐼𝐼𝐼) + 𝑂𝐻− + 𝑂𝐻• 

Reacción de Fenton 

Radicales peroxilo y alcoxilo (RO●2·, RO●·) Se forman durante la reacción en 

cadena de la lipoperoxidación y actúan como propagadores de esta reacción, 

lo cual provoca frecuentemente alteraciones en la fluidez y permeabilidad de 

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

Óxido nítrico (NO●) Se forma por acción de la enzima óxido nítrico sintasa a 

partir de la arginina (Moncada et al., 1991). Su presencia se encuentra 

constitutivamente en reacciones de nitrosilación, sin embargo, en concentraciones 

elevadas, tiene la capacidad de reaccionar con otras ERO, en especial O2●-, lo 

que provoca alteraciones bioquímicas como nitración de proteínas, 

hidroxilaciones o alteraciones de vías de señalización (Martínez, 2005; 

Guzmán et al., 2006). 

Ácido hipocloroso (HOCl) Lo forma la enzima mieloperoxidasa durante la 

degranulación de neutrófilos. Es capaz de reaccionar con grupos sulfihidrilos 

y aminos proteicos y puede clorinar bases púricas del DNA y RNA (Weiss, 

1989; Aruoma et al., 1996; Martínez, 2005). 

Cuando se metaboliza glucosa en exceso, la cadena transportadora de 

electrones incrementa la producción de ión superóxido, el cual, si no es 
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captado, resultará en estrés oxidativo (Shum y Sadler, 1990). Además del 

incremento de la producción de superóxido por el aumento del metabolismo 

oxidativo, las vías responsables del estrés oxidativo son complejas, incluyen 

un decremento en la expresión de γ-glutamilcistein-sintetasa, lo cual podría 

reducir la producción del antioxidante glutatión (GSH), y un aumento en la 

actividad del flujo de hexosamina y la señalización de diacilglicerol/protein-

cinasa (Hanson et al., 1990; Horal et al., 2004). Estas dos vías podrían 

disminuir la producción de NADPH, la cual se requiere para producir GSH a 

partir del glutatión oxidado (GSSG) (Brownlee, 2001). 

La acumulación de estas ER por lo general induce estrés oxidativo (Halliwell y 

Gutteridge, 2015; Li et al.; 2017), el cual puede causar oxidación de las 

moléculas biológicas, en especial de los lípidos, evento que se conoce como 

peroxidación lipídica o lipoperoxidación, y producir alteraciones en la función 

metabólica y propiedades fisicoquímicas de la membrana como son la 

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

La importancia del daño celular en el caso de la peroxidación lipídica radica 

en que se genera una reacción en cadena, en la que el radical libre que oxida 

a los ácidos grasos insaturados queda con un electrón desapareado y con 

condición de radical, que tiene la capacidad de oxidar más ácidos grasos 

(Miller et al., 1993; Yu, 1994; Cruz et al., 2011). 

La glicosilación de proteínas afecta las vías de señalización y diferenciación 

celular, además de que inhibe a las proteínas antioxidantes. De igual manera, 

las proteínas pueden ser oxidadas directamente, lo que activa el proceso de 

ubiquitinización y posterior proteólisis (Clapés, 2000; Cruz et al., 2011). 

Otro daño importante que provoca el estrés oxidativo es la formación de 

productos finales de glicosilación avanzada, los cuales son derivados de 

proteínas o ácidos nucleicos glicosilados, los cuales promueven la producción 

de radicales libres y disminuyen la actividad de los sistemas antioxidantes 

enzimáticos y no enzimáticos (Cruz et al., 2011; Halliwell y Gutteridge, 2015). 
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El daño 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, además en células somáticas tiene la capacidad de provocar 

padecimientos como cáncer o inmunodeficiencias (Berra et al., 2006; 

Lagerwerf et al., 2011; Agnez-Lima et al., 2012; Moraes et al., 2012; Iyama y 

Wilson, 2013; Brogin et al., 2014). En la Figura 1 se ilustra el mecanismo de 

generación intracelular de algunas ER y la intervención 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 morfología y función 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 reducción de la 

producción de ERO puede ayudar a tratar estas patologías. 

 

2.3 Antioxidantes 

Los antioxidantes son sustancias que cuando están presentes a bajas 

concentraciones, en comparación con el sustrato oxidable, retrasan o evitan 

significativamente la oxidación 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 enzimáticos y no 

enzimáticos. Los primeros incluyen a la catalasa, superóxido dismutasa, 

glutatión peroxidasa, glutatión S-transferasa y peroxidasas, por mencionar 

algunos (Halliwell y Gutteridge, 2015). Los antioxidantes no enzimáticos 

comprenden grupos como las vitaminas del complejo B, vitamina C, vitamina 

E, compuestos fenólicos y el glutatión (Irshad y Chaudhuri, 2002; Venereo, 

2002; Halliwell y Gutteridge, 2015). 
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Figura 1. P
rocesos de generación y reducción de especies reactivas de oxígeno y su 

relación con el retraso en el desarrollo (M
odificado de H

oral, 2004; Takahashi, 

2012). 
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Las enzimas que funcionan como primer sistema de defensa antioxidante son 

la catalasa, el superóxido dismutasa y el sistema de glutatión (Halliwell y 

Gutteridge, 2015). 

La familia de las enzimas superóxido dismutasa se encargan de catalizar la 

dismutación del radical superóxido en oxígeno y peróxido de hidrógeno de la 

siguiente manera: 

𝑂2
∙− + 𝑂2

∙− + 2𝐻+ → 𝐻2𝑂2 + +𝑂2(𝑒𝑠𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙) 

Los distintos tipos de enzimas superóxido dismutasa se distinguen 

principalmente por su localización y el tipo de iones que contienen en su sitio 

activo. La Cu/ZnSOD (SOD I), citosólica, es una proteína de dos 

subunidades, con un ion de cobre en su sitio activo, y un ion de Zn que 

interactúa con los residuos His61, His69, His78 y Asp81; además 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 catalítico. Por último, la EC-SOD (SOD III), que al igual que la SOD I 

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 proteína de cuatro subunidades, con Fe 

III en el sitio activo de cada una de ellas; se encarga de la descomposición 

directa de peróxido de hidrógeno a oxígeno en estado basal (Halliwell y 

Gutteridge, 2015), como se muestra a continuación. 

2𝐻2𝑂2 → 2𝐻2𝑂 + 𝑂2(𝑒𝑠𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙) 

Las enzimas del tipo glutatión S-transferasas catalizan la conjugación de la 

forma reducida de glutatión con compuestos xenobióticos, así como la 

reacción de peróxidos orgánicos (pero no de H2O2) con GSH para formar 

GSSG y alcoholes. También pueden actuar contra la peroxidación lipídica, al 

metabolizar productos finales de la lipoperoxidación (Tsuchida, 1999). 
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La enzima glutatión peroxidasa es una proteína de cuatro subunidades, cada 

una unida a una molécula de selenocisteína en su sitio activo. Se encuentra 

en el citosol, la mitocondria, el núcleo y peroxisomas. Reduce tanto el H2O2 

como peróxidos orgánicos a H2O mediante la oxidación de GSH a GSSG 

(Halliwell y Gutteridge, 2015), según la reacción: 

𝐻2𝑂2 + 2𝐺𝑆𝐻 → 𝐺𝑆𝑆𝐺 + 2𝐻2𝑂 

Por otro lado, también existen moléculas que funcionan como antioxidantes 

no enzimáticos como el glutatión, las vitaminas y los metabol itos secundarios 

como los compuestos fenólicos (Halliwell y Gutteridge, 2015), los cuales 

tienen un gran potencial para tratar diversas afecciones, como la embriopatía 

diabética (Venereo, 2002; Halliwell y Gutteridge, 2015). 

El glutatión es un tripéptido que funciona como antioxidante y radioprotector, 

además de que es cofactor de algunas enzimas como la glutatión S-

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

Entre los compuestos fenólicos se encuentra el verbascósido, 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 Verbascósido 

Buddleja cordata es un árbol originario de México, conocido vulgarmente 

como “tepozán”, 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 

fenólicos como flavonas, fenilpropanoides y feniletanoides, entre los cuales 

una cantidad considerable es verbascósido (Martínez-Vázquez et al., 1996; 

Ávila et al., 1999; Acevedo et al., 2000). 

El verbascósido o acteósido es un compuesto fenólico, conformado 

estructuralmente por un disacárido de L ramnosa y β-(D)-glucosa, al que se 

encuentran unidas una molécula de ácido caféico y una de hidroxitirosol, que 

ha sido ampliamente estudiado por su efecto analgésico, antipirético 

(Martínez-Vázquez et al., 1996), antioxidante (Korkina, 2007; Zhou y Sadik, 

2008; Lenoir et al., 2011; Mestre-Alfaro et al., 2011), bactericida (Ávila et al., 

1999), neuroprotector (Alipieva et al., 2014), anticancerígeno (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-

González et al., 2016). 

De igual manera, se ha demostrado que protege a las blástulas y ovocitos de 

oveja contra los daños causados por estrés oxidativo (Martino et al., 2016). 

En nuestro laboratorio, se reportó que la administración in vivo del extracto 

metanólico de B. cordata revierte la frecuencia y severidad de 

malformaciones en embriones de rata (López, 2017). 

La identificación, caracterización y cuantificación del verbascósido, presente 

en diferentes plantas, se ha realizado mediante distintos métodos, entre los 

cuales se encuentran la espectrofotometría diferencial, la cromatografía en 

capa fina, la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) de fase inversa, 

la resonancia magnética nuclear (NMR) y la espectrometría de masas 

acoplada a cromatografía líquida (LC-MS) (Sticher y Salama 1981a,b, 1983; 

Matlawska et al., 1985, 1988; Blazics et al., 2008; Adedappo et al., 2009; 

Ávila et al., 2014; Espinosa-González 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 la 

organogénesis (New, 1978). Este método se ha convertido en el mejor 

modelo para estudiar el efecto de la hiperglucemia, de otros posibles 

teratógenos, y de moléculas con probable papel protector sobre el desarrollo 

embrionario; así como los mecanismos por los cuales los agentes 

teratogénicos o antiteratógenos (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 

manipulación del desarrollo (Ellington, 1987). 

 

3. ANTECEDENTES 

Los primeros estudios sobre embriopatía diabética en modelos animales 

indicaron que la adición de glucosa al medio de cultivo, aumenta la frecuencia 

en el retraso del crecimiento, en embriones de rata de 9.5 días 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 días de gestación, en el que 

encontraron un aumento en los niveles de malondialdehido (MDA, indicador 

de lipoperoxidación) y glutatión (GSH), así como en la actividad de glutatión 

peroxidasas y glutatión S-transferasas. Por el contrario, indicaron una 

disminución 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 reportó que el saco vitelino fue 

más pequeño 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; además, los embriones 

malformados presentan menos arcos branquiales o tienen retraso en el 

desarrollo, con respecto al control. Tomando como referencia el parámetro de 

score morfológico propuesto por Klug et al. (1985), todos los embriones 

malformados obtuvieron un puntaje de 28 en promedio, en comparación 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 encontró una disminución 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 adición de 

superóxido 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 embriopatía diabética. Fernández et al. (2012) 

evaluaron el efecto de 150 mg/kg/día de vitamina E sobre ratas preñadas con 

diabetes inducida con estreptozotocina, e indicaron que en embriones de día 

11.5 de gestación se redujo la frecuencia y severidad de malformaciones, así 

como la lipoperoxidación; en cambio la concentración de proteínas y DNA no 

aumentó en los embriones de ratas diabéticas con respecto a los embriones 

control. 

Cederberg et al. (2001) administraron una dieta suplementada con una 

combinación de 0.5% + 1%, ó 2% + 4% de vitamina E + vitamina C, 

respectivamente, en ratas preñadas con diabetes previamente inducida con 

estreptozotocina y reportaron que la dosis mayor fue la más efectiva para 

reducir la cantidad de dismorfogénesis, y a más baja para disminuir la 

concentración de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico. 
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Cederberg y Eriksson (2005), mediante la administración de una dieta 

suplementada con 2, 5, 10 o 15% de vitamina E o 4, 10 o 15% de vitamina C 

a ratas preñadas, con diabetes previamente inducida con estreptozotocina, 

encontraron que el tratamiento con las dosis más altas dichas vitaminas 

disminuye la frecuencia de las malformaciones fetales y reduce la 

lipoperoxidación membranal. 

La sobreexpresión de SOD 1 en embriones de ratón transgénico de día 8.5 de 

gestación, incrementa la actividad de esta enzima, y también aumenta la 

peroxidación lipídica, 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 μM, espermidina 25 

μM, putrescina 25 μM y L-arginina 10 mM, a pesar de que presentan un 

efecto embrioprotector, pero que hay un aumento en la acumulación MDA. No 

obstante, no se detectó actividad de la enzima catalasa, con tres diferentes 

métodos reportados por otros autores. 

En un estudio in vivo, se administró 0.5 mmol/kg/día de GSH a ratas 

diabéticas preñadas y se encontró que existe una reducción de la presencia 

de ER, así como en la GPx (Sakamaki et al., 1999). 

Trocino et al. (1995) establecieron que GSH protege contra el estrés 

oxidativo, además de que la disminución del sistema antioxidante 

dependiente de GSH es un factor importante en la aparición de embriopatía 

diabética en un modelo in vitro. 

Etemad et al. (2016) determinaron que la administración intraperitoneal de 1 

g/kg/día de verbascósido no induce toxicidad en ratonas madre ni 

teratogénesis en fetos. 

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

porcinos inmaduros cultivados in vitro, y se encontró que este compuesto 
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mejora la competencia embrionaria partenogenética temprana (Kim et al., 

2016), así como la optimización del desarrollo embrionario, mediante la 

reducción de las especies reactivas de oxígeno y la lipoperoxidación en 

ovocitos inmaduros de oveja cultivados in vitro con la adición de verbascósido 

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

Los estudios in vivo e in vitro han mostrado una reducción 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), así como el 

efecto embrioprotector registrado cuando se da un incremento de estas 

enzimas (Hagay et al., 1995). 

En nuestro laboratorio, recientemente, se reportó la reversión de las 

malformaciones producidas por diabetes mellitus in vivo, por administración 

de extracto metanólico de B. cordata en embriones de rata, en la dosis de 100 

mg/kg (López, 2017), por lo cual es importante evaluar la actividad de este 

compuesto en un modelo de embriopatía 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 estimó que existían 30 millones de personas con diabetes; para 1995 esta 

cifra ascendió a 135 millones, y para el año 2025 se calcula será de 300 

millones aproximadamente. De acuerdo con la Secretaría de Salud, la 

prevalencia en México para el año 2000 fue de 10.9% (Página web de la 

SSA), es decir, aproximadamente 11 millones de habitantes. Este 

padecimiento es uno de los más frecuentes en todo el mundo, de manera que 

el número de mujeres embarazadas con diabetes franca previa, ya sea de 

tipo 1 ó 2, también ha aumentado, tanto en países de primer mundo como en 

países en vías 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 país, aunque la Guía de 

Práctica Clínica, Diagnóstico y Tratamiento de la Diabetes en el Embarazo 

(2009) publicada por la Secretaría de Salud, reconoce que la diabetes 

mellitus pregestacional es un factor de aparición de malformaciones 

neonatales, y propone como una de las metas reducir la aparición de dichas 

malformaciones, pero no aporta datos acerca de la incidencia de neonatos 

con malformaciones congénitas en nuestro país, a causa de la embriopatía 

diabética, por lo que es necesario plantear nuevas alternativas para esta 

condición. 

 

5 PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Cuál es el efecto del extracto enriquecido en verbascósido de B. cordata en 

el desarrollo de embriones de rata cultivados en presencia de altas 

concentraciones de glucosa? 
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6 HIPÓTESIS 

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 

verbascósido 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 

fracción enriquecida en verbascósido de B. cordata en el desarrollo de 

embriones de rata cultivados en presencia de altas concentraciones de 

glucosa. 

Los objetivos particulares fueron: 

●Describir los cambios morfológicos e histológicos en embriones de rata 

incubados con altas concentraciones de glucosa y extracto enriquecido en 

verbascósido. 

●Determinar la actividad de las principales enzimas antioxidantes en 

embriones de rata incubados en medio con elevada glucosa y extracto 

enriquecido en verbascósido. 

●Establecer el nivel de peroxidación lipídica en embriones de rata 

incubados en medio con elevada glucosa y extracto enriquecido en 

verbascósido. 

 

  



22 
 

8 MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 Separación del extracto metanólico de B. cordata por cromatografía 

en columna 

El extracto metanólico de B. cordata fue proporcionado por la Dra. Ana María 

García Bores, del Laboratorio de Fitoquímica de la UBIPRO de la FES 

Iztacala. Se tomaron 26.29 g del extracto y se sometieron a una 

cromatografía de columna, con una fase estacionaria de silica gel (Silica Gel 

for thin layer chromatography binder: CaSO4:½ H2O Macherey-Nagel GmbH & 

Co.KG, Alemania), en una fase móvil de diclorometano-metanol, con un 

aumento de la proporción de metanol 100:0, 95:5, 90:10, 85:15 y 80:20. Se 

tomaron alícuotas de 200 mL, las cuales se evaporaron hasta obtener una 

pasta amorfa; posteriormente, para agruparlas en fracciones, se realizaron 

cromatografías en placa fina de cada alícuota, las cuales se observaron con 

luz UV (254-366 nm). Las alícuotas con verbascósido se agruparon en la 

misma fracción, a la cual se le nombró “fracción enriquecida en verbascósido 

(FEV)”. 

 

8.2 Caracterización de la fracción enriquecida en verbascósido 

HPLC/DAD. Se utilizó un cromatógrafo 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 diámetro, 

con una película de 5 μm. Las muestras se analizaron con una fase isocrática 

de eluyentes de agua:metanol:acetonitrilo (95:3:2) con 0.1% de ácido fórmico. 

El flujo inicial fue de 1.2 mL/min. La muestra se inyectó automáticamente, con 

un sistema de enfriamiento a 20°C, conectado a una bomba cuaternaria 600. 

La identificación de los picos de absorbancia se realizó con el software 

Dionex Chromeleon Chromatography Data System (ThermoFisher Scientific). 

El cromatograma y el espectro de absorción UV obtenidos se compararon con 

un patrón conocido de verbascósido. 
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Espectrometría de masas. Se utilizó 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, 

energía de colisión 35%, primera masa (m/z) 50, blanco AGC 5.0e4. Los 

gases de acarreo fueron nitrógeno y helio de ultra alta pureza. Con el 

espectro de masas obtenido, se propuso un patrón de fragmentación del 

verbascósido. 

 

8.3 Obtención y cultivo de embriones de rata 

Obtención del material biológico. 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 alimentación ad libitum (Rodent Diet 2018S, 

Harlan, México). Todos los procedimientos en animales fueorn autorizados 

por el personal del bioterio, de acuerdo a la legislación nacional (NOM-062-

ZOO-1999) e internacional. Para el apareamiento de las ratas, se colocaron a 

cohabitar a razón de dos ratas hembra vírgenes por cada rata macho sano y 

fértil durante toda la noche. En la mañana del día siguiente, se realizó un 

lavado vaginal con solución salina al 0.9%. Las muestras se observaron al 

microscopio óptico (Leica, modelo DM500) y se asignó como día cero de 

gestación a partir de la detección de espermatozoides. 

Preparación de los medios de cultivo. Se obtuvo suero de ratas sanas y se 

almacenó en congelamiento a -20°C. Posteriormente, se descongeló y se 

incubó a 56°C por 30 min (New, 1978). El medio de cultivo control se preparó 

con 4 mL de suero inactivado, 0.5 mL de una solución de antibióticos (para 

dar una concentración final de penicilina 1000 Ul/mL y estreptomicina 100 
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µg/mL) y 0.5 mL de solución salina; la glucosa en este medio es cercana a 

100 mg/dL (Chirino, 2007). Para el medio de cultivo suplementado con 

glucosa, se realizó una solución de glucosa concentrada para dar una 

concentración final de 500 mg/dL en el medio de cultivo (Chirino, 2007), y se 

preparó el medio de la siguiente manera: 4 mL de suero inactivado, 0.5 mL de 

solución de antibióticos, 0.25 mL de solución de glucosa concentrada, 0.25 

mL de solución salina y 100 µL de PBS. Para preparar los medios 

suplementados con glucosa y verbascósido, se realizó una solución 

concentrada de verbascósido con una concentración de 1 mg/mL en PBS. 

Para ensayar las distintas concentraciones, se agregaron 4 mL de suero 

inactivado, 0.5 mL de solución de antibióticos, 0.25 mL de solución de 

glucosa concentrada, 0.25 mL de solución salina y 1, 10 o 100 µg/mL de la 

solución concentrada de verbascósido. Las características de los medios se 

muestran en la Tabla 1. Posteriormente cada medio de cultivo se filtró a 

través de una membrana Millipore® de 0.22 µm de malla en condiciones de 

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

 

Tabla 1. Características de los medios de cultivo 

Medio/ 
Características 

Suero de 
rata 

Glucosa Antibióticos PBS Verbascósido 

Ctrl 

80% 

100 mg/dl 
1000 µL/mL 
penicilina + 
100 µg/mL 

estreptomicina 

- - 
Glc 

500 mg/dl 

100 µL - 
Glc+1 µg/mL FEV - 1 µg/mL 
Glc+10 µg/mL FEV - 10 µg/mL 

Glc+100 µg/mL 
FEV 

- 100 µg/mL 

Ctrl: control; Glc:glucosa; Glc + 1 µg/mL FEV: glucosa con 1 µg/mL de 

FEV; Glc + 10 µg/mL FEV: glucosa con 10 µg/mL de FEV; Glc + 100 

µg/mL FEV: glucosa con 100 µg/mL de FEV. FEV: Fracción enriquecida 

en verbascósido. 

Cultivo de embriones. En el día diez de gestación, las ratas preñadas se 

anestesiaron con éter etílico, y antes de la muerte cardiaca, se les extrajo el 
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útero a través de una incisión ventral y enseguida, se dislocaron 

cervicalmente. El útero se colocó en una caja Petri con solución salina estéril 

para ser limpiado, recuperar el embrión 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 μg/mL de FEV previamente gasificado por 3 a 5 minutos con una 

mezcla de O2:CO2:N2 (20:5:70). Los tubos se mantuvieron rotando a 30-40 

rpm a 37°C por 24 h, en un aparato construido en el taller de equipo de 

laboratorio de enseñanza de la FES Iztacala nombrado Rotocell®. Se 

incubaron al menos 15 embriones en cada condición. 

Evaluación morfométrica. Una vez transcurridas las 24 h, los embriones se 

observaron bajo microscopio estereoscópico (Leica, modelo MZ6) para 

efectuar mediciones de longitud de la cabeza, y la cefalocaudal, diámetro del 

saco vitelino y realizar una evaluación 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 características del embrión evaluadas para 

asignarle determinado puntaje, y la suma total de los puntos obtenidos por 

cada embrión conforma el score morfológico. Los embriones con alteraciones 

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

  Parámetro Puntos  Significado 
F

o
rm

a
 

Embrión 

5 Flexión completa, embrión en forma de "G" 
4 Flexión casi completa, embrión en forma de "C" 
3 Flexión incompleta, embrión en forma de "I" 
2 Flexión incompleta, embrión con "cola de ardilla" 

Cabeza 

5 Telencéfalo separado del diencéfalo por una fisura externa y bolsa mesencefálica 
4 Telencéfalo separado del diencéfalo por una fisura externa y bolsa prosencefálica 
3 Telencéfalo separado del diencéfalo por una fisura interna 
2 No hay separación entre telencéfalo y diencéfalo 

D
e
s

a
rr

o
ll

o
 

Tubo neural 

5 Completamente cerrado 
4 Neuroporo caudal abierto 
3 Neuroporos caudal y craneal abiertos 
2 Neuroporo craneal abierto 

Ojo 

6 Párpado superior presente 
5 Bolsa del cristalino presente 
4 Vesícula óptica presente 
3 Sulcus óptico presente 
2 Primordio ocular ausente 

Oído 

6 Saco endolinfático presente 
5 Receso dorsal presente 
4 Vesícula ótica presente 
3 Fosas óticas presentes 
2 Fosas ópticas ausentes 

Miembros 
anteriores 

6 Completo 
5 Primordio de extremidad (longitud más del doble de la base) 
4 Primordio de extremidad (longitud igual o mayor, pero menor que el doble de la base) 
3 Rudimento de extremidad (Longitud menor que la de la base) 
2 Ausencia de primordio 

Miembros 
posteriores 

6 Completo 
5 Primordio de extremidad (longitud más del doble de la base) 
4 Primordio de extremidad (longitud igual o mayor, pero menor que el doble de la base) 
3 Rudimento de extremidad (Longitud menor que la de la base) 
2 Ausencia de primordio 

Cola 

5 Cola alargada y se pueden reconocer los somitas de la cola 
4 Cola alargada, pero no se reconocen los somitas 
3 Primordio de la cola 
2 Ausencia de primordio de la cola 

P
re

s
e

n
c

ia
 

Sangre 

4 Circulación sanguínea reconocible 

3 Islotes sanguíneos reconocibles 

2 No hay indicación de la formación de sangre 

TOTAL 
REGISTRO 

EMBRIONARIO 
SUMA DE LOS DÍGITOS ASIGNADOS (MÁXIMO 48 PUNTOS) 

Registro morfológico de los embriones, modificado desde Klug et al. (1985), por 

Chirino (2007). 
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8.4 Técnica histológica 

Al menos a tres embriones postcultivo de cada tratamiento se les retiró el 

saco vitelino; y se fijaron con formaldehído al 4% en PBS, pH 7.4, por 24 h. A 

continuación, se deshidrataron, aclararon y embebieron, para finalmente ser 

incluidas en parafina grado histológico. Los bloques se dejaron solidificar y se 

enfriaron a -4°C por una noche. Se realizaron cortes de 5 µm de grosor en un 

micrótomo de rotación marca Leica modelo RM2125 RTS. Las secciones 

obtenidas se rehidrataron, y tiñeron con hematoxilina y eosina por la técnica 

convencional, y se montaron. Por último, las laminillas fueron observadas y 

fotografiadas al microscopio óptico (Leica, modelo DM500) con cámara digital 

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

 

8.5 Pruebas bioquímicas 

Adicionalmente, el resto de los embriones se homogenizaron individualmente 

en solución salina para cuantificar actividad enzimática y lipoperoxidación, así 

como contenido de proteínas mediante las siguientes técnicas: 

Glutatión peroxidasa (GPx). La reacción se basa en la oxidación de NADPH 

gracias al consumo de glutatión reducido, el cual igualmente se oxida. Con 

ayuda de la glutatión reductasa, se regenera el cofactor, y la reacción se 

vuelve cíclica y se amplifica. Se registra la absorbancia a 340 nm en un 

espectrofotómetro Jenway 6305, entre los minutos 2 al 4, para obtener la 

actividad enzimática en unidades internacionales de GPx (micromoles de 

NADPH utilizados por miligramo de proteína por minuto) (Paglia y Valentine, 

1967). 

Superóxido dismutasa (SOD). La reacción se basa en la reducción de ión 

superóxido y del nitroazul de tetrazolio por medio de la oxidación enzimática 

de la xantina. La adición de la enzima SOD o un extracto que la contenga 

disminuye la reducción del superóxido y del nitroazul de tetrazolio, lo que se 

refleja en una disminución 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 y 

Fridovich, 1971). 

Glutatión S-transferasa (GST). La reacción se basa en la aparición de 

conjugado glutatión-dinitroclorobenceno (DNCB) por minuto, que se lee a 340 

nm en un espectrofotómetro Jenway 6305 al inicio y minutos 1 y 2, para 

obtener las unidades internacionales de GST por miligramo de proteína 

(Tsuchida, 1999). 

Sustancias Reactivas al Ácido Tiobarbitúrico (TBARS). La reacción se da a 

partir de la producción de malonaldehído a causa de la peroxidación lipídica. 

El MDA que reacciona con el ácido tiobarbitúrico forma un complejo que 

absorbe luz con un pico a 532 nm y se leyó en el lector de placas de ELISA 

marca Tecan, modelo Sunrise, y se reporta como mg/g de proteína (Ohkawa 

et al., 1979). 

Las actividades enzimáticas y la cantidad de MDA en el tejido se reportaron 

en relación con la concentración de proteínas, evaluada mediante el método 

de Lowry et al. (1951). 

 

8.6 Análisis estadístico 

Los parámetros morfológicos de los embriones (longitud de la cabeza, 

longitud cefalocaudal, diámetro del saco vitelino y número de somitas), así 

como el score morfológico, se analizaron mediante una prueba de ANOVA en 

rangos (Kruskall-Wallis). Los datos de la actividad enzimática 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 Separación del extracto metanólico de B. cordata por cromatografía 

en columna 

A partir del extracto metanólico de B. cordata, se obtuvieron 92 alícuotas por 

cromatografía de columna, las cuales se analizaron por cromatografías de 

capa fina, posteriormente, se compararon con un patrón conocido de 

verbascósido y las alícuotas con un patrón cromatográfico similar se 

agruparon en un total de ocho fracciones distintas. La fracción número seis 

contuvo la mayor cantidad de verbascósido y se le nombró como fracción 

enriquecida en verbascósido (FEV). 

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

g de fracción enriquecida en verbascósido. 

 

9.2 Caracterización de la FEV 

HPLC/DAD. Con el fin de corroborar la presencia de verbascósido en la FEV, 

ésta se analizó por medio de HPLC y se encontraron tres picos principales. El 

mayor de los cuales coincide con el cromatograma del patrón conocido de 

verbascósido, con 3.65 mUAbs (Figura 2). 

El espectro de absorción UV de FEV presentó dos picos de absorbancia 

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

Para la cuantificación del verbascósido, se realizó una curva de calibración a 

partir del patrón conocido de verbascósido puro y la interpolación del valor 

obtenido para la muestra de FEV, el cual fue de 14.65 μg/mg de FEV (Figura 

4). 
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 Figura 4. Curva de calibración HPLC-MS, donde la FEV tiene 14.65 

µg/mg de verbascósido. 

 

Espectrometría de masas. En la Figura 5 se observa el patrón de 

fragmentación de la molécula de verbascósido 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 

procedió a realizar el cultivo de embriones con los tratamientos, con lo cual se 

obtuvo la siguiente información. 

Las fotografías de los embriones sin el saco vitelino se muestran en la Figura 

6 (A-F). En A se muestra la morfología normal de un embrión de rata de 10 

días de gestación cultivado por 24 h; destacan el tubo neural cerrado, las 

cavidades cardiacas y los arcos branquiales. En B se observa un embrión de 

BARBASCOSIDO
Y = 255578+68104*X   R^2 = 0.9582   W: Equal

0 5 10 15 20 25 30 35 40
ug

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

3000000
A

re
a



33 
 

día 11 de edad gestacional; destaca la fisura entre el mesencéfalo y el 

rombencéfalo, así como una buena circulación sanguínea y que los somitas 

se reconocen fácilmente. En C se observa un embrión cultivado con altas 

concentraciones de glucosa. Es evidente el retraso en el desarrollo, indicado 

sobre todo por la degeneración del tejido, así como la posición dorsal del 

corazón, además de la apertura del tubo neural craneal. En D se muestra un 

embrión cultivado en Glc y Glc + 1 µg/mL de FEV. En E se observa un 

embrión cultivado con Glc y Glc + 10 µg/mL de FEV, la vista lateral indica una 

fisura entre el mesencéfalo y el rombencéfalo, al igual que en el tratamiento 

de Glc + 100 µg/mL de FEV (F). 

 

 

Figura 5. Patrón de fragmentación del verbascósido. 
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Figura 6. Embriones de 10 días de edad gestacional cultivado por 24 h. A: 

Control; B: Control externo (día 11 de gestación); C: Glucosa, D: Glucosa + 1 

µg/mL de FEV; E: Glucosa + 10 µg/mL de FEV; F: Glucosa + 100 µg/mL de 

FEV. Vista lateral. 1: corazón; 2: arcos branquiales; 3: vesícula óptica; 4: 

prosencéfalo; 5: mesencéfalo; 6: rombencéfalo; 7: vesícula ótica; 8: somitas.  
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9.4 Morfología e histología de los embriones postcultivo 

En la Figura 7 (A-C) se presentan los cortes histológicos sagitales de los 

embriones. En A se muestra un embrión, de día 10 de gestación cultivado por 

24 h en medio control. Se distingue la vesícula óptica, corazón tricavitario, 

dos arcos branquiales completos y el primordio de un tercero, así como el 

neuroporo posterior cerrado. En B se muestra un embrión de día 11 de 

gestación. Se observa la vesícula óptica, el corazón tricavitario, el 

mesodermo diferenciado en somitas. En C se muestra un embrión de día 10 

de gestación cultivado por 24 h en medio suplementado con glucosa. En este 

caso, las malformaciones son muy evidentes: los neuroporos craneal y caudal 

se están abiertos y se observa una alteración severa en el tejido cardiaco, 

que se encuentra en posición dorsal, además que todo el tejido embrionario 

se observa degenerado. 

En D se muestra un embrión cultivado en medio suplementado con glucosa y 

1 µg/mL de FEV, se observa una apertura en el neuroporo caudal, las 

vesículas óptica y ótica están bien definidas y se distinguen al menos dos 

arcos branquiales, así como el corazón tricavitario. En E se muestra un 

embrión cultivado en medio suplementado con glucosa y 10 µg/mL de FEV, 

en el cual se puede observar el corazón tricavitario, así como las vesículas 

óptica y ótica. En F se muestra un embrión cultivado en medio suplementado 

con glucosa y 100 µg/mL de FEV. Se observa que los neuroporos craneal y 

caudal están cerrados y las vesículas óptica y ótica están definidas. Se 

observan dos arcos branquiales y el corazón tricavitario. 

Con respecto a los parámetros morfológicos medidos, el diámetro del saco 

vitelino fue mayor en el grupo control. En el tratamiento de Glc + 100 µg/ml de 

FEV, el diámetro fue mayor al del grupo tratado únicamente con glucosa, 

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

24 h. A: Control; B: Control externo (día 11 de gestación); C: Glucosa, D: 

Glucosa + 1 µg /mL de FEV; E: Glucosa + 10 µg /mL de FEV; F: Glucosa 

+ 100 µg /mL de FEV. Tinción H-E 40X. 

A B 

C D 

E F 
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Figura 8 Diámetro del saco vitelino de embriones cultivados en medio 

control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa más 1 µg/mL de FEV (Glc + 1 

µg/mL), glucosa más 10 µg/mL de FEV (Glc + 10 µg/mL) y glucosa más 

100 µg/Ml de FEV (Glc + 100 µg/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 adición de 

glucosa, sin embargo, el tratamiento de Glc + 10 µg/ml presentó 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 número de somitas en el tratamiento con adición de glucosa y 100 µg/mL 

de FEV presentó diferencias significativas en cuanto al grupo tratado con 

glucosa, siendo similar al grupo control. Los tratamientos en los que se les 

agregó 1 y 10 µg/mL de FEV también presentaron un mayor número de 

somitas que el tratamiento con glucosa (Figura 11). 

En cuanto al score morfológico, 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 más 1 µg/mL (Glc +1 µg/mL) de FEV, 

glucosa más 10 µg/mL de FEV (Glc + 10 µg/mL) y glucosa más 100 

µg/mL de FEV (Glc + 100 µg/mL). Promedio ± D.E. de 25 embriones. 

 

 

Figura 10. Longitud de la cabeza de embriones cultivados en medio 

control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa más 1 µg/mL de FEV (Glc +1 

µg/mL), glucosa más 10 µg/mL de FEV (Glc + 10 µg/mL) y glucosa más 

100 µg/mL de FEV (Glc +100 µg/mL). Promedio ± D.E. de 25 embriones. 
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Figura 11. Número de somitas de embriones cultivados en medio control 

(Ctrl), glucosa (Glc), glucosa más 1 µg/mL de FEV (Glc +1 µg/mL), 

glucosa más 10 µg/mL de FEV (Glc + 10 µg/mL) y glucosa más 100 

µg/mL de FEV (Glc +100 µg/mL). Promedio ± D.E. de 25 embriones. 
aP<0.01 con respecto a los embriones control, bP<0.01 con respecto a los 

embriones cultivados con altas concentraciones de glucosa. 

 

Para comparar la proporción de embriones con malformaciones y sin 

malformaciones, se calculó el porcentaje de estos por cada tratamiento, y se 

observó que hubo más embriones malformados cultivados en medio con alta 

glucosa que en los cultivados en el medio control, con los valores del grupo 

Glc + 1 µg/mL de FEV más parecidos a los obtenidos en embriones cultivados 

en glucosa. En los embriones cultivados en medio con Glc + 100 µg/mL de 

FEV se presentó una tasa menor de malformaciones que en los anteriormente 

mencionados, sin embargo, solamente descendió hasta el 50% (Tabla 3).  
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Figura 12. Score morfológico de embriones cultivados en medio control 

(Ctrl), glucosa (Glc), glucosa más 1 µg/mL (Glc + 1 µg/mL) de FEV, 

glucosa más 10 µg/mL de FEV (Glc + 10 µg/mL) y glucosa más 100 

µg/mL de FEV (Glc + 100 µg/mL). Promedio ± D.E. de 25 embriones. 
aP<0.01 con respecto a los embriones control, bP<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 

anomalía morfológica marcada. 

Tratamiento Malformados(%) 
No 

malformados(%) 
Ctrl 29.16 70.83 
Glc 73.91 26.08 

Glc+1 µg/mL FEV 64 36 
Glc+10 µg/mL FEV 56 44 

Glc+100 µg/mL FEV 50 50 
 

9.5 Pruebas bioquímicas 

En cuanto a las determinaciones bioquímicas, podemos observar que la 

actividad enzimática de la glutatión S-transferasa presenta una menor 

actividad en los embriones tratados con FEV en sus tres concentraciones, en 
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relación 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). 

 

 

Figura 13. Actividad enzimática de GST de embriones cultivados en 

medio control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa más 1 µg/mL (Glc +1 µg/mL), 

glucosa más 10 µg/mL (Glc + 10 µg/mL) y glucosa más 100 µg/mL (Glc + 

100 µg/mL) de extracto rico en verbascósido. 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 encontró una diferencia 

significativa entre los tratamientos (Figura 14). 

La actividad de la enzima SOD no presentó diferencia entre el grupo control y 

el tratado con glucosa, sin embargo, el tratamiento con glucosa y 10 µg/mL de 

FEV mostró un aumento (Figura 15). 
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Figura 14. Actividad enzimática de GPx de embriones cultivados en 

medio control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa más 1 µg/mL de FEV (Glc + 1 

µg/mL), glucosa más 10 µg/mL de FEV (Glc + 10 µg/mL) y glucosa más 

100 µg/Ml de FEV (Glc + 100 µg/mL). Promedio ± D.E. de 20 embriones. 

 

 

Figura 15. Actividad enzimática de SOD en embriones cultivados en 

medio control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa más 1 µg/mL (Glc + 1 µg/mL) 

de FEV, glucosa más 10 µg/mL de FEV (Glc + 10 µg/mL) y glucosa más 

100 µg/mL de FEV (Glc + 100 µg/mL). Promedio ± D.E. de 20 embriones. 
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Las TBARS en embriones tratados con verbascósido en cualquiera de sus 

concentraciones sufrieron una drástica disminución con respecto al control y 

fueron menores a los tratados únicamente con glucosa. Además, se encontró 

diferencia significativa entre los tratamientos (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Concentración de TBARS en embriones cultivados en medio 

control (Ctrl), glucosa (Glc), glucosa más 1 µg/mL (Glc + 1 µg/mL) de 

FEV, glucosa más 10 µg/mL de FEV (Glc + 10 µg/mL) y glucosa más 100 

µg/mL de FEV (Glc + 100 µg/mL). Promedio ± D.E. de 20 embriones. 
aP<0.01 con respecto a los embriones control. 
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10 DISCUSIÓN 

10.1 Propiedades fisicoquímicas del verbascósido. 

Por medio del LC-ESI-MS, se identificó el verbascósido gracias a su 

absorbancia en la región de 250 a 350 nm, como previamente lo reportaron 

Ávila-Acevedo et al. (2014). 

El espectro de absorción UV de la FEV mostró dos picos máximos de 

absorción a λmáx= 328 nm y 236 nm, valores similares a los obtenidos para 

un extracto metanólico de B. cordata (λmáx= 291 y 332 nm) (Espinosa-

González et al., 2016), para otro extracto de B. cordata (λmáx= 291 y 334 nm) 

(Ávila-Acevedo et al., 2014), para un extracto de Clerodendrum petasites y 

extracto metanólico de Verbena officinalis (λmáx= 330 nm) (Schönbichler et 

al., 2013; Thitilertdecha et al., 2014), es el característico de la molécula de 

verbascósido e idéntico al indicado en la literatura (Cardinalli et al., 2011; 

Ávila-Acevedo et al., 2014; Ogbole et al., 2017), por lo cual se pudo 

comprobar la presencia y pureza del verbascósido en la FEV. 

A diferencia de lo realizado por otros autores, en este trabajo se utilizó una 

mezcla de diclorometano:metanol en concentraciones desde 10:0 hasta 8:2 

en la cromatografía de columna, por lo que el rendimiento de verbascósido 

encontrado en la fracción difiere de lo reportado por Espinosa-González et 

al. (2016) en un 60% aproximadamente; sin embargo, la concentración 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 verbascósido es un compuesto fenólico con varias estructuras principales 

provenientes de distintas rutas de biosíntesis. Tiene como base dos 

monosacáridos, L-ramnosa y β-glucosa, éste último 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 ácido caféico, proveniente de la fenilalanina. Ambos son glicosilados 

después de que su precursor (ácido cumárico o tirosol) se reduce para 

formar un alcohol (Saimaru y Orihara, 2010). 

En la Figura 5 se propone un patrón de fragmentación del verbascósido, 

planteado a partir del espectro de masas obtenido y relacionado con las 

características de las moléculas antes mencionadas y los enlaces que 

forman entre sí. El ion molecular del verbascósido (624 m/z) no fue 

detectado, sin embargo, el pico de 447.06667 m/z [M-H-H2O-H] podría 

indicar la ruptura del enlace glucosídico entre el ácido cafeico (159.1333 

m/z) [ácido caféico-H2O-H] y β-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 

desprenderían las moléculas de hidroxitirosol (171.0667 m/z) [hidroxitirosol -

H-H2O-H] y ambos monosacáridos (343.0667 m/z) [glucosa-ramnosa-

propanoide] con una aglicona de etanol o propanol [etanol-H2O] (73 m/z). El 

enlace glucosídico, a su vez se rompería y dejaría los fragmentos de β-

glucosa (175.0333 m/z) [M-H] y ramnosa (147.1000 m/z) [ramnosa-H2O]. 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), Schönbichler et al. (2013), Attia et al. (2018), se 

encontró que la molécula de verbascósido sería separada en sus distintos 

monómeros. 

 

10.2 Efecto del verbascósido en la embriopatía diabética.  

A causa de la diabetes mellitus, existe una producción excesiva de ER, 

debido a los productos finales de la glicación 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 sobreproducción de radicales libres, 
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derivado de la condición diabética. Esto fue comprobado también al 

determinar la concentración de MDA (Figura 16). 

Como lo mencionan diversos autores, es probable que este estado de estrés 

oxidativo genere los daños 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 

embriotóxicos, embrioprotectores, y teratogénicos, y que permite el control 

de un mayor número 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 parámetros morfológicos como número de somitas y score, se 

observó cierta tendencia del grupo con adición de glucosa + 100 µg/mL a 

ser similar a los datos obtenidos en el grupo control. La tendencia consistió 

en un incremento de los parámetros proporcional al aumento en la 

concentración de la FEV. Esta tendencia difiere con lo indicado por Martino 

et al. (2016), en donde se reportó un efecto embrioprotector del 

verbascósido puro a una concentración de 1 nM sobre blástulas de oveja, 

sin actividad a mayores concentraciones. En el mismo estudio, a 

concentraciones de 10 nM se presentó un efecto protector contra el estrés 

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

En cuanto a las pruebas bioquímicas 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 día 11 de gestación, se ha demostrado que existe un aumento en 

el metabolismo de la glucosa, gracias a la aparición de la circulación por 

medio del saco vitelino (Akazawa et al., 1994). Cuando se exponen los 

embriones de rata a concentraciones altas de glucosa, se incrementa la 

producción de anión superóxido a través de la inducción de la fosforilación 

oxidativa (Chance y Hess, 1959, Conway et al., 1997, Yang et al., 1997). 

Los radicales superóxido son reducidos por la SOD en peróxido de 

hidrógeno, 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 comprobó el mismo comportamiento de la 

enzima, al no demostrarse diferencias significativas entre los tratamientos 

con glucosa o glucosa con verbascósido. Se ha demostrado que la 

expresión de SOD en mayor proporción en presencia de hiperglicemia e 

hiperoxia, comparado con la presencia de hiperglicemia únicamente (Ornoy 

et al., 2011), por lo que posiblemente el grupo que mayor estrés oxidativo 

tuvo fue el cultivado con glucosa y adicionado con 10 µg/mL de 

verbascósido. 

Una vez reducido el superóxido a peróxido de hidrógeno, éste se transforma 

en agua por acción 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 día 10 de gestación es ínfima e indetectable 

(Ishibashi et al., 1997, Chirino-Galindo et al., 2012), por lo que se optó por 

no realizar esa prueba. En cuanto a la actividad enzimática 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 acción de la glucosa ni los 

tratamientos con poliaminas. 

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

presentó diferencias significativas, aunque sí se observó una disminución en 
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los grupos tratados con glucosa y verbascósido con respecto al grupo 

tratado únicamente con glucosa. 

En un estudio in vivo, se demostró que el extracto de verbascósido en 

concentraciones de 50 y 100 mg/kg, previene las alteraciones morfológicas 

causadas por diabetes inducida por STZ (López, 2017), lo que podría indicar 

que el sistema feto-placentario y el metabolismo fetal de la glucosa son los 

responsables de que la actividad antioxidante del verbascósido se refleje en 

la disminución en la incidencia de malformaciones. 

Se encontró una ligera tendencia del grupo cultivado en presencia de 

glucosa y 100 µg/mL de verbascósido a mejorar la actividad de las enzimas 

antioxidantes y de igual manera, la presencia de MDA disminuyó 

drásticamente con la adición de verbascósido, por lo que se constata el 

efecto antioxidante del verbascósido sobre embriones cultivados en 

presencia de una concentración de glucosa en exceso. 
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11 CONCLUSIONES 

1. Se obtuvieron 16.56 g de una fracción enriquecida en verbascósido a partir 

del extracto metanólico de B. cordata y se comprobó su autenticidad por 

HPLC acoplado a espectrometría de masas. 

 

2. La mayoría de los embriones cultivados en medio con altas 

concentraciones de glucosa presentó malformaciones, así como retraso en 

el desarrollo. 

 

3. La FEV presenta un efecto embrioprotector significativo en embriones de 

día 10 de gestación cultivados por 24 h en altas concentraciones de 

glucosa en sólo dos de los parámetros morfológicos evaluados. 

 

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

glucosa. 

 

5. La peroxidación lipídica es mayor en embriones del grupo control que en 

embriones cultivados con glucosa o con glucosa y verbascósido, y este 

último presenta menores niveles de MDA. 
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