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RESUMEN

Objetivos. Evaluar la capacidad antihiperglucémica y antiteratogénica del resveratrol en ratas inducidas a diabetes por
estreptozotocina. Materiales y métodos. Estudio de tipo experimental. Se tuvieron tres grupos, de cinco ratas Wistar
prefiadas cada uno, dos de los cuales fueron tratados el cuarto dia de gestacién con una dosis de estreptozotocina de
50 mg/kg, disuelta en tampdn de citratos, y el otro fue considerado como control, y solo se le administré el tampén de
citratos. A uno de los grupos inducidos con estreptozotocina se le administrd resveratrol a dosis de 100 mg/kg durante
los dias 8 al 12 de gestacion, cuando sucede la neurulacion. Los fetos se obtuvieron el dia 19 de gestacion y se les
realizd un analisis morfolégico, y en el higado fetal se determind la actividad de las enzimas depuradoras de especies
reactivas catalasa, superdxido dismutasa y glutation peroxidasa. Resultados. La administracion de resveratrol (DM+R)
revierte los parametros a valores similares a los del grupo control. Las actividades de catalasa y de glutation peroxidasa,
se vieron incrementadas en el grupo tratado con resveratrol con respecto al grupo diabético, en cuanto a la frecuencia
de malformaciones en el grupo control y en el grupo tratado con resveratrol no presentaron malformaciones, mientras
que en las ratas con diabetes inducida, se encontré una elevada frecuencia de malformaciones. Conclusiones. El
resveratrol muestra propiedades antiteratogénicas a través de la disminucion del estrés oxidativo que se presenta a
causa de la hiperglucemia materna.
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ANTITERATOGENIC CAPACITY OF RESVERATROL IN
STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETES IN RATS

ABSTRACT

Objectives. To evaluate the anti-hyperglycemic and anti-teratogenic capacity of resveratrol in streptozotocin-induced
diabetic rats. Material and methods. Experimental study. There were three groups, of five rats each; two groups were
treated with a single dose of 50 mg/Kg of streptozotocin (STZ), in citrate buffer, at the 4th day of gestation, and the third
group was considered the control, and were administered with citrate buffer only. One of the two STZ induced groups
was administered with 100 mg/Kg resveratrol the days 8th to 12th, when neurulation occurs. Fetuses were obtained the
19th gestational day, and were subjected to morphologic analysis; and in fetal liver the activities of scavenging enzymes
catalase, superoxide dismutase and gluthathione peroxidase were measured. Results. Resveratrol can decrease
the teratogenic effect of STZ-induced diabetes, and scavenging activities were beneficed by the administration of this
antioxidant. Conclusion. Resveratrol shown embryoprotective properties mediated by amelioration of oxidative stress
produced by maternal hyperglycemia.

Key words: Teratogenesis; Congenital abnormalities; Antioxidants (source: MeSH NLM).

[NTRODUCCI()N caracteristica del estado diabético se ha descrito

como el principal teratégeno, mediante un mecanismo
La diabetes mellitus (DM) es una causa importante que involucra aumento del estrés oxidativo ), el cual
de defectos del desarrollo, cuya severidad depende se define como el desequilibrio bioquimico propiciado
del grado de descontrol metabolico. La hiperglucemia por la produccion excesiva de especies reactivas de
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oxigeno (ERO) y/o por disminucion de la actividad de
enzimas antioxidantes.

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

En apoyo a la idea de que el mecanismo mediante el
cual la hiperglucemia es el principal teratégeno y los
ERO son sus mediadores, se ha logrado prevenir o
reducirlafrecuenciay severidad de las malformaciones
producidas por diabetes experimental mediante la
administracion in vivo de diferentes antioxidantes,
tales como vitamina C y/o E, alfa-tocoferol, acido
lipoico, butil-hidroxitolueno, resveratrol, N-acetil
cisteina, entre otros 7). También se ha demostrado
que las poliaminas putrescina, espermina y
espermidina administradas a partir del dia cinco de
gestacion, pueden prevenir las reabsorciones y los
efectos embriotoxicos causados por diabetes mellitus
inducida por aloxana ®.

El resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno), es un
compuesto fendlico producido por algunas plantas
espermatofitas, es particularmente abundante en las
uvas, donde se produce en respuesta a condiciones
de estrés ambiental ©. Este compuesto tiene la
caracteristica de contener en su estructura dos grupos
bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas, lo
que le confiere una alta capacidad antioxidante de
origen vegetal (9. Recientemente, se demostré que la
administracion de resveratrol a ratas prefiadas puede
revertir los efectos teratogénicos causados por etanol ",
o por 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina ©®.

El objetivo del presente estudio es demostrar que
el resveratrol, por su capacidad antioxidante, pueda

revertir los efectos teratogénicos de la DM en un modelo
animal.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Se utilizaron 15 ratas sanas, hembras, de la cepa Wistar,

de 250-270 g de peso, de 10-12 semanas de edad,
que fueron apareadas con machos sanos de la misma
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cepa por el método de trio, y se consideré como tiempo
cero la media noche anterior al dia en que se detecto
presencia de espermatozoides en el lavado vaginal. Las
ratas gestantes fueron asignadas al azar a tres grupos
de cinco individuos cada uno. A dos grupos se les indujo
diabetes por medio de una inyeccion intraperitoneal de
50 mg/kg de estreptozotocina (STZ) en 100-200 yL de
tampoén de citratos 100 mM pH 4,5. Posteriormente,
a uno de estos se le administro resveratrol (DM+R)
emulsificado en agua potable, en dosis de 100 mg/
kg de peso corporal ®; por via oral, los dias 8 a 12 de
gestacion. El tercer grupo fue considerado el control y el
dia 4 recibié un volumen similar del tampodn de citratos;
tanto este grupo como el grupo diabético sin resveratrol
recibieron los dias 8 a 12, agua potable mediante
canulacion.

DETERMINACIONES BIOQUIMICO CLINICAS

El dia 19 de gestacion, las ratas fueron sacrificadas por
sobredosis de anestesia, y se recupero la mayor cantidad
posible de sangre para obtener el suero y asi determinar
la glucosa por el método de Trinder, los triglicéridos
por el método de Soloni, el colesterol por el método
de Liebermann-Burchard, y los lipidos totales con el
reactivo de vainillina; se emplearon kits comerciales
obtenidos de proveedores locales. Adicionalmente,
se realizé una laparotomia, y se obtuvieron los uteros
sobre hielo.

DETERMINACIONES FETALES Y BIOQUIMICAS

Los uteros se abrieron sobre hielo con ayuda de tijeras
de oftalmologia, y se registré el nUmero de fetos viables
y reabsorbidos de cada camada; dos terceras partes
de los fetos se fijaron por dos dias en fluido de Bouin
para someterlos, posteriormente, a la técnica de Wilson
modificada (2, y el resto se fijo en formalina al 10% para
anadlisis de hueso y cartilago (®. A partir de los datos
crudos, se calculé el porcentaje de reabsorcion y de
malformaciones por camada.

Antes de fijar los fetos, se les extrajo el higado para
homogeneizarlo sobre hielo en soluciéon salina, y
en los extractos crudos se evaluaron las actividades
de catalasa (' (CAT), glutation peroxidasa (GPx) (¥
y superdxido dismutasa (SOD) (®. Las actividades
enzimaticas fueron referidas por la cantidad de proteinas
evaluadas por el método de Lowry en el homogenado
hepatico.

REACTIVOS
El resveratrol fue donado por la Dra. Ana Maria Garcia

Bores, del Laboratorio de Fitoquimica de la Unidad de
Biologia, Tecnologia y Prototipos de la FES Iztacala.
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Todos los demas reactivos se consiguieron de marcas
comerciales, grado reactivo, con proveedores locales.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de las pruebas bioquimicas y los parametros
fetales (peso, talla) se analizaron mediante ANOVA
simple seguida de prueba de Tukey, cuando fue
necesario. Para los datos de tamafo de camada y
frecuencia de malformaciones, se utiliz6 ANOVA en
rangos de Kruskall Wallis. Las pruebas se realizaron en
el paquete estadistico SAS 10,0 para Windows.

CONSIDERACIONES ETICAS

El mantenimiento y cuidado de los animales se llevo a
cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
Los animales fueron sacrificados de acuerdo con los
lineamientos y principios basicos de respeto a la vida
animal, con sobredosis de anestesia de manera indolora
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(pentobarbital sédico 100 mg/kg). Los cadaveres fueron
almacenados en un contenedor especifico destinado
para este fin, localizado en el bioterio de la Facultad,
previo a su incineracion por una compafiia dedicada
a este fin. El proyecto fue revisado y aceptado por el
Comité de Bioterio y la Comisién de Etica de la Facultad.

RESULTADOS
PESO CORPORAL Y BIOQUIMICA CLINICA

Se evalud el peso corporal de las ratas durante todo el
estadio gestacional. Este registro no presenté diferencias
significativas, aunque si se observa una leve ganancia
de peso en las ratas del grupo tratado con resveratrol
con respecto a los grupos testigo y al tratado con STZ,
sin diferencia estadistica. Con respecto a los parametros
clinicos bioquimicos, la administracion de STZ 50 mg/
kg provocé hiperglucemia de manera significativamente
diferente del control, y una hiperlipidemia leve (no diferente
estadisticamente), mientras que la administracion de
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Figura 1. Efecto de la administracion de resveratrol sobre los parametros séricos bioquimicos en ratas diabéticas gestantes. Promedio
+ D.E. de cinco experimentos. *p<0,05 con respecto al grupo control; §p<0,05 con respecto al grupo diabético (ANOVA simple).
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Tabla 1. Tamafio de camada y frecuencia de
reabsorciones y malformaciones en ratas diabéticas
gestantes en respuesta ala administracion de resveratrol

Trata- Tamafio Frecuencia.\ de Frecuencia de
miento de camada reabsorclo- malformaciones
(fetos) nes
Control 13,0 £ 2,54 125+1,5 0
DM 13,0 £ 5,40 153+2,8 14,42 + 11,16*
DM+res-
EIETE] 12,3 £ 3,05 13,0+ 2,2 0

*p<0,05 con respecto al grupo control, DM: diabetes mellitus

Tabla 2. Actividades de enzimas depuradoras de
radicales libres en higado de fetos de ratas diabéticas
en respuesta a la administracion de resveratrol

Actividad de
SOD (Unidades
cCord-Fridovich/

mg proteina)

Actividad de Actividad de
Tratamiento CAT (U/mg GPx (Ul/mg M
proteina) proteina)

Control 124+85 81,2+£335 16,4+ 10,3
DM 56+52" 425+212" 29,3+15,9
DM+

el 12,5+83 1157+424 22,6 £18,5

*p<0,05 con respecto al grupo control, DM: diabetes mellitus, CAT:
catalasa, GPx: glutation peroxidasa, SOD: superdxido dismutasa

resveratrol (DM+R) revierte los parametros a valores
similares a los del grupo control (Figura 1). En cuanto
a los parametros reproductivos, no hubo diferencia en
el tamafo de camada o el porcentaje de reabsorciones
espontaneas (Tabla 1).

PARAMETROS MORFOMETRICOS

El tamafio (longitud céfalocaudal), al igual que el
peso de los fetos, son menores para el grupo de ratas
inducido a diabetes con respecto al control, aunque no
hay diferencia significativa (Figura 2).
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Figura 2. Peso y tamafio de los fetos de 19 dias de gestacion
de hembras diabéticas tratadas con resveratrol. Promedio *
D.E. de 40-50 fetos; no se observan diferencias significativas
(ANOVA simple).
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Figura 3. Feto de dia 19 de gestacion con exencefalia, de una
rata hembra gestante diabética (derecha), comparado con un
feto normal de una rata no inducida a diabetes mellitus

Por otro lado, la frecuencia de malformaciones en
el grupo control y en el grupo tratado con resveratrol
no presentaron malformaciones, mientras que en las
ratas con diabetes inducida, se encontré una elevada
frecuencia de malformaciones (Tabla 1), la mayoria de
ellas relacionadas con el desarrollo del sistema nervioso
central y particularmente con el desarrollo del cerebro
(Figura 3), como son anencefalia, exencefalia, y la
presencia de una cavidad en el mesencéfalo.

Los resultados en el estudio morfolégico de hueso no
mostraron cambios significativos en el grupo de ratas
diabéticas o en el grupo tratado con resveratrol, con
respecto al grupo control.

ACTIVIDAD ENZIMATICA

Con respecto a la actividad enzimatica hepatica fetal, se
observaron cambios en las tres enzimas antioxidantes
(Tabla 2). Las actividades de CAT y de GPx se vieron
incrementadas en el grupo tratado con resveratrol con
respecto al grupo diabético, mientras que en SOD se
produjo un resultado contrario, pero no significativo;
la administraciéon de resveratrol reduce el aumento de
actividad causado por la STZ (Tabla 2).

DISCUSION

El resveratrol, un antioxidante de origen vegetal,
ha sido propuesto como capaz de evitar los efectos
teratogénicos de algunos compuestos ¢, En el modelo
de diabetes inducida por STZ, se sabe que el rasgo
notorio es la hiperglucemia elevada y sostenida; que
fue corroborado en este trabajo. Otro de los hallazgos
clinico-bioquimicos de este modelo es la dislipidemia.
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Aunque no significativa, encontramos en este modelo
una alteracion de distintos parametros séricos
(colesterol, triglicéridos, lipidos totales), que, al igual que
la glucosa, tienden a normalizarse por administracion
de resveratrol a las ratas prefiadas. Aunque escapa a
los objetivos del estudio, otros autores han propuesto
que los antioxidantes puedan proteger, al menos
parcialmente, al pancreas de los efectos prooxidantes
de la STZ u otros diabetégenos 7.

Al igual que en humanos, la diabetes materna afecta
el desarrollo de los fetos de rata, lo cual produce
aumento del niumero de reabsorciones, disminucion
del numero de crias por camada, disminucion del
peso de las crias, retraso en el crecimiento y aumento
de la frecuencia de malformaciones congénitas (8.
Esto se confirma en este trabajo, ya que el grupo
tratado con STZ mostré una elevada frecuencia de
malformaciones, mientras que el grupo testigo no
manifestd aparicion de malformaciones congénitas
(el valor fue exactamente 0,0%); se sabe que para
esta especie el valor normal de malformaciones
espontaneas es inferior al 1,0% (9.

Se ha reportado que la hiperglucemia materna es
uno de los principales factores en la produccién de
las malformaciones. El estudio de la patogénesis de
los defectos congénitos, realizado en animales de
experimentacion, ha revelado un complejo proceso
en el cual el estado diabético induce alteraciones en
una serie de vias metabdlicas interrelacionadas que
conducen a la teratogenicidad al interferir la expresion de
importantes genes del desarrollo embrionario @, dicho
lo anterior, podemos explicar por qué la presencia del
mayor porcentaje de malformaciones encontradas fue
en el grupo tratado con STZ. El aporte incrementado de
glucosa a los tejidos embrionarios, causa aumento del
metabolismo oxidativo con incremento del consumo de
O,. La hipoxia generada excede los limites fisiologicos
que caracterizan al desarrollo normal. En estas
condiciones puede estimular la produccién mitocondrial
de radical superoxido, lo que lleva a un estado de estrés
oxidativo como consecuencia de la oxidacion de la
glucosa en exceso ",

Sin embargo, con respecto a la nomenclatura de
las malformaciones, no siempre se pudo asignar un
nombre especifico a cada una de ellas; como es el
caso de los fetos en los que se observd una cavidad
en el mesencéfalo; se buscd un nombre en el glosario
publicado recientemente 2, que trata de homogeneizar
criterios, para lo cual contd con la participacion de
investigadores de la mayoria de las asociaciones,
federaciones y comités de teratologia, asi como la FDA,
pero ninguno de los nombres que el glosario maneja es
adecuado para este hallazgo.

Con respecto al nimero de reabsorciones por camada,
es notoria una disminucién de estas en el grupo tratado
con resveratrol, en contraste con el grupo diabético;
esto pone en evidencia que la diabetes es capaz de
alterar la naturaleza de ovocitos inmaduros, ovulados
y fecundados; procesos periimplantatorios; embridon en
desarrollo; placentacién; mortalidad uterina y parto @2,

Por otro lado, en la diabetes mellitus se ha encontrado
una relacion directa entre el descontrol metabdlico y la
presencia de hiperglucemia con respecto al incremento
de estrés oxidativo del organismo, con elevados niveles
de especies reactivas de oxigeno (ROS) en todos
los sistemas estudiados @¥. Un desbalance REDOX
provoca el envenenamiento y alteracion de todos los
compuestos y procesos enzimaticos expuestos 2. Esto
se comprobd en este trabajo, ya que los tres sistemas
enzimaticos analizados, se vieron alterados por la
presencia de la DM pregestacional.

Los efectos teratogénicos de la diabetes estan
relacionados, entre otros aspectos, con el aumento
del estrés oxidativo que la acompana, lo cual afecta
directamente a la unidad feto-placentaria ?°. Esta teoria
es confirmada en este trabajo, ya que se observaron
alteraciones en la actividad de dos de las tres enzimas
evaluadas.

La SOD es una enzima que cataliza la disminucién del
radical superdxido a peroxido de hidrégeno y oxigeno.
La SOD puede ser inhibida por altas concentraciones
de peréxido de hidrogeno @, En este estudio se
observé un incremento de SOD en el grupo diabético,
con respecto a los otros dos; esto puede explicarse ya
que la produccién de peroxido de hidrégeno conduce
a la inhibicién de SOD, lo cual esta asociado a altas
concentraciones de CAT, aunado a lo anterior, la célula
utiliza para la reducciéon de peroxido de hidrégeno las
enzimas CAT y GPx #®. Estos son los comportamientos
que se observaron en el grupo testigo. Basandonos en
lo anterior, es ldgico esperar en el grupo diabético una
reduccion en la actividad de CAT y GPx, y un aumento
significativo en la actividad de SOD.

Al inicio de la patologia ocasionada por la DM se ha
observado que se produce un incremento en la actividad
de SOD, como respuesta a la elevada generacion de
ERO en la célula y su eliminacion por la enzima. No
obstante, la intensa produccioén de este radical por un
tiempo prolongado, agota la estimulacion de la actividad
enzimatica ya que, como se menciono anteriormente, el
producto de la reaccion puede inhibirla 7).

La actividad de SOD en ratas diabéticas por STZ tiene

un incremento significativo en relacién con ratas no
diabéticas @®. Esta diferencia en la actividad enzimatica
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puede asociarse también, a que el estrés oxidativo
induce la produccion de enzimas, como mecanismos
compensatorios, incrementando su actividad en
los animales diabéticos con el fin de mantener la
homeostasis. De igual manera, en este trabajo, el
tratamiento con resveratrol revierte de manera parcial
los efectos que el estrés oxidativo causado por la
diabetes causa en las actividades de CAT y GPx.

Por pertenecer al grupo de los flavonoides, el resveratrol
ha sido considerado como un potente antioxidante "), ya
que tiene la caracteristica de contener en su estructura
varios grupos bencénicos sustituidos por funciones
hidroxilicas (9. Se observé un aumento en la actividad
de la CAT con respecto al grupo diabético y testigo,
como un efecto potenciador del resveratrol sobre la
enzima ©@). Ademas, también existen un decremento en
los niveles de malondialdehido, principal producto de la
peroxidacion lipidica, la cual ocurre cuando el radical
hidroxilo ataca los lipidos de membrana dando lugar a
la formacion de radicales libres, los cuales, junto con
la entrada de oxigeno, producen la propagacion del
proceso con la formacion de gran cantidad de radicales
lipoperoxidos, lo que perpetua el dafio oxidativo en
las membranas ©9. También ha sido reportado como
supresor de la peroxidacion lipidica GV,
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