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RESUMEN
RIO ALFARO JOSEFINA DEL. Diabetes mellitus en ratas suplementadas con glicina.

Estudio hi ogico.( Bajo la ia de MVZ MCYV Beatriz Vanda Cantén y Biol. H. Noé

Alvarado Vazquez)
Se sabe que las complicaciones sistémicas en la diabetes mellitus (DM) suelen

ser las causas princi de mortali en las personas que la padecen. Con el fin de

invastigar si la administraciéon de un aminoacido nucleofitico como la glicina disminuye la

presentacién de las compdli iones diabéti por microangicpatia, se desarrolld un
modelo de diabetes expenmental, para o cual se utilizaron 18 ratas wistar de 3 meses
de edad divididas en tres grupos: 1) control, 2) diabetizadas con estreptozotocina (DST)
y 3) diabetizadas con tratamiento que consistid en administracién de glicina en el agua
de bebida (DCT). Al cabo de 6 meses las ratas fueron sacrificadas y se realizd
evaluacion histologica de nnones, ojo, pancreas e higado. En rAdn se observd
glomeruloesclerosis difusa en el 72% de los glomérulos de los animales del grupo DST y
en el 69% de los DCT. En cuanto a la infiltracién por glucogeno esta lesion fue
significativamente mayor en los DST que en el grupo control (p< 0.01), no hubo

diferencia entre el DCT con el control. En pancreas sdlo hubo vacuoli idn en los i

de |los dos grupos de diabetizadas, sin que el dafo fuera estadisticamente diferente
entre éstos. El higado no presenté alteraciones en ningun gripo. E! tratamiento con

glicina ayudd a disminuir lesiones como la infiltracién por glucégeno en tabulos renales y

microar i en los ilares retinianos, pero no asl la glomeruloesclerosis ni las

en i pancreati . Se concluye que la glicina es un coadyuvante en el

1to de {a diab




DIABETES MELLITUS EN RATAS SUPLEMENTADAS CON GLICINA. ESTUDIO
HISTOLOGICO.
INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) comprende una serie de trastornos denvados de una
utilizacion alterada de !a glucosa. La caracteristica comun a todos los tipos de DM es
elevacion anormal de la glucemia y la reduccion de !a tolerancia a ia glucosa (17.22.48).
Clinicamente la DM se manifiesta por palidipsia, poliuria y polifagia.

£n la mayoria de los pacientes no se encuentra una causa especifica de esta
enfermedad, aunque se sabe que !a herencia desempesdia un papel etioldgico importante.
Existen factores desencadenantes comeo son |la obesidad, el estrés y la hiperfuncion
glandular de tiroides, hipdfisis y adrenales (48). En otros casos, es consecuencia de 1a
destruccion de los isiotes pancreaticos por inflamacién (pancreatitis aguda o cronica),
carcinoma, pancreatectomia o sindrome de Cushing entre otros (2).

De acuerdo con la clasificacion gque se revisé en 1985 existen 4 tipos de
diabetes en el humano: La DM dependiente de insulina 6 insulinodependiente (DMID), 1a
OM no dependiente de insulina & noinsulinodependiente (DMNID), la DM de la gestacion

y la DM secundaria que esta asociada a determinados sindromes o afecciones (como

son la enfermedad pancredti enfer de eti fa hormonal, 6 la inducida por
sustancias quimicas o drogas, anomalidades de la molécula de insulina o sus

receptores) (2,17,19,63).



DIABETES EN ANIMALES DOMESTICQS

Se ha visto que los animales domeésticos también sufren este tipo de
padecimiento : jos gatos desarrollan una diabetes similar a la DMNID, aunque en ellos la
cetosis es mas frecuente que en humanos. y se ha encontrado también predisposicidn
genética, sobre todo en la raza Burmeés (Rand JS,Bobbermien Lm, datos no
publicados, 1994). En el perro podemos encontrar DMID y DMNID. en algunas lineas de
Keeshounds esta es claramente hereditaria (34,42), aunque la incidencia es mayor en
razas pequefas (7.42). La edad de presentacion tiene un rango muy amplio con una
mayor incidencia de los 7 a los 9 anos. En e! ganado bovino se ha descrito que el virus
de la diarrea viral bovina (DVB) puede inducir DM, aunque todavia no esta bien
esclarecida la fisiopatologia: los hallazgos de inmunchistoquimica demuestran la
posibilidad de que se deba a una pancreatitis de origen inmune (31,50,53,54). En otras
especies también se ha descrito la DMNID 6 ia asociada a otros sindromes, como es el
caso de cabras pigmeas con hiperplasia de la pars distalis de la adenochipofisis (35),
pericos con pancreatitis linfocitica crdénica (8), caballos que cursan con adenoma
pituitario (51), o con pancreatitis crénica (11).

Los objetivos generales del tratamienta de la DM en los animales domésticos
son : la resolucion de los signos clinicos, reduccidon de la hiperglucemia y prevencion de
las complicaciones mediante la insulina o hipoglucemiantes orales, ademas del control
de la dieta y del ejercicio(44). Si al asistir al consultorio, los pacientes con esta patologia
presentan afecciones graves como son ! la cetoacidosis diabética (CAD), cetosis sin
acidosis, etc. | y que frecuentemente son desencadenadas por enferrmmedades como
pielonefritis, pancreatitis, piometra, insuficiencia renal y cardiaca (2, 8, 17, 19, 24), en
estos casos la terapia se basa principaimente en regular Ja hipoglucemia administrando
dosis bajas de insulina sc, jv 6 im, y afadir suplementos de dextrosa a la terapia de

fluidos de mantenimiento: la hipokalemia se controla mediante sojluciones de cloruro




potasico, que se afdade a los liquidos via parenteral; |a hipofosfatemia se puede

controlar mediante la administracion de fosfato potasico (44), y dependera de cada caso
de tratamiento.

en particular para poder un buen pr

La diabetes puede ser inducida experimentalmente en ratas mediante
administracion de estreptozotocina (aislada de Streptomyces achromogenes), que
anteriormente fue utilizada como antibiético y como agente anti tumoral, aunque en dosis
altas y después de periodos prolongados puede ser cancerigeno; también se concce
que causa necrosis selectiva de las células beta de los islotes de LLangerhans y estudios
recientes han llegado a proponer que es mediante el proceso de apoptosis, por el cual

se destruyen las celulas B, motivo por el cual se usa en distintos modelos experimentales

(18, 20, 27, 32, 46).

MPLICACIONES DE LA DIABETES
La importancia de un adecuado tratamiento de la diabetes, es con la finalidad de

disminuir los efectos secundarios a largo plazo y que son {os que reducen la cantidad de
vida de los sujetos. En la poblacion humana se calcula que entre el 2 y el 3% padece
diabetes, siendo una de las diez primeras causas de muerte en paises occidentales y
pese a los importantes avances en el tratamienta. hasta la fecha no ha sido posible

reducir en grado significativo sus consecuencias letales (48). Las compiicaciones tardias

de la DM incluyen a2 la neuropatia y microangiopatia. esta ultima progresa hasta
nefropatia y retinopatia y constituyen una causa importante de morbilidad y mortalidad

en la poblacion diabética (39, 43)



Ml AN PATIA

La microangiopatia guarda una estrecha relacién con la hiperglucemia, y
consiste en una serie de alteraciones bioquimicas de la membrana basal, como es el
aumento de la colagena de tipo IV y disminucion de los proteoglicanos (48, 57), esto se
ha observado con mayor frecuencia en los capilares de la piel, 1a retina, y el giomérulo
renal. Al microscopio fotdnico el engrosamiento se detecta como un aumento de grosor
de la membrana basal por un matenal hialino, que es positivo con Ja tincién de acido

peryédico de Schiff (PAS) (48, 65).

RETINOPATIA

Se encuentra dentro de ias cuatro principales causas de ceguera y dificultad
visual en pacientes diabéticos de§ mundo occidental (14, 40, 48). La retinopatia diabética
esta cdnformada por tres tipos de lesiones: 1) La angiopatia retimiana, que es la primera
alteracion detectable y se caracteriza por dilatacidn venosa. 2) La retinopatia no
proliferativa, que cursa con hemorragias intraretinianas o preretinianas, exudados,
edema, engrosamiento de los capilares retinianos (microangiopatia) y aparicién de
microaneurismas. 3) Engrosamiento de las paredes de los vasos por un material hialino
PAS positivo : con el paso del tiempo, se debilitan las paredes vasculares, lo que puede
provecar una hemorragia intraocular que se puede fibrosar y neovascularizar ; a esto,
algunos autares le llaman retinitis proliferante & retinopatia proliferativa (43, 48, 49). Los
microaneurismas, que a la microscopia fotonica se observan como dilataciones
saculares de los capilares retimanos y coroideos, pueden continuar, involucionar o
complicarse con hemorragias que al oftalmoscopio aparecen como manchas rojas. Su
naturaleza es todavia motivo de discusién, aunque algunos autores han sugerido que et

aumento de actividad de ia ruta de los polioles juega un papet importante en el desarmalio
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de éstos, otros autores sugieren que la microangiopatia general origina colapso focal de

la red capilar en ta retina.

NEFROPATIA

Las enfermedades renales terminales afectan hasta un 30% de los pacientes
con DMID y al 50% de los que padecen DMNID, estas se asocian clinicamente con tres
sindromes: proteinuria no nefrotica, sindrome nefrotico e insuficiencia renal crénica (36).
Las lesiones que con mayor frecuencia se pueden encontrar solas o en combinacion
suelen ser: la afeccidn glomerular que se presenta como glomerulosclerosis,
arterioloesclerosis que se puede asociar casi siempre a una hipertensién y por ultimo
infecciones bacterianas de las vias urinanas, que pueden dar lugar a pielonefritis (48).
Existen dos tipos de glomeruiocesclerosis, la difusa y ]a nodular: la difusa consiste en un
aumento de la matriz mesangial, asociada por lo general al engrosamiento de 1la
membrana basal glomerular, los cambios siempre inician en el tallo vascular y a medida
que le enfermedad progresa, las areas mesangiales se expanden, y acaban por ocupar
totalmente el glomérulo. En la glameruloesclerosis nodular o enfermedad de Kimmelstiel-
Wilson 1as lesiones tienen la forma de masas hialinas ovoideas o esféericas, situadas en
1a periferia del glomeérulo, en el nucleo mesangial de los Iobulos glomerulares; la lesion
no afecta a todos los Iébulos del glomeérulo. Estos nodulos son PAS positivos y contienen
lipidos y fibrina; a medida que la lesion progresa, los distintos nodulos aumentan de
tamano y terminan por comprimir y rodear a los capilares, obliterando al ovillo glomerular
(386, 43).

En pacientes humanos, se ha observado una correlacion entre la retinopatia y la
nefropatia diabéticas; cuando !a enfermedad renal ha progresado a estado nefrotico, 1a

retinopatia de evidencia clinica es importante (15).



EUROPATIA

La incidencia de neuropatia oscila entre el 5 y 80% (26, 56), la forma mas
frecuente de neuropatia es la periférica simétrica de los nervios motores y sensnlivos_ s la
polineuropatia sensitiva (56) que consiste en entumecimiento y parestesis se presenta
con mayor frecuencia en los pies, también son frecuentes las paralisis de los nervios
craneales !l y VI. En pacientes con neuropatias moderadas, algunos indicios clinicos de
la disfuncién auténoma pueden manifestarse come trastornos de la motilidad
gastrointestinal. disfuncion de ia vejiga. impotencia sexual, hipotension. trastomos de la
funcion pupilar y de las glandulas lacrimales (24, 56). En los animates diabéticos
raramente se observa neuropatia autdbnoma (28, 29), sin embargo, en perros y gatos
generaimente se presenta una polineurcpatia distal simétrica, que afecta primero a los
nervios pelvianos (39).

patia y neuropati i no son tan frecuentas en los

La retinopatia, nefr
animales domeésticos; lo anterior se explica por el tiempo que transcurre antes de que se
observen las manifestaciones clinicas de estos sindromes. Se ha visto que estas
complicaciones estan estrechamente ligadas a ja hiperglucemia, por lo que un control
estricto de los niveles de glucosa en sangre retrasa el desarrollo de las complicaciones

diabéticas (55).

Para explicar la relacidon entre el grado de hiperglucemia y las complicaciones
que se presentan, se han descrito dos mecanismos principales:

fucemia intracelular con alteracion de la via de los tioles.

£n aigunos tejidos que no requieren de )a insulina para transportar a la glucosa,

nervios, cristalino, epitelio tubular renal y vasos sanguineos, al existir hiperglicemia se




presenta un incremento de la glucosa intracelular, este exceso se metaboliza a sorbitol y
fructosa, cuyo acumulo provoca un aumento en ia osmolaridad intracelular, provocando
daftio por entrada de agua. Este mecanismo puede ser responsable de la neurcpatia
periférica y de microaneurismas retinianos por dafio a las células de Schwann y a los
pericitos capilares retinianos respectivamente. £n el cristalino, la entrada de agua por
mecanismo osmaotico da lugar a tumefaccion y opacidad (19, 20)
2. Glicosilacidn no enzimatica

Es el procesoc por el cual. la glucosa por medio de adicion nucleofilica se une al
grupo amino de las proteinas: el grade de glicosilacion no enzimatica guarda retacion
directa con la glucemia, esta reacciéon forma un producto que se conoce como base de
Schiff, este es inestable y puede estar en equilibrio por vanas semanas, formando
posteriormente derivados de la glicosilacion denominados compuestos Amadori. Los
grupos Amadori pueden unirse a las proteinas de larga vida como la colagena de
paredes vasculares, y. sufrir una serie de transformaciones quimicas que dan iugar a
productos finales de la glicosilacion (AGE), estos pueden ligar proteinas no glicosiladas,
formando anlaces cruzados irreversibles entre molécutas proteicas adyacentes. Cuando
proteinas plasmaticas como fa alburmina se ligan a la membrana basal glicosilada, son
responsables en parte. del engrosamiento de ésta, lo que contnbuye al desarroilo de ia

microangiopatia (8.10, 20, 33, 48, 83)

Ya que el aumento de los productos endogenos de la glicosilacion no enzimatica
juegan un papel impornante en las complicaciones de ia diabetes. aigunos investigadores
se han dado a |a tarea de buscar nuevas opciones para bloquear quimicamente este
proceso y con eilo prevenir o disminuir el riesgo de complicaciones en la DM, con este
fin se han utilizado aminoacidos comeo la aminoguanidina, la glicina y la taurina que son

capaces de actuar como compuestos que inhiben la formacion de productos de la



glicosilacion avanzada (AGE) y la farmacion final de enlaces cruzados irreversibles entre

proteinas o moléculas de éstas (1,3,5,8,32,59,64).
itica que permita poder evitar o aminorar los

Con ei fin de blecer una ter;
daifos en los diferentes drganos afectados por ia DM y con esto poder dar una mejor
calidad de vida al paciente diabético, se desarrolid un modelo experimental de diabetes
mellitus en ratas. a las que sa les suplementd glicina para observar el probable efecto

“pratector” de este aminoacido sobre las complicaciones diabéticas, (1,3,4,5,16,25,64).



OBJETIVOS

A) Observar los cambios histoldgicos en el rifién, pancreas, ojo e higado de
.ratas sometidas a un proceso de diabetizacién experimental con estreptozotocina
(STZ). en comparacion con lo que se observe an ratas no diabetizadas.
B) Determinar si éstaos cambios corresponden a los descritos en la diabetes
mellitus.
C) Evaluar si el tratamiento con glicina durante 8 meses, produce disminucion
en el tipo y grado de las lesiones observadas en el modelo de ratas diabéticas, en

comparacion con un grupo de ratas diabéticas sin tratamiento.
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HIPOTESIS

Etl tratamiento con glicina en ratas diabéticas disminuira los dafios morfolagicos

a nivel de rifdn, higado. pancreas y ojo, que las que no recibieron este tratarmiento.
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MATERIAL. Y METODOS

Se evaluaron 3 diferentes grupos de ratas Wistar (Ratfus rattus), machos, de 3
me‘ses de edad y con un peso promedio de 310 g, con un nivel promedio de glucosa en
sangre de 102.2 = 14.4 mg/di, mantenidas en condiciones de bioterio siguiendo los
lineamientos de !a Guia Norteamericana para el uso y cuidado de los animales de
laboratorio {(58).

Cada grupo consté de 6 animales asignados en forma aleatoria e identificados
comao a continuacion se exptica:

Grupo |, CONTROL ratas clinicamente sanas que no fueron sometidas al proceso de
diabetizacion experimental ni recibieron ningun tratamiento farmacologico.

Grupo i, ratas DIABETIZADAS que no recibieron tratamiento.

Grupo lil, ratas diabetizadas con TRATAMIENTO

Para obtener el modelo de ratas diabéticas, en los grupos i y Il se les aplico
una dosis unica de estreptozotocina (STZ) (50 mg/kg de peso), diluida en agua destilada
estérit por via intramuscular (1. 8, 9, 32).

Para asegurar que efectivamente los animaies presentaban diabetes, a las 3
semanas post-inyeccion de STZ, se valoraron ios niveles de glucosa en 1a orina, y al
confirmarse su excrecion por esta via se inicid el tratamiento a ios animales del grupo I,
éste tratamiento consistic en ila administracion de glicina al 1% disueita en el agua de
bebida, la cual tes fue suministrada ad libitum durante lIos 6 meses de evolucion del
modelo experimental (8. 9, 64).

tos tres grupos de ratas fueron mantenidos bajo las mismas condiciones
ambientales y de alimentacion, proporcionandoies alimento comprimido comercial y agua
ad libitum.

A los 8 meses posteriores a la inyeccion de STZ, los animales tanto diabéticos

como los de) grupo control, fueron sacrificados mediante sobredosis de pentobarbital
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sadico ip., y después se realizé 1a necropsia de cada uno de éstos, para evaluar si se
presentaron cambios a nivel macroscopico; se tomaron muestras del higado, rifiones,
pancreas, y 0jo, las cuales se colocaron en frascos con solucién amortiguada de
formalina al 10% para su fijacion. Dichas muestras se procesaron para su inclusion en
parafina y se realizaron cortes de 4 pm de grosor y en el caso de rnAdn de 3 pm (65). se
tineron con hematoxiliina y eosina (HyE) y fueron mantados en portaobjetos, para ser
observadas en el microscopio fotonico. En los casos que se requirio se utilizaron
tinciones especiales de histoquimica (tricrOmica de Masson y acido peryédico de Schiff

(PAS)(1. 2. 21, 40, 43, 52, 64).

Evajuacion histoldgica

Los aspectos morfologicos a evaluar en cada uno de los diferentes organos
fueron los siguientes:
Rifon

Se realizé una evaluacién cuantitativa de la presencia de glomeruloescierosis,
esto se hizo revisando 80 glomérulos por rifién, lo que hace un total de 480 glomérulos
por grupo de estudio, y exprasando el resultado en porcentaje (5, 66). Otras alteraciones
se evaluaron en forma cualitativa, como fueron: la tubulonefrosis, 1a presencia de
depdsito de glucégeno (células de Armani-Ebstein), que se observa como cambio
hidrépico en las células del epitelio tubular y asa de Henle (2, 40, 64). Y por ulitimo se
busco pielonefritis (como dailo secundario).

Esta evaluacidn se realizo asignando a la lesion un numero del O al 3 con la

siguiente equivalencia: O= ausente, 1= leve o minima, 2= moderada y 3= severa o grave;

dependiendo de! grado y de la extension, ptuando la osis que fue

evaluada cuantitativamente.




Pancreas Enddcring

Se busco necrosis, fibrosis, cambio hidrépico & vacuoclizacion (1.21,52).
Qio

Se realizé evaluacidn macroscopica del cristalino, que consistid en la
apreciacion cualitativa del grado de opacidad. A nivel histologico, se revisé la presencia o
ausencia de microaneurismas en los capilares retinianos (43).

Higado

Se determind la presencia de cambio graso. (2. 21).

Las alteraciones en pancreas endocrino, ojo e higado fueron evaluadas

cualitativamente mediante una escala del O al 3 con la misma equivalencia descrita

anteriormente

ANALISIS ESTADISTICO

Para establecer si la presentacion de glomeruloesclerosis era diferente entre los
3 grupos, se realizdé un analisis de varianza (ANDEVA) (13, 37, 52) y posteriormente
pruebas de comparacion muitiple de Bonferroni para establecer entre cuales de los
grupos existieron diferencias
Para comparar las diferencias en el grado de lesiones de los demas érganos, dado que
se tratd de una evaluacion cualitativa, se aplicaron pruebas no paramétncas como
Kruskal-Wallis, para comparaciones entre los 3 grupos. Y para determinar diferencia
entre dos grupos se usé ia “U” de Mann-Whitney (equivalente de la "t" no pareada) (13,

37, 52).

En todos los casos una p menor a 0.05 fue considarada como significativa.
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RESULTADOS
HALLAZGOS DEL ESTUDIO POR GRUPO

R 1 NTR

El peso corporal promedio inicial de las ratas fue de 350 g + 36 g, y el fina!l fue
de 595 £ 73 g. En ninguno de estos animatles se observaron lesionas macroscopicas en
los 6rganos, salvo en un caso, que mostro leve opacidad del cristalino.

A nivel microscépico en AiRodnN, se observd glomerulocesclerosis en 139 de los 480
glomérulos revisados (29%). ademas en 1de € animales se aprecid necrosis tubular leve
y en 2 de ellos hubo también pielonefritis focal leve.

En el pancreas. 2 de 6 ratas mostraron pequefios focos de necrosis en grado
teve, y en 4 de ellas, se vieron pequefas areas de fibrosis no siempre localizadas en

pancreas endocrino.

GRUPO I (DIABETIZADAS SIN TRATAMIENTO)

£1 peso corporal promedio inicial de las ratas fue de 420 g + 15 g. y el final fue
de 287 x 55g. .

Macroscopicamente, la unica alteracion fue opacidad del cristalino, la cual se
observé en todos los animales de este grupo, en 3 fue en grado leve y en las otras 3 fue
moderado.

Microscopicamente en el rifion, 345 de 480 glomérulos (72%) presentaron
glomeruloesclerosis. En 3 de B ratas se observo necrosis tubular lave y en el resto
necrosis tubular moderada. Dos ratas mostraron degeneracion hidropica del epitelio
tubular y asa de Henle en grado moderado y las otras 4 en grado severo. Sélo en una
rata se observd pielonefritis leve. En el pancreas hubo necrosis focal leve en 1 de 6
animales, en 2 de 6 fue de grado moderado y en otras 2 severo. Todas presentaron

vacuolizacién de las células de los islotes, 2 en grado leve, 3 moderado y 1 severo. En 2
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se observo atrofia de los islotes en grado leve y en las restantes esta atrofia se

considerd de grado moderado.

En los capilares del ojo se apreciaron microaneurismas en 4 de las 6 ratas.
En el higado se observaron datos de regeneracién, los cuales se caracterizan por
hepatocitos binucleados y reactivos, casi siempre con distribucion periportal.

GRUPO I (DIABETIZADAS TRATADAS CON GLICINAY
El peso corporal inicial promedio del grupo fue de 302. g + 480 g., y el final fue

de 363 g4 + 28 g. Macroscépicamente se encontré opacidad del cristalino en 2 de las 6

ratas en forma leve y en una moderado.
Microscopicamente, en el nfion 331 de 480 glomérulos (68%) presentaron
esclerosis. En todos los animales se observé necrosis tubular, en 5 fua de grado leve y
en una moderado. Una rata mostro cambiao hidropico en epitelio tubular en grado leve. 4
en grado moderado y una severo. Se encontré pielonefntis focal leve en 3 de ias 6 ratas.
En el pancreas se observd necrosis de los islotes en grado leve en 2 ratas,
moderada en 3 y severa en 1. Hubo fibrosis de los islotes de grado leve en 3 de 6

casos, y moderada en 1 de los 6. La vacuolizacion en células de los islotes fue

moderada en 4 casos y en los 2 restantes fue de grado severo
En los capilares del ojo se observé uUnicamente que una rata presentd

microaneurismas

En higado solo se observaron datos de regeneracion.

EVALUACION ESTADISTICA POR ORGANQ POR GRUPO.

RINON
La glomeruloesclerosis que con mayor frecuencia se cbservo fue de tipo difusa,

el promedio de glomeérulos que mostraron esta lesidon en cada grupo, fue el siguiente. en

el grupo de ratas diabetizadas que no recibieron tratamiento 72 +8 y en el grupo de ratas



diabetizadas tratadas con glicina en el 89 =15, no habiendo diferencia significativa
soélo se observd un

ambos grupos, mientras que para las ratas del grupo control

promedio de 29 + 15 glomeérulos afectados. Al comparar [os grupos de ratas diabetizadas

sin tratamiento y tratadas con glicina contra las del grupo control, ambos grupos

mostraron un numero significativamente mayor de glomeérulos con esclerosis, que este
ultimo (p<0.01) (figura 1).

El grado de infiltracion por glucégeno en las células del epitelio tubular renafl, fue
significativamente mayor para el grupo de ratas diabetizadas que para el grupo de ratas
control (p<0.007), y también fue mayor en las diabetizadas sin tratamiento, que en las

tratadas con ghcina (p<0.05). Cuando se comparo a! grupo de ratas control con las ratas

diabetizadas tratadas con glicina, no hubo diferencia icamente signi

(figura 2).
En el casoc de ia necrosis tubular. ésta fue significativamente mayor en el grupo

de ratas diabetizada sin tratamiento que en e! control (p<0.009). En las ratas tratadas
con glicina, también se encontro mayor grado de necrosis tubular que en las del grupo
controi (p<0.01). Al comparar los grupos de ratas diabetizadas sin tratamiento y ratas
diabetizadas tratadas con glicina no se encontré diferencia (figura 3).

Cuando se observo pielonefritis, ésta siempre fue focal y de grado leve. y el

analisis estadistico no mostré diferencia entre ios tres grupos (figura 4).

PANCREAS

El grado de vacuolizacion en las células de los islotes pancreaticos fue mayor
para el grupo de ratas diabetizadas que no recibieron tratamiento en comparacion con
las ratas del grupo control (p<0.015), y al comparar a las ratas suplementadas con glicina
con las del grupo control también fueron significativamente diferentes (p<0.01), sin

embargo, al comparar entre las ratas diabetizadas que no recibieron tratamiento y las
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suplementadas con glicina no hubo diferencia (figura 6). ElI grado de necrosis
pancreatica fue mayor para el caso de los animales diabetizados que no recibieron
tratamiento en comparacion con tos de! grupo control (p<0.01); las ratas tratadas con
glicina también presentaron diversos grados de necrosis del pancreas los cuales no
fueron estadisticamente diferentes a las diabéticas que no recibieron tratamiento (figura
8} La fibrosis no fue un hallazgo contundente. y se observo en forma aislada y de grado
leve en animales de los grupos control y diabetizadas tratadas, sin que se viera en
ninguno de los diabetizados sin tratamiento. sin embargo no hubo diferencia estadistica
(figura 5). En cuanto a la atrofia de los isiotes se comporto de la siguiente manera: el
grupo de ratas diabetizadas que no recibieron tratamiento, al igual que las ratas
supiementadas con glicina fueron significativamente diferentes al comparartos por
separado con el grupo de ratas control (p<0.02); pero al comparar a estos dos grupos no

fueron estadisticamente diferentes entre si (figura 7)

QIO

La opacidad del cristalino no fue estadisticamente diferente entre el grupo de
ratas diabetizadas sin tratamiento y las tratadas con glicina (p>0.05). sin embargo
comparando estos dos con el grupo de ratas control, ambos estuvieron estadisticamente
mas afectados (p< 0.01) (figura 9).

Los microaneurismas se observaron en 5 de los 18 animales, de los cuales 4
pertaenecian al grupo de ratas diabetizadas que no recibieron tratamiento y una rata al
grupo de ratas diabetizadas suplementadas con glicina. Al comparar a los grupos sélo
hubo diferencia unimarginal entre el grupo control y el de ratas diabetizadas que noc

recibieron tratamiento (figura 10).




HIGADO

No se observd diferencia importante en los tres grupos de ratas con respecto a
cambio graso. Todas las ratas presentaron lipidosis leve y de forma focal, anicamente un

animal del grupo de ratas diabetizadas sin tratamiento presentd cambioc graso en

hepatocitos de grado moderado.



DISCUSION

Las complicaciones sistamicas en la DM suelen ser las causas prnincipales de la
monalidad en los sujetos que la padecen. En la mayoria de los pacientes con DM mayor
a 10 afos de evolucion, con frecuencia se observan alteraciones morfolégicas en las
membranas basales de los pequefos vasos (microangiopatia) del ojo, rifién y pancreas.
en donde ademas se deposita amiloide, asi como manifestacioneas clinicas y disfuncion
de estos mismos organos (48 por este motivo diversos investigadores se han dado a la
tarea de reproducir a la DM en modelos experimentales, para poder explicar la
fisiopatologia de la DM. conocer las lesiones en los diferentes organos afectados y
buscar alguna alternativa para prevenir o retardar las complicaciones.

£n nuestro modelo experimental de diabetes nos planteamos el utilizar a la
glicina como tratamiento y con ello poder establecer, por medic de la evaluacidon
histotogica, si en verdad tiene efectos protectores o no. en diferentes organos, o si logra

reducir algunas de las complicaciones tardias de la diabetes,

ALTERACIONES RENALES

Una de las principales complicaciones de la DM es la glomeruloescierosis, en el
presente estudio tal como se esperaba, los dos grupos de ratas diabetizadas mostraron
evidentes alteraciones glomerulares, observandose esclerosis en el 72% de los
glomeérulos de las diabetzadas no tratadas y en el 69% de las diabetizadas
suplementadas con gticina. en cambio, en el grupo de ratas control estas alteraciones
fueron mimmas (s6lo se apreziaron en un 29% de los glomeérulos), lo gue indica que
nuestro modelo experimental si logra reproducir con éxito esta fesion, en cuanto al tipo
de glomeruloesclerosis. ésta fue de tipo difusa, como se reporta en la mayoria de los
animales domesticos (7.312242), y al comparar con humanos diabéticos la

glomeruloesclerosis predominante es de tipo nodular (2,43,48). La suplementacion con
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glicina no mejoro, ni disminuyo la presentacion de la glomeruloesclerosis, 1a cual fue muy
similar en extension a la de las ratas diabetizadas sin tratamiento, esto probablemente se
debe a que ia via de administracion oral no fue la adecuada. Esto se fundamenta con
estudios recientes en los que no se ha encontrado diferencia significativa entre el grosor

de la membrana basal glomerular de ratas diabetizadas con STZ sin tratamienta y

tratadas con aminoguanidina por via oral, en cambio si la aminoguanidina as

administrada por via subcutanea en estos mismos grupos hay una gran diferencia,

siendo menor el engrosamiento de la membrana basal glomerular en los animales

tratados (47).

Cuando existe glucosuria, el glucdégeno se deposita en el epitelio de las
porciones rectas terminales de Jos tubulos contorneados proximales y distales (7) y en
las zonas contiguas a las asas de Henle. En nuestro modelo experimental se observo
que el grado de infiltracion por glucogeno en el epitelio tubular renal. fue notabiemente
mayor en el grupo de ratas diabetizadas sin tratamiento que en las diabetizadas que
recibieron glicina y en las de! grupo control, es decir, que la suplemeantacion con glicina
togra disminuir la infiltracion por giucogeno en las céluias epiteliaies. El hecho de que no
se haya observado depdsito de glucogeno en tubulos renales de las ratas que recibieron
tratamiento, podria deberse a que disminuyo la glucosuria y uno de los motivos para que
asto ocurra puede ser ja disminucion de ios niveles de glucosa en sangre. lo que resuita
muy novedoso en este trabajo, ya que aun no estd bien establecido el como actua la
glicina en este sentido, algunos autores mencionan que puede funcionar como
hipoglucemiante (1, 6, 64) al mejorar el metabolismo de la glucosa, aunque otros han
encontrado que la glicina puede ser un agente neoglucogénico y no le atribuyen
propiedades hipoglucemiantes (5). De acuerdo a datos reportados en ia literatura, la

glicina previene ia formacién de hemoglaobina glicosilada, es decir impide que la glucosa
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se una a la hemogiobina irreversiblemente, al igual que lo hace con otras proteinas;
también se menciona que la glicina favorece la utilizacion de la glucosa, transforrandola
en glicosil—-glicina. Parece ser que el metabolismo de la glucosa en el hematie no
depende de insulina y que la cantidad de hemoglobina glicosilada en sangre esta
estrechamente ligada a ios niveles de glucemia (5,44}

La pielonefritis es otra alteractdn frecuente en pacientes con diabetes (sin estar
bien determinada su patogenia), sin embargo, €n nuestro trabajo éste no fue un hallazgo
consistente y cuando se observo, siempre fue focal y de grado leve. ademas de que al

comparar a los tres grupos no hubo diferencia, por o que no guardo relacion con el
estado de diabetes. probablemente ios animales cursaron con alguna infeccion
subclinica no perceptible cuando se practico el examen fisico al intcio del experimento
Las ratas diabetizadas mostraron mayor grado de necrosis del epitelio tubular en
contraste con las controles en las que practicamente estuvo ausente este lesidén. no se

observo que el tratamiento con glicina tuviera un efecto "protector’ contra esta lesion, ya
que también en las ratas tratadas hubo tubulonefrosis, presentando un aspecto
histologicq semejante a las diabetizadas sin tratamiento. A diferencia de la pielonefritis.

la necrosis tubular no se menciona en la literatura como una lesién frecuente en la

diabetes. por lo que pensamos que la necrosis puede deberse a la disminucion del

aporte de oxigeno al epitelio tubular por isquemia.

ALTERACION EN LOS ISLOTES PANCREATICOS
Como era de esperarse en nuestro modeilc experimental. los grupos de ratas

diabetizadas con y sin tratamiento fueron significativamente diferentas al grupo de ratas
control. en las que practicamente no se observaron lesiones en el pancreas endocnno,

con lo que comprobarmos que la STZ es capaz de causar necrosis de las células beta y

ae desencadenar DM (1.3.5,18.20,27.32).
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El grado de vacuolizacién (depodsito de glucogeno) de las células B observado en nuastro
modelo expernmental tambien fue mayor para los grupo de ratas diabetizadas
independientemente de si recibieron ¢ Mo tratamuento con glicina, en comparacion con
las ratas del grupo control, cuyos slotes no fueron dafados por la STZ. La Wteratura
marca que los trastornos hidropicas (vacuolizacion). constituyen el primer paso aunque
reversible de la destruccion de los islotes. generaimente esta lesidon se encuentra
presente en pacientes diabéticos no tratados con un tratamiento inadecuado o
comatosos (2). El citoplasma de la celuia 3 pnmero sufre una vacuolizacion, que mas
tarde desaparecera. y solo quedaran visibles los nucleos y membranas celulares
Estudios histoquimicos han demostrado que dichas vacuotfas contienen glucégeno en
iugar de lipidos o liquidos como antguamente se pensaba (2,7.31,43); por o que
podemos inferir que ios animales que presentaron un grado de lesion leve o moderada
pudieran estar en una fase inicial de dano celular y los animales que tenian un grado de
lesion severo ya estuvteran en proceso de muerte celular y contindan asi con la necrosis.
Por otro lado segun lo citado por Anderson (2), cuando existe un tratamiento inadecuado
de la DM se presentara vacuclizacibn de las células 3, probablemente este hecho se
presentd en nuestro estudio y por consiguiente no hubo diferencia significativa entre los
animales diabetizados con y sin tratamiento. La glicina solo actua disminuyendo el nesgo
de la microangiopatia pero no es estnctamente un hipoglucemiante, Qque como se sabe
se requiere administrar para el tratamiento y contro! de |la diabetes (5).

En nuestro modelo expenmental de DM ningun animal de los tres grupos
presentd deposito de amiloide, 10 que concuerda con que el hallazgo histologico
caracteristico observado en las fases cronicas de la OMNID en fos humanos, pnmates y
gatos es la acumulacion de amiloide en los islotes pancreaticos, que se observan hasta

en un 20% de las personas diabéticas EI principal componente del amiloide es una
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hormona pancreatica: el polipéptido amiloide de islotes (PPAI), conocido también como
amilina (12,28,30,48,60,61), para que se produzca el depOsito de esta proteina es
necesario que se cumplan dos condiciones, la primera que la amilina posea una
secuencia de aminoacidos especifica, ya que la propension a formar fibrillas depende de
esto, y la segunda es la sobreproduccion de amilina en los islotes; las ratas y ratones
tienen una secuencia arminoacidica distinta en la regidén amiloidogénica de la amilina y no
desarrollan amiloidosis pancreatica asociada a diabetes (4,23,45), por lo que podemos
concluir que tedavia hace falta investigar mas acerca de la amilina en otros modelos
experimentales, para poder asi tener la posibilidad de saber con certeza que papet
desempefia en la patogénesis de la DMNID y con esto llegar a una terapéutica mas

eficiente para el paciente diabético.

El grado de necrosis observado en los islotes pancreaticos de nuestro modelo
resulto como se esperaba: fue mayor en los animales de los das grupos que fueron
diabetizados (hayan o no recibido glicina) que en los animales del grupo control, y
aunque la necrosis de los islotes pancreaticos no es un hallazgo tipico de la DM, puede
desarrollarse tras la degeneracion hidropica, o como consecuencia de una infiltracion

linfocitaria o inflamatoria (2,43,48)

La fibrosis puede desarrollarse también tras la infiltracién por glucégeno o la
necrosis del epitelio insular. Pero incluso en los casos avanzados, hay poca extension de
Ia fibrosis hacia el tejido acinar adyacente (2). En nuestro trabajo ésta no fue un hallazgo
contundente. En cuanto a la atrofia de los islotes no se describe como una lesion
constante o de significancia en la diabetes, mas bien es resultado o respuesta a la
necrosis preexistente en pancreas. En nuestro modelo experimental no se encontrd

diferencia a! hacer comparaciones entre los tres grupos de estudio, por Io que sa puede
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inferir que la atrofia de isiotes en este modelo experimental no tuvo correlacién con la

condicion diabética de las ratas.

ALTERACIONES EN QOJO

En nuestro modelo experimental el grupo de ratas diabetizadas sin tratamiento
mostré en su mMayoria microaneurismas (67%), en tanto que en aquellas que fueron
tratadas con glicina solo en el 17% del grupo se observé esta lesion y estuvo ausente en
el grupo control. Ningun animal presentd aiguna otra aiteracion de las mencionadas en
1a literatura que corresponden a la retinopatia; pero las lesiones observadas en nuestros
animales pueden entrar dentro de la retinopatia no proliferativa. La literatura cita que

aproximadamente la mitad de los pacientes que cursan con microaneurismas retinianos

tienen ién glomer osis nodular. El grado y extension de esta lesién en
pequefnas especies, son laves en comparacion a los observados en pacientes humanos,

Héti

no es ia sufi ite para

¥y esto puede deberse a que la sobrevida de los perros di
desarrollar Ja retinopatia o para que flegue a ser evidente clinicamente (38,48). El hecho
de que algunas ratas presentaran glomeruloesclerosis junto con microaneurismas, hace
que este modelo se acerque mas a lo que se ha descrito en personas con DM y quiza
so6lo se hubiera requerida un poco mas de tiempo de evolucién de la condicion diabética
en este modelo, para que se pudiera presentar mas clasica la retinopatia, ©
probablemente al igual que sucede en los perros, las ratas no alcancen la edad en que la

retinopatia sea de importancia clinica.

ALTERACIONES EN HIGADO
En el higado de! paciente diabético se han observado varias lesiones
histopatolégicas como son el deposito de glucégeno, el higado graso, la fibrosis y en

algunos casos muy cronicos se ha observado la presencia de cimmosis (2,7,19,31). La
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alteracion mas frecuente encontrada en el higado de pacientes con DMID, es el aumento
del deposito de glucageno en hepatocitos, secundaria a un exceso de insulina exédgena;
en nuestro modelo no se observo esta lesion ya que no les fue suministrada insulina
exogena a las ratas. Otro hallazgo constante en diabéticos es el higado graso que es
mas frecuente en la DMNID y esta estrechamente relacionado con la obesidad mas que
con ila hiperglucemia, por lo que puede corregirse eliminando el exceso de grasa y
carbohidratos en la dieta (48). En cambio en pacientes con DMID, el adecuado control de
la glucemia es el factor mas importante en el tratamiento del higado graso. En la
iiteratura vetennara, no hay estudios especificos, que definan con mas detalle las
posibles etioiogias de las alteraciones hepaticas asociadas a la diabetes. sin embargo
Gepts en una revision de algunos casos demostro que el higado graso constituia el
haillazgo histopatolégico mas frecuente (16).

Unicamente un animal del grupo de ratas diabetizadas sin tratamiento presentd
cambio graso en grado moderado:. en el resto de los animales de los tres grupos, casi
todas presentaron pequencs focos de lipidosis sin que esto se pueda considerar como
significativo. La explicacién del por qué ninguno de los animales desarrollé un higado
graso se puede deber al tiempo de evolucién de la condicion diabética. ya que
generalmente este hallazge se observa en casos cronicos, y a que las ratas de nuestro
modelo experimental nunca presentaron cbesidad, que es otra condicidon para que s

pueda presentar e! higado graso
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CONCLUSIONES

= El modelo de diabetzacion con estreptozotocina /./m. en ratas logré reproducir
aunque de forma leve, las lesiones histoldgicas que se observan en rAon, pancreas y ojo
descritas en los humanos con diabetes mellitus. sin embargo no se observo higado
graso.

« La supiementacion con glicina (por via aral) en ratas diabetizadas logrd
disminuir lesiones como la acumulacion de glucoégenc en tubulos renales y la formacion
de microanaurismas en #l ojo

= Dado que los animales diabetizados tratados con glicina, mostraron menor
perdida de peso corparal y menor grado de lesiones histologicas que las no tratadas, se

puede considerar a la glicina como ceadyuvante en el tratamiento indicado de la

diabetes.
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FIGURA 2
CAMBIO HIDROPICO EN
TUBULOS RENALES
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FIGURA 3
NECROSIS TUBULAR
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FIGURA 4
PIELONEFRITIS
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FIGURA S
FIBROSIS PANCREATICA
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FIGURA 6
VACUOLIZACION DE CELULAS
BETA EN PANCREAS
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FIGURA 7
ATROFIA DE ISLOTES
PANCREATICOS
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FIGURA 8
NECROSIS PANCREATICA
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FIGURA 9
OPACIDAD DEL CRISTALINO
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FIGURA 10
MICROANEURISMAS
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