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RESUMEN

La diabetes es un trastorno metabdlico crénico de gran alcance epidemioldgico. Numerosos estudios han
demostrado que la diabetes mellitus se encuentra asociada al incremento de la formacién de radicales
libres derivados del oxigeno y a la disminucién del potencial antioxidante del organismo, generando el
dafio oxidativo de algunos componentes de la célula tales como las proteinas, carbohidratos, lipidos y
dcidos nucleicos.

Este trabajo pretende establecer, en ratas Wistar, la relacién dosis-respuesta de estreptozotocina frente
a los niveles de glucosa y a diferentes pardimetros del estatus antioxidante. Como marcadores del dafio
asociado a las especies de oxigeno reactivas se evalud la actividad enzimatica de catalasa y de superéxido
dismutasa, la capacidad antioxidante total del plasma y la peroxidacién lipidica.

Los resultados obtenidos evidencian una clara relacién de la dosis de estreptozotocina con los niveles
de glucosa y los pardmetros de estrés oxidativo evaluados luego de 20 dias de la induccién de la diabetes
experimental.

Palabras clave: diabetes mellitus experimental, estrés oxidativo.

ABSTRACT

Diabetes is a chronic metabolic disease. Numerous studies have demonstrated that diabetes mellitus is
associated to free radicals increase derived from oxygen and to the organism potential antioxidant decrease
generating oxidative damage of some cell components like proteins, nucleic acids, carbohydrates and lipids.
After 20 days of administration of streptozotocin in Wistar rats, we have found a relationship between
levels of blood glucose and some markers from antioxidant status. We evaluate oxidative stress markers
like catalasa and superoxide dismutase acivities, ferric reducing ability of plasma and thiobarbituric acid
reactive species.

Keywords: experimental diabetes mellitus, oxidative stress.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico
caracterizado principalmente por hiperglicemia.
Varios procesos patogénicos estin involucrados
en su desarrollo, los que van desde la destruccién
autoinmune de las células B en el pancreas, con la
consecuente deficiencia en la insulina, hasta las
anormalidades resultantes en la resistencia a la
accién de la insulina (1).

Los sintomas de la marcada hiperglicemia
incluyen poliuria, polidipsia, pérdida de peso, al-
gunas veces con polifagia. El favorecimiento de la
susceptibilidad a ciertas infecciones puede también
presentarse con la hiperglicemia crénica. La morbili-
dad y mortalidad de la diabetes esta relacionada con
el desarrollo de complicaciones tanto micro como
macrovasculares, para las que se ha sugerido al estrés
oxidativo como la via comun que une los diferentes
mecanismos para las patogénesis asociadas (2-4).

El estrés oxidativo se produce cuando se rompe
el balance entre las sustancias pro y antioxidantes
presentes en los organismos, favoreciéndose la pro-
duccién y permanencia de las especies de oxigeno
reactivas (EORs), debido a un incremento de su
formacién o a una deficiencia del sistema de defensa
antioxidante, lo que conlleva a que se acumulen y se
manifieste en diversos estados fisiopatoldgicos (5).

Dentro de los modelos para inducir diabetes en
roedores se encuentran los que emplean agentes
quimicos, siendo los mds utilizados en investi-
gacién el aloxano y la estreptozotocina (STZ).
Estos compuestos en dosis diabetogénicas actian
especificamente sobre las células B pancreaticas.
Igualmente, con este propdsito pueden emplearse
otros compuestos tales como el dcido caproico, los
derivados del dcido ascorbico, el a-dipiridil, el dcido
5-hidroxiseudotrico, el dcido picrolénico y los deri-
vados del aloxano, entre otros (6). Las nitrosodreas,
como STZ, fotemustina, clomesone y procarbazine,
inducen dafio del ADN debido a la alquilacién de
sitios especificos de sus bases generando radicales
libres, como el NO-, durante su metabolizacion.
También se ha encontrado que estos compuestos
aumentan la generacién de radical superdxido por el
sistema xantina oxidasa de las células pancredticas,
de la misma forma que estimulan la produccién
de H,0, causando la fragmentacién del ADN en
islotes pancredticos aislados de rata (7). Este dano
pancredtico causado por agente diabeogénicos se
conoce como “hipdtesis de Okamoto” (8).
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El presente trabajo pretende establecer, en ratas
Wistar, la posible relacién dosis-respuesta de STZ
frente a los niveles de glucosa y algunos parimetros
del estatus antioxidante, con el fin de poder emplear
este modelo de diabetes como herramienta para la
evaluacién del efecto modulador de algunos com-
puestos y/o extractos de plantas medicinales sobre
la diabetes y el estatus oxidativo.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembras, adultas j6-
venes, con un peso corporal entre 160gy 200g, con
edades entre 7 a 10 semanas, criadas y mantenidas
en el Bioterio de experimentacién del Departa-
mento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia, bajo condiciones estindar de fotoperiodo
(12h luz/12h oscuridad), temperatura ambiental
(22 £ 2°C), aguay comida ad libitum y esquemas de
sanitizacion de su micro y macroambiente.

Induccion de la diabetes experimental

Se realiz6 la induccién de la diabetes mediante la
administracién de STZ por via intraperitoneal (i.p.),
en dosis representativas del rango mas empleado en
la literatura (9-12) (volumen de administracién: 0,5
mL/100 g peso corporal). Se evaluaron tres dosis de
STZ, agrupando los animales en la siguiente forma:

Grupo I: Control. Vehiculo 0.5 mL/100 g
Grupo II: Dosis baja. STZ 33 mg/Kg
Grupo III: Dosis media. STZ 50 mg/Kg
Grupo IV: Dosis alta. STZ 75 mg/Kg

Las soluciones de estreptozotocina fueron prepa-
radas inmediatamente antes de su administracion,
disolviendo la cantidad respectiva en un buffer de
citrato de sodio 0,1 M pH 4,5. Una vez administrada
la STZ, se administré a los animales una solucién
de glucosa al 20% durante las 24 horas siguientes
con el fin de evitar la muerte por la hipoglicemia
marcada que se produce en este periodo.

Los niveles de glucosa fueron evaluados a las
0 horas, 48 horas, 72 horas, 5 dias, 9 dias, 15 dias
y 20 dias después de la administracién de STZ.
Adicionalmente, se realizé un seguimiento al peso,
cantidad de alimento y agua consumida por los di-
terentes grupos con el propésito de establecer una
tendencia en el comportamiento de los animales.



CARACTERIZACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS WISTAR DIABETICAS POR ESTREPTOZOTOCINA

Determinacion de niveles de glucosa en sangre
(NGS)

Los niveles de glucosa fueron cuantificados
mediante el método enzimitico GOD-POD
(Kit Glicemia enzimética AA de Wiener Lab).
Las muestras de sangre fueron extraidas del seno
retro-orbital de los animales mediante capilares
heparinizados e inmediatamente adicionadas
sobre 700 uL de Tungstato de Sodio 17 mM y se
agitaron vigorosamente. Después de 5 minutos
de reposo se centrifugaron durante 5 min a 5000
rpm para obtener el sobrenadante de cada muestra.
Los NGS se determinaron por espectrofotometria
2490 nm en un lector de placas Biorad® 550, y
el resultado fue comparado con una curva estin-
dar preparada usando diferentes concentraciones
(12,5 mg/dL — 500 mg/dL) de glucosa anhidra en
agua destilada siguiendo el procedimiento descrito
por el fabricante del Kit. Las concentraciones de
glucosa se expresaron como mg/dL.

Marcadores del Estatus Antioxidante

El dia 20, después de tomar los niveles de gluco-
sa, se obtuvieron las muestras de sangre y 6rganos
para evaluar los pardmetros del estatus antioxidante,
de acuerdo con los protocolos descritos en la litera-
tura (9-14), con algunas modificaciones.

Uno a uno se llevé cada animal a un cuarto de
procedimientos y allf se tomé una muestra de sangre
de 400 uL mediante puncién del plexo retro-orbital
con capilares heparinizados, recolectando en tubos
que contenfan 300 puL de anticoagulante (Buffer
citrato-adenina-fosfato) y manteniendo en bafio de
hielo. Posteriormente, las ratas se sacrificaron por
dislocacién cervical/decapitacion. Inmediatamente
se retiraron el higado, los rifiones y el pincreas y
se mantuvieron en bafo de hielo. Posteriormente,
los 6rganos fueron lavados, troceados y homoge-
nizados en tampoén fosfatos 50 mM pH 7,40. Los
homogenados se sometieron a centrifugacién
(10.000 rpm, 4°C, 10 min). El sobrenadante ob-
tenido fue empleado para la determinacién de los
diferentes marcadores del estatus antioxidante.

A cada una de las fracciones de las muestras de
sangre, higado, pancreas y rindn se les cuantificé el
contenido de proteina mediante el método descrito
por Bradford en 1976.

Cuantificacion de la capacidad antioxidan-
te total plasmatica (FRAP): Se emple6 el método
de la Capacidad del Plasma para Reducir el Hierro
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(“Ferric Reducing Ability of Plasma”), el cual cuan-
tifica la capacidad de los antioxidantes contenidos
en una muestra para reducir el tripiridil-triazina
férrica (Fe’*-TPTZ) a la forma ferrosa (Fe’*), la
cual tiene una absorbancia mixima a 593 nm (15).

El reactivo FRAP se preparé diariamen-
te, mezclando: 10 voltmenes de la Soluciéon A
(bufter acetato 300 mM; pH 3,6); 1 volumen de
la Solucién B (TPTZ: 2,4,6-tripiridil-s-triazina
10 mM en HCI 40 mM) y 1 volumen de la Solu-
cién C (FeCl, 20 mM). Para la cuantificacion se
tomaron 200 mL del reactivo FRAP, se determind
su absorbancia a 593 nm y posteriormente se adi-
cionaron 30 puL de agua desionizada y 20 puL de
muestra. Se homogenizé la muestra y se realizé la
lectura a 593 nm después de 4 minutos. Se reali-
zaron blancos de muestra y de reactivo. El blanco
de reactivo y el blanco de la muestra se restaron
de la absorbancia final después de los 4 minutos
y el resultado se comparé con una curva estindar
preparada empleando diferentes concentraciones de
FeSO, (100-1.000 umol/L) en agua desionizada y
siguendo el procedimiento descrito. La capacidad
antioxidante plasmitica total se expresé como mg
de FeSO, por miligramo de proteina de la muestra.

Indice de peroxidacion lipidica (cuantifica-
cion de sustancias que reaccionan con el Acido
Tiobarbitirico: TBARs). Para evaluar el indice
de peroxidacion lipidica en los tejidos, se tomaron
450 uL del homogenado del respectivo 6rgano, se
adicionaron 50 uL de tampén fosfatos 50 mM pH
7,40 y 1 mL de 4cido tricloroacético (TCA) al 10%.
Se centrifugd a 1850 xg durante 10 min a 4°C. Se
tomé 1 mL del sobrenadante y se le adicioné 1 mL
de 4cido tiobarbittrico (TBA) al 0,67%. Esta mezcla
se calent6 a 92°C durante 30 min y posteriormente
se enfri6 en bano de hielo para posteriormente me-
dir la absorbancia a 532 nm. Los resultados fueron
expresados como TBARs (mmoles/mL)/mg de
proteina de tejido, calculando la concentracién de
TBARs de la expresion e=A/c*h con un €=153000.

Cuantificacion de la actividad enzimatica
Superdoxido Dismutasa (SOD). La actividad
de la Cu-SOD y la Mn-SOD en las muestras fue
determinada utilizando el ensayo de la riboflavina-
o-dianisidina descrito por Paynter (16). La mezcla de
reaccién empleada para el ensayo tenia la siguiente
composiciéon: 2,7 mL de fosfato de potasio pH
7,80 que contenia acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) 0,1 mM; 0,1 mL de o-dianisidina diclor-
hidrato 6 mM en agua y 0,1 mL de riboflavina
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0,29 mM. Esta mezcla es estable durante 12 horas
si es almacenada a 4°C y protegida de la luz. Para
la cuantificacién, a 200 UL de la mezcla de reaccién
se adicionaron 4 uL de homogenado y/o su dilu-
cioén. Se mezclé e incubéd durante 5 min a 25°C en
la oscuridad. Se ley6 la absorbancia a 415 nm. La
mezcla se expuso a una luz fluorescente ubicada
a 5 cm de distancia durante 8 minutos exactos y
posteriormente se ley6 la absorbancia a 415 nm. En
la construccién de la curva de calibracién se reem-
plazé la cantidad de muestra adicionada por SOD
a diferentes concentraciones dentro de un rango
de 0,01-1 U/mL. Por interpolacién en esta curva
se determind la cantidad de SOD presente en los
homogenados de los diferentes érganos.

Cuantificacion de la actividad enzimatica
catalasa (CAT). Este método de cuantificacién
empleado, descrito por Aebi (17), se basa en la
determinacién de la constante de velocidad, k&,
para la descomposicién de peréxido de hidrégeno,
mediante la cuantificacién del cambio de absorban-
cia por minuto. Las actividades se expresan como
k (s) por mg de proteina. Se colocaron 250 uL de
perdxido de hidrégeno 10 mM en una microcelda
de cuarzo, se adicioné 5 uL del homogenado o su
dilucién y 45 pL de Bufter fosfatos 50 mM pH 7,0.
Se midi6 inmediatamente el cambio de absorbancia
a 240 nm, durante 30 seg. La actividad de catalasa
se expresé como cambio de absorbancia por mg de
proteina del homogenado.
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Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media
aritmética de los valores * desviacién estindar de
la media y fueron analizados estadisticamente me-
diante ANOVA de una via; seguido de un test de
Dunnett para comparaciones multiples. Se consi-
der6 que la diferencia entre los grupos tratados y el
grupo control fue significativa (*) cuando p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la determinacién de la relacién entre la dosis
de STZ y el efecto diabetogénico en ratas Wistar, se
administraron tres dosis de STZ (33, 50 y 75 mg/
Kg). Si bien las dosis de STZ mas utilizada en ratas
Wistar estd alrededor de 50 mg/Kg, aqui exploramos
dosis mayores y menores a esta en un factor de 1.5;
esto con el fin de evaluar la sensibilidad de nuestra
colonia local de ratas Wistar. Es de anotar que en
otros trabajos se han usado dosis tan bajas como
40 mg/Kg (12) y mayores a 75 mg/Kg (18). A estos
animales se les realizé seguimiento a la variacién del
peso y los niveles de glucosa, en diferentes tiempos
de muestreo durante 20 dfas (Véase figura 1).

En los resultados es importante resaltar que
todos los animales que recibieron la dosis mds alta
de STZ (75 mg/Kg) murieron antes del quinto dia
de observacién, dosis que podria considerarse una
DL,,,. Una verdadera DL, , para esta colonia de
ratas Wistar debe encontrarse en valores menores

6

4 T
E 2
o
0 ‘ ‘ T
Qo
: .
P -2
B

-4 T

-6

-8

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias de observacion
——STZ50mg/Kg ——STZ33mg/Kg —&— CONTROL (STZ0mg/Kg)

Figura 1. Evolucién del peso de ratas diabéticas por STZ. Los datos estdn reportados como la media + D.E.
de las observaciones (n=10 a tiempo t=0).
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a 75 mg/Kg. Sin embargo, dada la magnitud de la
toxicidad sobre células beta-pancredticas, se espera
que estos agentes diabetogénicos tengan un margen
de seguridad muy estrecho.

En el grupo de animales “control normoglicé-
micos” (no tratados con STZ) se observé una ten-
dencia constante al aumento de peso. Los animales
que como consecuencia de la administracién de un
agente diabetogénico como la STZ entran en fase
de hiperglicemia sufren una mayor disminucién del
peso corporal. La disminucién en el peso corporal
observado en diabéticos no controlados puede ser
el resultado de la pérdida de proteinas debido a la
imposibilidad de usar los carbohidratos como fuente
de energia. Esta disminucién de peso también es
asociada a la excesiva diuresis caracteristica en los
cuadros diabéticos. En la figura 1 se evidencia que
esta pérdida de peso puede llegar a considerarse
dosis-dependiente para la STZ.

El principal 6rgano blanco para la toxicidad de la
STZ es el pincreas, aunque otros érganos implicados
en el metabolismoy eliminacién de la glucosa reflejan
alteraciones funcionales y/o anatémicas. Los hallaz-
gos postmortem después de 20 dfas de induccién de la
diabetes reflejan un aumento leve pero significativo
en el peso de higado y rindn, en una aparente relaciéon
dosis-respuesta para STZ (Véase figura 2).

Estos hallazgos coinciden con lo reportado en la
literatura para el modelo de diabetes inducida con
aloxano. Es de resaltar que en la literatura disponi-
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ble no se encuentran reportes de esta relacién en el
modelo inducido con STZ. En el presente estudio
se encontré que el higado, el rinén y el piancreas
presentan un aumento de la relacién peso érgano /
peso corporal en comparacién con el grupo normo-
glicémico, lo que sugiere la ocurrencia de procesos
inflamatorios de estos 6rganos (19).

Los anteriores resultados muestran una clara
relacién dosis-respuesta de la STZ en cuanto a la alte-
racién del peso de los 6rganos y a la variacion de peso
de los animales. Sin embargo, el parimetro mis rele-
vante en la caracterizacién de este modelo de diabetes
es el NGS, el cual permite identificar claramente el
tiempo de induccién necesario (tiempo después de la
administraciéon de STZ en el cual el mayor porcentaje
de los animales resulta diabético y sus NGS empiezan
atornarse estables), tiempo que segtin los reportes de
la literatura oscila entre 3 y 5 dfas (9-12).

Simultidneamente, se presenta de manera global
la evolucién de los NGS de cada uno de los grupos
durante los 20 dfas de observacién (Véase figura 3).
Antes del dia 5 todos los animales de dosis 75 mg/
Kg murieron, a lavez que el grupo control mantuvo
sus niveles normales de glucosa durante los dfas de
observacién. En cuanto al grupo de 33 mg/Kg se
observé una disminucién de los niveles de glucosa
después del dia 5 llegando a niveles inferiores a
200 mg/dL, mientras que el grupo de 50 mg/Kg
mantuvo los NGS por encima de 300 mg/dL con
tendencia a estabilizarse.
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Figura 2. Efecto de la dosis de STZ sobre el peso de 6rganos de ratas. Los datos estin reportados
como la media + D.E. de las observaciones (n=7 para grupo 50 mg/Kg y n=10 para grupo control y 33 mg/Kg).
“t” Dunnett *p < 0,05 frente al control.
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Figura 3. Evolucién del efecto de STZ sobre NGS (Relacién Dosis-Respuesta). Los datos estdn reportados
como la media + D.E. de las observaciones “t” Dunnett *p < 0,05 frente al control.

En el dia cero, en los animales normoglicémicos
se encontraron niveles de glucosa entre 52y 68 mg/
dL, uniformemente distribuidos en las diferentes
dosis de STZ, no encontrindose diferencia estadis-
ticamente significativa en la prueba de ANOVA.
Por lo tanto, los posibles incrementos posteriores
en los niveles de glucosa pueden ser atribuibles a la
dosis de STZ administrada.

En el dia 3 del experimento, los animales que no
recibieron STZ continuaban con niveles de glucosa
inferiores a 70 mg/dL mientras que aquellos que
recibieron alguna dosis de STZ posefan elevados
NGS, estadisticamente diferentes a los del grupo
control y diferentes entre las dosis evaluadas.

Como criterio de seleccién, previamente se habia
establecido que aquellos animales con valores de
glucosa superiores a 200 mg/dL eran considerados
diabéticos. Esta condicion se logré en el dia 3 para
el 10% de los animales que recibieron la dosis de
33 mg/Kg (NGS =135 * 13 mg/dL), el 50% en el
grupo de 50 mg/Kg (NGS =200 * 33 mg/dL) y el
100% de los que recibieron 75 mg/Kg (NGS = 335
*+ 13 mg/dL), aunque en esta tltima se presento la
muerte del 40% de la poblacién asociada a la toxi-
cidad de la dosis de STZ empleada. Los promedios
presentados incluyen todos los animales del grupo
(diabéticos y no diabéticos).

Al dia 5, el grupo control continuaba con NGS
que podian considerarse normales (75 £ 9 mg/
dL), todos los animales de la dosis de 75 mg/Kg

habfan muerto y los demdis grupos presentaban
NGS estadisticamente diferentes al grupo control
y entre ellos. Se encontré que el 60% de lo animales
con 33 mg/Kg de STZ (NGS =222 + 27 mg/dL)
y el 100% de los animales con 50 mg/Kg de STZ
(NGS =288 = 54 mg/dL) posefan NGS superiores
a nuestro valor de referencia (200 mg/dL). Estos
resultados evidencian que es necesario un tiempo
de estabilizacién de al menos cinco dias después de
la induccién con una dosis de 50 mg/Kg de STZ,
para asi obtener animales francamente diabéticos. La
dosis de 33 mg/Kg no la consideramos efectiva para
este fin debido a que solo el 60% de los animales
podrian considerarse diabéticos después del 5 dia de
induccion. Ademds, se observa una alta variabilidad
en las respuestas.

Enlos dfas 11y 19, los animales del grupo control
mantuvieron sus niveles de glucosa normales, por
debajo de 100 mg/dL, mientras los demads grupos
mantuvieron altos los NGS, estadisticamente di-
terentes al grupo control. Es importante resaltar
que el dfa 19 el grupo de 33 mg/Kg presenté NGS
inferiores a los presentados en el dia 11 (176 y 215
mg/dL, respectivamente), aunque todavia el 50%
de los animales eran diabéticos. Es de anotar que a
pesar del aparente descenso paulatino en los NGS,
estos animales siguen siendo “hiperglicémicos” pues
los NGS en los dias 11 y 19 representan el 316% y
259%, respectivamente, de los NGS basales (dia
cero). En estos mismos dias de muestreo, el grupo
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de animales con dosis de 50 mg/Kg de STZ mostré
NGS estables (325 y 327 mg/dL, respectivamente).

Efecto de STZ sobre marcadores de estrés
oxidativo

A continuacién se describe el efecto de STZ
sobre diferentes marcadores de estrés oxidativo en
pancreas, higado, rinén y plasma de ratas Wistar
(Véase tabla 1).

Cuantificacion de la capacidad antioxidan-
te total en plasma, mediante el método de la
Capacidad del Plasma para Reducir el Hierro
(FRAP “Ferric reducing ability of plasma”).
En este ensayo, valores altos de FRAP reflejan
una buena presencia de compuestos antioxidan-
tes pequefios no enzimdticos capaces de reducir
al reactivo TPTZ. En otras palabras, se refiere a
“scavengers” pequenos que se oxidan protegiendo
a sustratos vulnerables como son los tejidos diana
para el estrés oxidativo. Dentro de esta categoria se
consideran antioxidantes como el 4dcido ascérbico,
el dcido drico y el glutatién (20).

En los animales diabéticos, la STZ en dosis de
50 mg/Kg redujo en un 60% el parimetro FRAP,
lo cual fue significativo respecto al grupo control
normoglicémico. Con la dosis de 33 mg/Kg la re-
duccién de este pardmetro no fue estadisticamente
significativa frente al control. Estos resultados son
esperables y sugieren que la utilizacién de STZ
en 50 mg/Kg como dosis diabetogénica permiti-
ria evidenciar el posible efecto de un tratamiento
antiabético/antioxidante sobre la modificacién del
parimetro FRAP.

Cuantificacion de la actividad enzimatica
de la Superéxido Dismutasa. El efecto de las
diferentes dosis de STZ sobre los niveles de SOD
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en los 6rganos estudiados es presentado en la
tabla 1. La STZ redujo la actividad enzimitica de
SOD en animales diabéticos. Se muestra que en
el pancreas la STZ en dosis de 50 mg/Kg reduce
en un 32% la actividad SOD en relacién al grupo
normoglicémico. En los otros érganos analizados,
el higado y el rindn, esta actividad no se vi6 alterada
significativamente.

Ravi ef al (21) reportan en su trabajo que las
actividades de las enzimas SOD y CAT en ratas
diabéticas por STZ estin significativamente incre-
mentadas comparadas frente al grupo control. Por
el contrario, Milani et al (9), Ravi et al (21) y Jin et
al (22) muestran en sus ensayos que la actividad
de las enzimas antioxidantes (SOD y CAT) en
higado y rifiones de ratas diabéticas, con elevada
peroxidacion lipidica, presentan un descenso en la
actividad. Esta dualidad en la respuesta de la SOD
segtin el 6rgano puede estar asociada a que el estrés
oxidativo induce la produccién de enzimas, como
mecanismos compensatorios, incrementando su
actividad en los animales diabéticos con el fin de
mantener la homeostasis. La reduccién de la acti-
vidad de SOD observada en algunos experimentos
puede asociarse, en parte, a una inactivacién de la
enzima debido a elevadas concentraciones de EROs
y a procesos de glicacién no enzimatica favorecidos
por la hiperglicemia persistente en los cuadros de
diabetes (21,22).

Cuantificacion de la actividad enzimatica
de la Catalasa. El efecto de la administracién de
las diferentes dosis de STZ sobre los niveles de
Catalasa en ratas Wistar estd descrito en la tabla 1.
El tratamiento de las ratas con STZ produjo una
disminucién significativa en la actividad CAT,
con una respuesta dosis-dependiente. La dosis de

Tabla 1. Niveles de marcadores de estrés oxidativo en plasma y érganos de ratas Wistar diabéticas por STZ.

CAT SOD TBARs FRAP (mmol/
Dosis de STZ (x10° K (s mg proteina)™) (U/mg proteina) (nmol/mg proteina) mg proteina)
Péancreas | Higado | Rindén |Pancreas |Higado| Rifion | Pancreas Higado Rinén Plasma
Normo-
glicémicos | 51,2+ 14,9 552 + 13,2|39,7 = 10,4| 37,9 £ 8,0 |5,1 £ 1,4(13,1 £ 2,2| 0,071« 0,001 |0,008 = 0,002]| 0,060 £ 0,016 152 + 4,4
(n=10)
3 r?ng/_Kl%)STZ 29,0 =7,2* (189 £5,6"| 37,1 £5,0 | 35,6 = 9,7 |5,3 £ 0,8|10,9 = 2,3| 0,074 = 0,002 0,008 = 0,002 0,059 + 0,017| 113 £33
0 nzrgl,/i(7g)STZ 12,4 £ 12,11 12,7 £ 1,6* | 35,2 + 10,5| 25,8 = 7,4* [ 5,0 = 1,1|10,8 + 2,4(0,146 = 0,005*|0,010 + 0,005/ 0,071 = 0,012 6,0 = 1,4*

Los datos estidn reportados como la media de las observaciones + D.E. “t” Dunnett *p < 0,05 frente al control.
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50 mg/Kg de STZ logré reducir esta actividad en
un 76% en el pincreas y un 78% en el higado, con
respecto a los valores del animal normoglicémico. En
el rindén no se evidenci6 una alteracién aparente en
la actividad CAT. Esta respuesta estd acorde con los
reportes de la literatura en los que la actividad de la
CAT es significantemente disminuida en diferentes
6rganos (11,24) y en donde, al igual que la SOD, las
altas concentraciones de EROs y la posible glicacién
que sufren las enzimas disminuye su actividad.

Indice de peroxidacién lipidica, cuantifica-
cion de sustancias que reaccionan con el acido
tiobarbitarico: TBARs. El ensayo denominado
“TBARSs” (en inglés, sustancias que reaccionan con
el dcido tiobarbitdrico) siempre se ha considerado
como un buen “marcador analitico” del estrés oxi-
dativo que se traduce en una intensa peroxidacién
lipidica de membranas bioldgicas. Muchos estudios
con modelos animales y en humanos han mostrado
incrementos en la peroxidacion lipidica de las mem-
branas del higado y el rindén en el estado diabético,
frente a individuos normoglicémicos (22).

El estrés oxidativo incrementado y el pobre esta-
tus antioxidante llevan al incremento de la peroxida-
cién lipidica en los tejidos de los animales diabéticos.
Las elevadas concentraciones de peréxidos lipidicos
pueden propagar el dafio oxidativo por el incremen-
to de radicales peroxilo e hidroxilo, contribuyendo
al deterioro funcional de los diferentes 6rganos (21).

Como se mencioné anteriormente, el higado,
el pancreas y el rinén son 6rganos diana para la
toxicidad del STZ como agente diabetogénico.
Entre estos tres 6rganos, el pancreas resulté ser el
mis afectado en términos de peroxidacién lipidica,
pero tinicamente con la dosis de 50 mg/Kg, la que
consideramos como dosis efectiva para generar
diabetes.

Bajo las condiciones establecidas en este mo-
delo, frente a una peroxidacién lipidica basal (la
del grupo control normoglicémico), STZ en dosis
de 50 mg/Kg incrementa en mds del doble este
parimetro de estrés oxidativo. Es esperable que
en ensayos donde se emplee este modelo, la admi-
nistracién de extractos y/o compuestos con posible
actividad antioxidante logre atenuar este fenémeno.
En nuestros animales diabéticos encontramos ni-
veles de TBARs mucho mayores a los de animales
normoglicémicos (relacién aproximada 5:1) y de
magnitud similar en los tres 6rganos diana anali-
zados, lo que estd en concordancia con lo descrito
en la literatura (24).

VITAE

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten evidenciar
que existe una relacién entre la dosis de STZ y la
severidad del cuadro de diabetes generado en ratas
Wistar. La dosis de STZ de 33 mg/Kg parece gene-
rar un efecto no estable después del quinto dia de
induccion, reflejado en niveles de glucosa inferiores
a 200 mg/dL. La dosis de 50 mg/Kg genera una
diabetes estable durante, al menos, 20 dias después
de una tnica administracién, caracterizada por
NGS superiores a 300 mg/dL. La dosis de 75 mg/Kg
presenta un alto efecto diabetogénico que induce la

muerte al 100% de los individuos (Dosis letal 100).

Los pardmetros de estrés oxidativo evaluados
demuestran una alteracién dosis dependiente de
la STZ empleada para la induccién de la diabetes.
Esta relacién es afectada tanto por la susceptibilidad
de cada uno de los érganos evaluados como por la
selectividad de la accién de la estreptozotocina que
genera una disminucién del estatus antioxidante
de los animales.

Los anteriores resultados permiten establecer
que empleando una dosis de 50 mg/Kg de STZ en
ratas Wistar bajo las condiciones descritas, se obtie-
ne en los animales un cuadro de diabetes que afecta
de forma significativa diferentes marcadores de
estrés oxidativo, por lo cual podria emplearse como
herramienta para la evaluacién del efecto modulador
de sustancias sobre la diabetes y el estatus oxidativo.
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