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RESUMEN

Con la finalidad de precisar una dosis adecuada de aloxana para la obtencion de un modelo de
diabetes tipe | complicada con gestacion se probaron diferentes dosis de aloxana en el dia cero de la
gestacion, por via intraperitoneal en la rata Sprague-Dowley para fines de investigacion. La dosis diabetogena
minima es de 120 mg/Kg de peso, sin embargo produce mortalidad embricnaria (reabsorcidn) en todos los
casos, al dia 10 de la gestacion. Dosis de 90 a 110 mg/Kg producen diabetes en algunos individuos cuando se
evalua, sin llegar al 80% de los sujetos. Por otra parte, aunque fa frecuencia de malformaciones no fue la
esperada, se pudieron observar malformaciones clisicas v representativas debidas a la diabetes mellitus tales
como exencefalia, defectos del plegamiento, también se encontraron reabsorciones y/o deciduomas con
embriones normales en ambos cuemnos uterinos, mortalidad materna anumentada, alteraciones en los niveles
séricos de glucosa, triacilglicéridos y lipidos totales, aumento o disminucion de la ganancia de peso corporal
materno, llisminucién del tamafio de camada, peso fetal aumentado, etc., en comparacion con los controles.

La dosis de 100 mg de aloxana/Kg de peso fue, en esta investigacion, la que produjo mejores
resultados en relacion a la problematica y objetives planteades. Sin embargo, aunque esos resultados estan de
acuerdo con Angervall (1939) y Solomon (1959), quienes usan la misma cepa de rata y dosis similares de
aloxana, quedan aun muchos inconvenientes por resolver, ademas de realizar mas investigacion al respecto,

antes de poder decir que se ha tenido éxito en el desarrollo del modelo buscado.



L INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad muy conocida desde la antigiiedad, y actualmente
es parte importante de la probiematica de salud publica en el mundo, la que se aprecia en las altas
tasas de morbilidad y mortalidad de las ultimas décadas. La diabetes destaca como causa directa o
indirecta de la mortalidad debidas a ellas en ¢l ser humano. En Estados Unidos afecta a 6 millones
de personas y posiblemente la padecen otros 4 o 5 sin ser detectada (Mahan y Arlin, 1995). En
nuestro pais, la incidencia de morbilidad y mortalidad es igualmente importante, ya que las
limitaciones acerca de su diagnostico y control son semejantes como en casi todo el mundo. Se
estima que casi un 7% de la poblacion adulta es diabética, pero en la mitad de ellos no se ha
diagnosticado, Es la causa més comun de ceguera en los Estados Unidos, y ocasiona el 25% de
todas las enfermedades renales en etapa final cada afio en pacientes diabéticos. Ef indice de
cardiopatias es de 2 a 3 veces mas alio que en pacientes no diabéticos y la esperanza de vida es de
solo 2/3 partes respecto a la de la poblacion general. La diabetes mellitus representa por si misma
un problema muy serio para el hombre, independientemente de sus miltiples repercusiones. Su
importancia siempre ha sido reconocida y se han realizado muchas investigaciones en torno a su
etiologia, con el proposito de reducir las altas tasas de morbimortalidad en todas las etapas de la
vida del hombre, lo que ha proporcionado elementos de gran utilidad para su mejor comprension
y manejo.

La diabetes mellitus o sacarina es una alteracion cronica det metabolismo, ocasionada por
una carencia absoluta o relativa de insulina. Recientemente se le ha caracterizado como un grupo
de enfermedades metabolicas cuyo caricter mas distintivo es la presencia de hiperglucemia. El
sindrome clinico de la diabetes se caracteriza por un deterioro de la capacidad para metabolizar
carbohidratos y grasas, lo cual conlleva a un aumento de la concentracion de glucosa
(hiperglucemia) y lipidos (hiperlipidemia) en la sangre circulante, que finalmente causa
degeneracion vascular prematura. Esta anormalidad metabolica se debe a la secrecion inadecuada
de insulina y/o a la ineficiencia de la disponible. El transporte de glucosa al interior de casi todas
las células depende de la union de la insulina a sitios receptores, localizados en las membranas
celulares. Cuando la insulina no esti en cantidades suficientes, o su eficacia esta reducida, la
glicosa no puede cruzar la membrana celular y se acumula en la sangre, originando

hiperglucemia y glucosuria.



El diagnostico de la diabetes mellitus o sacarina se ileva al cabo mediante la medicion de
la glucosa plasmatica en ayuno, combinada en ocasiones con la determinacion de glucosa
rlasmatica postprandrial, o con la prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT).

Recientemente han sido revisados y modificados los criterios de diagnostico para la diabetes
mellitus (Comité de Expertos para el Diagnéstico y Clasificacion de la Diabetes Mellitus, 1997),
Actualmente el diagnostico de la diabetes mellitus puede ser efectuado si se concurren las siguientes

tres condiciones:

1. Si se presentan sintomas cldsicos de diabetes (poliuria, polidipsia y pérdida inexplicable
de peso principalmente), ademas de una concentracion casual (cualquier momento del dia sin
considerar el tiempo desde la dltima comida) de glucosa plasmatica = 200 mg/dL.

21. Si la glucosa plasmatica en ayuno (FPG, por sus siglas en inglés) = 126 mg/dL, El
ayuno se define como ingestion no caldrica por al menos 8 horas.

3. Si la glucosa plasmatica a las dos horas durante una prueba de tolerancia orai a la glucosa
{OGTT) es > 200 mg/dL. Esta prueba debe ser realizada como lo sefiala la Organizacion Mundial
de la Salud (WHO), usando una carga de 75 g de glucosa.

Se ha identificado un grupo intermedio de individuos caracterizado por tener niveles de
glucosa plasmatica en ayuno entre 110 y 126 mg/dL y es conocido como intolerancia a la glucosa
plasmatica (JFP). La FPG por debajo de 110 mg/dL es considerada norma! y por arriba de 126
mg/dL se da un diagnostico provisional de diabetes, que debe ser confirmado como se indico. La
OGTT también puede ser usada para identificar a estos individuos. Si la concentracion postcarga de
glucosa a las 2h (2hPG) es < 140 mg/dL, se dice que hay tolerancia normal a la glucosa. Si esta
entre 140 y 200 mg/dL, se esta en el rango de intolerancia a la glucosa, y si es 2 200 mg/dL, se da
un diagnodstico provisional de diabetes. Ambas pruebas, FPG y OGTT dan informacién muy valiosa
en relacion al riesgo de ciertas complicaciones de la diabetes tales como las enfermedades micro y
macrovascular y la retinopatia.

La sintomatologia de la diabetes no controlada es muy extensa, y es consecuencia de la
incapacidad de la glucosa para entrar a la mayoria de tas células (supresion celular de la glucosa)
y de su alta concentracién en la sangre, ademas de los esfuerzos del rifion para reducir los valores
elevados de la glucemia. Entre estos sintomas éstan el aumento del apetito (polifagia), de la

miccién (poliuria) y de la sed (polidipsia), pérdida de peso y falta de fuerza. La incapacidad para



equilibrar la diuresis excesiva aumentando la ingestion de liquido origina deshidratacion
desequilibrio electrolitico e incluso cetoacidosis. En la diabetes descompensada, por lo general
hay altos niveles plasmaticos de acidos grasos libres, triacilglicéridos y colesterol (Felig et al.
1989). La alta concentracion de acidos grasos libres se debe a un marcado aumento de su liberacion
a partir de los depositos de grasa, puesto que en la diabetes mellitus, la lipogénesis esta inhibida, y
por lo tanto, no hay una formacion de novo de estos compuestos. El incremento de ia lipolisis se
debe a la pérdida del efecto inhibidor normal que la insulina ejerce sobre una lipasa sensible a
hormonas del tejido adiposo. Ademds la utilizacion disminuida de glucosa resulta en una menor
disponibilidad de glicerol-3-fosfato para reesterificar los acidos grasos dentro del adipocito (Felig et
al. 1989).

En la diabetes, la hipertriacilgliceridemia se debe a un mecanismo mas complejo. En
condiciones normales, las lipoproteinas ricas en triacilglicéridos entran en el plasma como
quilomicrones procedentes de la grasa contenida en la dieta o como lipoproteinas de densidad
muy baja (VLDL) producidas en el higado ¢ intestino. Los acidos grasos son extraidos de estas
fuentes de triacilglicéridos gracias a la lipasa de lipoproteina presente en el endotelio capilar,
dicha enzima es activada por efecte de la insulina. En la diabetes no tratada o mal controlada, la
disminucion de la actividad de la lipasa produce una elevacion de los triacilglicéridos
plasmaticos. El incremento del aporte de los dcidos grasos hacia el higado contribuye tambiéna la
sintesis aumentada de triacilglicéridos, ya que en el higado del diabético no se altera la
esterificacion de los acidos grasos con glicerol. Por lo anterior, el higado del diabético mal regulado
o no tratado es adipose y agrandado, ademas de que presenta hipertriacilgliceridemia, ain cuando la
sintesis de acidos grasos es practicamente nula (Felig et al. 1989).

Cuando la insulina es extremadamente baia, las alteraciones del metabolismo de las grasas
en el tejido adiposo, el higado y el musculo producen la acumulacion de cuerpos cetonicos.
Ademas, la hipercetonemia se debe a la disminucion del uso de cetonas por el misculo. El efecto
limitante normal de la insulina sobre la cetonemia se debe a su capacidad para inhibir la lipélisis,
disminuir la oxidacion de 4cidos grasos a cetonas en el higado y estimular la utilizacién de estos por
el masculo. La deficiencia muy marcada de insulina, lleva a estimular simultdneamente la entrada
de 4cidos grasos al higado y la enzima limitante de su oxidacion {acilcarnitin transferasa) (Felig es
al, 1989).El tratamiento de la diabetes incluye el control de la dieta y la administracion de

hipoglucemiantes orales o insulina, segin el caso, y esta dirigido a conservar la glucemia tan



cerca de su valor normal como sea posible sin causar hipoglucemia. Se han asociado efectos muy
diversos y severos debidos a la hiperglucemia cronica, entre los cuales destacan el dafio a largo
plazo, la disfuncién y la falla de diversos organos, etc. Estas afecciones son principalmente
retinopatia con pérdida potencial de la visién; nefropatia con la consecuente falla renal; neuropatias
periférica y autonoma. La neuropatia periférica puede poner en riesgo al paciente de ulceras del pie,
amputacion y uniones de Charcot, mientras que la neuropatia autonoma conduce a complicaciones
gastrointestinales, genitourinarias, cardiovasculares e incluso a disfuncion sexual. También se
presentan altos indices de cardiopatias tales como aterosclerosis, enfermedad vascular periférica,
cerebrovascuiar e hipertension, ademas de otros trastornos metabélicos. El tratamiento de la
diabetes incluye el control de la dieta y la administracion de hipoglucemiantes orales o insulina,
seglin el caso, y esta dirigido a conservar la glucemia tan cerca de su valor normal como sea posible
sin causar hipoglucemia.

Actualmente, la clasificacion de la diabetes mellitus o sacarina esta fundamentada en base a
la atencidén de criterios acerca de su etiologia y/o patogénesis (Comité de Expertos sobre el
Diagnostico y Clasificacion de la Diabetes Mellitus, 1997); ya que la anterior clasificacion
{National Diabetes Data Group, 1979) se basaba en criterios no uniformes, tales como la edad de
inicio de la enfermedad y la dependencia de la insulina exdgena. La nueva clasificacién estd mas
de acuerdo con el conocimiento actual gue sobre la diabetes se tiene. Esto uitimo es muy
importante, ya que se contempla que una actualizacién acerca de los criterios de diagnostico y sobre
todo una clasificacion mas real resultan indispensables para realizar estudios epidemiologicos y

clinicos. En la Tabla 1 se da un resumen de la nueva clasificacion.

TABLA 1. CLASIFICACION ETIOLOGICA DE LA DIABETES MELLITUS

1. Diabetes tipo 1 (destruccién de las células B, usualmente llevando a la deficiencia absoluta de
insulina).

A. Mediada por un mecanismo inmune. Anteriormente conocida como diabetes

insulinodependiente, diabetes tipo | o diabetes de comienzo juvenil. Resulta de una

destruccién de las células B del pancreas mediada por un mecanismo celular autcinmune



con multiples predisposiciones genéticas, donde también se involucran factores
medioambientales.

B. Diabetes idiopatica. No ttene etiologia conocida, algunos pacientes presentan insulinopenia
permanente con propension a cetoacidosis, pero sin manifestaciones de actividad de algln

mecanismo auteinmune.

11. Diabetes tipo 2 (comprende desde la resistencia a la insulina con deficiencia relativa de la
insulina predominantemente, a un defecto secretorio de insulina con resistencia a la insulina
predominantemente). Anteriormente conocida como diabetes no insulinodependiente, diabetes
tipo 1l o diabetes de comienzo en el adulto. Se caracteriza por la manifestacion de resistencia a la

insulina y relativa deficiencia de insulina. La insulina exdgena no es necesaria para sobrevivir,

I11. Otros tipos especificos.

A. Defectos genéticos de la funciéon de las células B. Se caracterizan por comienzo de
hiperglucemia leve a una etapa temprana (generalmente antes de los 25 aifios de edad)
Anteriormente se conocia como diabetes del joven de comienzo en la madurez (MODY).

B. Defeclos genéticos en la accién de la insulina. Anormalidades metabdlicas genéticamente
detdrminadas asociadas con mutaciones del receptor de la insulina que afectan su accién
(hiperinsulinismo e hiperglucemia moderada a diabetes severa).

C. Enfermedades del péncreas exdcrino. La diabetes se debe a cualquier proceso que
difusamente dafie al pancreas.

D. Endocrinopatias.

E. Inducida por drogas —o sustancias quimicas-.

F. Infecciones. Se han asociado ciertos virus con la destruccion de las células p.

G. Formas no comunes de diabetes mediada por un mecanismo autoinmune.

H. Otros sindromes genéticos algunas veces asociados con diabetes.

V. Diabetes mellitus gestacional




1. DIABETES MELLITUS Y GESTACION

Ademas de otras complicaciones muy comunes de la diabetes mellitus, existen aspectos muy
poco conocidos o que se les ha restado importancia, pero que estan vinculados a tasas altas de
morbimortalidad. Uno de esos aspectos es el del embarazo de mujeres diabéticas y sus
consecuencias sobre la descendencia; estas pueden incluir malformaciones congénitas, abortos y
nacidos muertos. Por otra parte, implican también otras anormalidades caracterizadas como
patologias, que afectan postnatalmente a la descendencia.

Antes de la introduccién de la insulina en 1921, la diabetes durante el embarazo tenia
consecuencias letales tanto para la madre como para el feto. Williams indica en 1909 una tasa de
mortalidad materna del 30% vy de pérdida fetal del 65%. No obstante, aunque ha habido avances
significativos en el conocimiento de la etiologia de la diabetes, asi como en su tratamiento y control,
el caracter genético de esta enfermedad representa todavia un inconveniente por resolver. Por lo
tanto, a pesar de haber conseguido una considerable reduccion en la incidencia de malformaciones y
muertes, ain estas son altas, ya que del 6 al 12% de los hijos de madres diabéticas sufren
malformaciones congénitas de importancia {Miller et af, 1947), lo que equivale a una frecuencia
de 3 a 4 veces mayor que en la poblacion general.

Existe controversia en cuanto a las cifras de malformaciones y de otras consecuencias del
desarrollo embrionario alterado debido a la diabetes mellitus, puesto que, aunque se han descrito
cifras diferentes (Moreno ef al., 1988), se ha seffalado una incidencia aumentada de malformaciones
congénitas, nacidos muertos y abortos en la descendencia de las madres diabéticas (Hunter et
al., 1993). Esta incidencia representa altas tasas de morbilidad y mortalidadneonatal (Rivera et al.,
1993). Las lesiones congénitas afectan al 3% de los recién nacidos en Estados Unidos, lo que
representa el 21% de la mortalidad infantil (Freinkel, 1984). No obstante, la mortalidad perinatal ha
disminuido bruscamente, y en los hijos de madres diabéticas tratadas con insulina en Estados
Unidos, esta-era de 33.3% en los afios 20s, de 6.5% durante el periodo de 1976 hasta 79.
En Editorial (1978) se sefialan malformaciones congénitas severas en el 6.8% de los hijos
de madres diabéticas. Entre 1950 y 1980, la incidencia de defectos al nacimiento de la
descendencia de madres diabéticas no se ha reducido. La frecuencia de malformaciones en

infantes de madres diabéticas es entre 2 a 4 veces mas alta que en la poblacion general, esto es,



del 2 al 3%, y actualmente es la causa mas comin de muerte perinatal en los infantes de madres
diabéticas. Casi la mitad de los hijos de madres diabéticas mal controladas mueren durante el
periodo perinatal a causa de estas lesiones congénitas (Pinter y Reece, 1988). Las malformaciones
congénitas representan ahora la causa mds grande de mortalidad en el infante de la madre
diabética (Goldman et al., 1985).

También se ha sefialado que ciertas alteraciones metabolicas durante el embarazo
(fenilcetonuria, diabetes mellitus tipo 1) estan relacionadas con una mayor incidencia de abortos
al inicio de la prefiez, malformaciones congénitas y retraso mental. El riesgo relativo de alteraciones
metabolicas y/o morfolégicas neonatales es dificil de evaluar debido a la carencia de grupos control
y a que se tiende a comparar con las tasas de morbilidad de la poblacion general de recién nacidos.
Asi, de esta forma se sefiala que ¢! 25% de los hijos de mujeres diabéticas nacen antes de las 37
semanas de gestacion, y que el 11% presenta malformaciones congénitas en mujeres que se

embarazan antes de los 20 aftos de edad (Sadler et af., 1993).

2. TERATOGENESIS

La consideracion de que muchas substancias y factores pueden causar maiformaciones
congeénitas en infantes de madres diabéticas y no diabéticas hace mas compleja esta problematica;
debido a esto la Teratologia puede ser enfocada a varios niveles de estudio: en el caso del embarazo
humano complicado por diabetes, los energéticos ambientales alterados en la etapa temprana del
primer trimestre influyen sobre la organogénesis continea (teratogénesis de organos mediada por
energéticos); la formacion de las células cerebrales durante el segundo trimestre puede ser afectada
por mezclas de energéticos ancrmales y consecuentemente manifestarse en patrones psicologicos o
intelectuales (cognoscitivos) alterados (teratogénesis conductual} o durante el tercer trimestre,
cuando los adipocitos fetales, las células musculares, las células pancredticas y los ejes
neuroendocrinos estin en maxima diferenciacién y proliferacién, pueden ser afectados por la
hiperglucemia o hiperaminoacidemia maternas, aumentando la propension a la obesidad tardia
o a la diabetes tipo 2 (teratogénesis antropométrica o metabodlica), Freinkel er al, 1986, Lo
anterior no significa una division de la teratogénesis en especialidades, es mas bien una
descripcion muy general de ciertos efectos teratogénicos en funcidn de etapas bien definidas

del embarazo.




La investigacion en Teratologia es interdisciplinaria e interdependiente de la que se realiza
en ciencias reciprocamente auxiliares como la Embriologia, la Genética, la Fisiologia, la
Bioquimica, la Medicina, etc.; debido a esto, resulta claro que las limitaciones en estas ultimas
ifluyeron necesariamente en el desarrollo de la Teratologia hasta su estado actual. Aunque se han
logrado avances considerables, no obstante ain faltan muchos mecanismos y aspectos por conocer,
para poder dar soluciones realmente efectivas y definitivas con respecto a la problematica de la
teratogénesis debida a la diabetes. El marco de investigacion de la Teratologia no ha sido facil, ya
que muchas hechos refacionados a los mecanismos naturales de la fisiologia del embarazo eran
desconocidos, tales como las adaptaciones metabolicas al embarazo, la misma etiologia de la
diabetes humana, la fisiologia de muchos intermediarios metabdlicos, asi como sus efectos en

situaciones patologicas, etc.
3 TERATOGE‘NESIS POR DIABETES MELLITUS

Las ancrmalidades producidas durante el embarazo complicado por diabetes, han
suscitado en atencién a la gran importancia que implican, un nimero muy considerable de
estudios acerca de las alteraciones en el metabolismo de los energéticos maternos. La necestdad
de reducir fos altos indices de morbimortalidad debidos a la teratogénesis por diabetes, han
permitido que las investigaciones realizadas tengan buenas perspectivas para la solucion parcial o
absoluta de este problema en un futuro. En los (ltimos 20 afios, se han logrado algunos avances
derivados principalmente de estudios en modelos animales, tanto i vive como in vitro, ademds
de estudios en humanos, que ya se estan aplicando en clinica y que estan dirigidos a, mediante
diversas técnicas modernas (monitoreo de niveles de glucosa, tratamientos de insulina con perfusion
continua, etc.), reducir esos altos indices de morbimortalidad.

La hiperglucemia puede ser inducida experimentalmente en animales de laboratorio
mediante la administracion de aloxana o estreptozotocina, entre otros farmacos, asi como la
extirpacién del pancreas. Aplicando ciertas dosis se pueden obtener grados diferentes de
hiperglucemia. Se define la dosis efectiva como aquella que causa diabetes en al menos un 80%
de los animales tratados (Méndez y Ramos, 1993). Estas substancias inductoras de diabetes
actuan a nivel de los islotes pancreaticos; no obstante, se ha sefialado que no se debe descartar un

posible efecto directo de estos agentes quimicos en la produccion de anormalidades (Cockroft y



Coppola, 1977). Los estudios in virro han proporcionado mucho conocimiento acerca de la
teratogénesis durante el embarazo complicado por diabetes. A finales de los 60s y principios de
los 70s, la introduccion de las técnicas de cultivo de embriones postimplantacionales de mamifero o
técnica de cultivo embrionario total desarrollada en Inglaterra por New (1971) ha dado excelentes
resultados en los estudios mencionados. El uso de esta técnica ofrece muchas ventajas al
investigador, ya que, por una parte, permite un mayor control de variables ambientales, por lo cual
resulta ideal para eliminar las posibles interferencias con el metabolismo materno in vivo. De esta
forma, se pueden probar diversas condiciones experimentales, tales como niimero y cantidad de
substancias para probar sus efectos teratogénicos o protectores, etc, Por otra parte, el método de
New (1971) permite seguir la evolucion de situaciones sinergéticas e imita la condicion in vivo en
cuanto al ambiente embrionario, especialmente con respecto a la glucosa, la cual cruza facilmente la
placenta . La técnica de cultive embrionario total de New (1971) se ha utilizado con diversas
modiﬁcatl:iones, realizadas por el mismo y por otros, para adaptarla a los diversos disefios
experimentales.

Se han propuesto causas muy diversas de las anormalidades inherentes a la teratogénesis
de la diabetes, y a medida que se investiga surgen nuevas implicaciones y posibilidades que
eventualmente estdn permitiendo comprender mejor los mecanismos de la embriopatia y fetopatia
diabéticas. De esta manera se ha logrado relacionar y comprobar la participacion de factores antes
no considerados y a la vez se reafirma la nocion de que la teratogénesis durante el embarazo
complicado por diabetes es de origen multifactorial. Entre las causas propuestas se tiene:
hiperglucemia (Cockroft y Coppola, 1977), hipoglhicemia (Smoak y Sadler, 1990}
hipercetonemia (Sadler et al, 1993), hiperaminoacidemia (Reece et af, 1994), hiperinsulinismo
(Eriksson er al, 1987), hiperémesis, glucosilacion aumentada no enzimatica de proteinas
embrionarias, actividad disminuida de la via de los monofosfato de hexosa debida a la atenuacion
del aumento en la concentracién de 4cido ascorbico, alteracién o inhibicion de la glucdlisis
(Freinkel, 1984), deficiencia del acido araquiddnico y de la sintesis de prostaglandinas (Geldman et
al, 1985), alteraciones en la via del polioi tales como deplecion de mio-inositol y aumento de
sorbitol; es decir, de la via aldosa reductasa (Hod et al, 19896), asi como la participacién de
inhibidores de somatomedina (Freinkel et al, 1986), metales traza (Uriu Hare ef al, 1989), contenido
de proteina y fibra dietarias (Giavini er al, 1993) radicales de oxigeno (Eriksson y Borg , 1991 y
1993), y poliaminas (Méndez y Arreola, 1992); ademas de !a predisposicidon genética,
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4. FACTORES CAUSALES IMPLICADOS EN LA TERATOGENESIS POR DIABETES
MELLITUS

4.1. Hiperglucemia:

4.2, D-Glucosa y otras hexosas

Inicialmente, como es logico suponer, el primer compuesto bajo sospecha de ser causante de
las malformaciones congénitas, nacidos muertos y abortos fue, por supuesto, el energético natural
por excelencia utilizado por los organismos animales: la glucosa. Asi, los estudios in vive o in vitro
fueron disefiados para investigar los efectos dismorfogénicos de esta substancia.

Estudios in vivo con roedores (Watanabe e Ingalls, 1963), conejos (Miller ef al, 1947) y
pollos, permitieron hacer el seflalamiento de que la hiperglucemia puede ser teratogénica, lo cual
fue demostrado por Cockroft y Coppola (1977} en cultivo embrionario de rata en etapa de pliegue
cefalico temprano. Ellos aplicaron 6, 9, 12 6 15 mg/mL de glucosa para evaluar su efecto
teratogénico en la rata. Estas concentraciones representan 4, 6, 8 y 10 veces la concentracién normal
de glucosa en lus roedores (de 1.3 a 1.5 mg/mL) (Sadler, 1993) y fueron utilizadas con o sin
correccion de la osmolaridad. Las concentraciones mas altas de glucosa tuvieron efectos
teratogénicos severos, afectando una alta proporcion de embriones;, mientras que las
concentraciones mas bajas no mostraron efecto teratogénico. Los mayores efectos, sin embargo,
ocurrieron sin correccidon de la osmolaridad a la concentracidn de 15 mg/mL, esta falta de
correccton de la osmolaridad parece aumentar el efecto de la glucosa, es decir, aumentan la
frecuencia y severidad de las malformaciones. Estudios in vitro realizados por Sadler (1980) acerca
de los efectos del suerc de ratas diabéticas sobre la embriogénesis temprana del raton demostraron
efectos relacionados a la edad y la dosis, encontrando que la anomalia mas comun fue la exencefalia
o tnhibicitdn del cierre de tubo neural, ademas de microftalmia, hipoplasia mandibular y maxilar. A
nivel celular se encontré necrosis celular, variacion en ¢l ndmero y espesor de las capas
neuroepiteliales y de la cresta neural y variacion en el indice mitético.

Mediante la comparacion de los efectos embriotoxicos in vitro de diferentes hexosas tales
como D-fructuosa, D-sorbitol, mio-inositol, D-galactosa, D-glucosa y D-manosa; sobre la
organogénesis en la rata (Freinkel et al, 1984), se encontrd que esta tdltima exhibid una

embriotoxicidad mucho mas grande con respecto a las demas, incluso a dosis muy bajas, sugiriendo
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que esto se debe al deterioro o inhibicion de la glucélisis, ya que los organismos son altamente
-dependientes de esta via durante la embriogénesis temprana. Con este estudio, Freinkel sugiere
nuevas vias de investigacidn en la que muchos agentes y factores ain no relacionados o
identificados se podrian considerar por su posible papel en la teratogenésis debida a la diabetes

mellitus.

4.3. Metabolismo del Acido araquiddénico

Se ha relacionado la deficiencia en el metabolismo del acido araquidénico con la
teratogénesis por diabetes (Goldman ef al., 1985; Pinter ef al., 1986). Se ha sefialado una deficiencia
funcional del acido araquiddnico en rata diabética gestante y en cultivo embrionario de ratén. El
mecanismo mediador de la teratogenicidad de la hiperglucemia puede involucrar una deficiencia
funcional de acido araquidénico en una fase critica de la organogénesis. La administracion de acido
araquidénico a ratas diabéticas gestantes in vivo, o su adicién al cultivo de embriones in vitro,
mejora significativamente los efectos dismorfogénicos causados por niveles altos de glicosa
{Goldman et al., 1985). También se ha establecido que el acido araquidénico puede prevenir el dafio
y la embriopatia del saco vitelino debido a hiperglucemia (Pinter ef af, 1986). El acido araquidénico
per se no es teratogenico, ya que se observa un mejor desarrollo embrionario cuando esta presente.
La adicién del acido araguidonico evitd la presencia de malformaciones en conjunto, asi como las
anormalidades microscopicas del saco viteling y el neuroepitelio (Pinter et al. 1988). Esto es de
suma importancia, ya que estudios de cultivo de embriones de rata demostraron que se requiere una
capa intacta del saco vitelino visceral endodérmico para un desarrollo embrionario normal. La
aplicacion de los resultados de estos estudios son de gran interés, ya que se ha indicado que los
pacientes diabéticos con complicaciones vasculares tienen concentraciones séricas bajas de acido
araquiddnico y linoleico, y que la deficiencia de acido araquidonico provoca que la hiperglucemia

afecte més a la vascularizacién.

4.4, Via del poliol

De igual manera, [a via del poliol se ha considerado como importante en la dismorfogénesis
causada por la hiperglucemia (Hod et al, 1986; Hashimoto ef af,, 1990). La hiperglucemia causa
deplecion del mio-inositol libre, y una acumulacion muy considerable de sorbitol intracelular,

ademas de una disminucion en el contenido de proteina y DNA embrionarios totales (Goldman et



al., 1985; Pinter ef al., 1986; 1986, Hod ef al, 1986, Hashimoto ef al., 1990),
Por otra parte, estudios bioquimicos in vitro en la rata han confirmado una alza de mio-inositol en la
etapa de somita temprana, la cual es afectada por la hiperglucemia llevando a la dismorfogénesis

{Weigensberg et al., 1990).

4.5. Inhibidores de aldosa reductasa

Los inhibidores de la aldosa reductasa han permitido prevenir algunos efectos
embriopaticos; va que la deplecion de mio-inositol y el aumento de sorbitel debidos a la
hiperglucemia han sido descritos en muchos tefidos, asi como la reversion efectuada por dichos
inhibidores, encontrando que el sorbinil y el estatil atenuaron significativamente el aumento en
sorbitol en los embriones in vitro de 2 veces a 6 veces, sin modificar la disminucidon de proteina,
DNA y mio-inositol. (Eriksson ef al.|1987).

Se ha encontrado también que la suplementacion de mio-inositol, en la dieta a ratas
diabéticas gestantes, o adicionandole al medio con glucosa donde crecen embriones en cultivo,
compensa la deplecion del mismo y evita los defectos del tubo neural producidos por la
hiperglucemia. Este efecto protector fue revertido por la indometacina, un inhibidor del
metabolismo del acido araquidénico que lleva a la biosintesis de prostaglandinas. Igualmente, la
deplecion de mio-inositol se puede evitar por el tratamiento con insulina, la suplementacion de mio-
inositol proporciona una proteccion parcial contra la dismorfogenésis inducida por la diabetes,
mientras que la insulina protege completamente (Baker ef ¢/, 1986,1990, Hashimoto, 1990),

La falla de la fusidn del tubo neural observada en la teratogenésis por diabetes es mediada a
través de un mecanismo que involucra anormalidades del metabolismo del mio-inositol v del acido
araquiddnico, resultando en una deficiencia de las prostaglandinas en un momento critico de la
fusion de este. No se sabe come la hiperglucemia lleva a una deficiencia del acido araquidénico,
pero se ha establecido la deficiencia del mmio-inositol como un defecto primario del mecanismo
(Baker et al, 1990, Goldman y Goto, 1990).

4.6, Prostaglandinas
Las consecuencias inmediatas de los estudios acerca del acido araquidonico fueron el
considerar a las prostaglandinas como un factor igualmente importante de una etiologia

multifactorial de la embriopatia y fetopatia diabéticas, puesto que el acido araquiddnico es necesario
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para la sintesis de estas biomoléculas (Ericksson ef af, 1987, Backer ef al, 1990 y Goto ef af, 1992).

La observacion de que las prostaglandinas son sintetizadas en células embrionarias de rata y
raton, ha sugerido que pueden ser importantes en la fusién del tubo neural y en la embriopatia
diabética en general (Baker ef al,1990). Se ha sefialado que las prostaglandinas resultan ser
teratdgenas a concentraciones mayores a 2800 nmol/L, y su administracion por diversas vias
durante el embarazo puede causar malformaciones congénitas en ratones. La adicién de PGEz (142
nmol/L) al medio de cultivo provocd un efecto protector completo contra defectos de tubo neural
inducidos por glucosa, no obstante, esto no ocurrié asi con otras prostaglandinas (PGFc, PGh), las
que protegen parcialmente (Baker er al, 1990). Estos resultados fueron confirmados por Goto ef af,,
(1992) cuando adicionaron PGEz a cultivos de embriones totales de raton, en un rango de 0.028 a
28.4 nmol. Sin embargo, la proteccion completa sélo ocurric con 28.4 nmol de PGE: adicionada al
medio con glucosa, siendo también significativa en embriones cultivados en suero de ratas

diabéticas

4.7. Radicales libres de oxigeno

El aumento en la presencia y actividad de radicales libres de oxigeno se ha vinculado con la
produccion de manifestaciones embriopaticas. En apoyo a esta nocién, se ha observado que las
enzimas depuradoras de radicales libres de oxigeno tienen accién protectora contra las
malformaciones congénitas observadas por efecto de la diabetes en estudios in vitro. La adicion de
enzimas depuradoras de radicales libres de oxigeno como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPX); o la citiolona, inductor de éstas, mejord el desarrolio
embrionario en estudios in vitro. La mayor proteccion se observd con la SOD en medios con 10 y
50 veces la concentracion normal de glucosa (Ericksson y Borg, 1991). Las actividades de estas
enzimas fueron de 10 2 100 veces més altas en membranas que en embriones.

La produccién aumentada de radicales libres de oxigeno contribuye a ciertas complicaciones
de la diabetes mellitus, tales como angiopatia, retinopatia, neuropatia y nefropatia. En general, la
participacién de radicales libres se ha implicado en procesos tales como diversos estados
patoldgicos, degradacion de medicamentos, envejecimiento, etc. (Huberman, 1988). También se ha
descrito un mecanismo en el que proteinas glucosiladas enzimaticamente pueden inducir la
generacion de radicales libres de oxigeno (Hunter ef al., 1988).

Se cree que las mitocondrias de los concepti , son el lugar donde los radicales libres de
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oxigeno son generados, en vista de que una sobrecarga de glucosa causaria un flujo aumentado a
través de la cadena de transporte de electrones. Los radicales libres de oxigeno son generados en
presencia de una alta presion de oxigeno, esto lleva a un aumento en el nimero de crestas
mitocondriales, lo que implica una actividad funcional mayor. Los lipidos son afectados por los
radicales libres de oxigeno, los que ocasionan la peroxidacion aumentada de los mismos; esta
peroxidacién produce hidroperoxidos, los que estimulan la biosintesis de prostaglandinas,
inhibiendo a la vez la produccion de prostaciclina.

En otro estudio in vitre por Eriksson y Borg (1993), en el que investigaron la actividad de
los radicales libres de oxigeno inducidos por substrato: piruvato (PYR), D-glucosa, hidroxibutirato
(HBT) v (o.-cetoisocaproato (KIC)), en cultivo de embriones de rata; los efectos teratogénicos
producidos por radicales libres inducidos por estos substratos fueron también atenuados por SOD
adicionada al medio. La suplementacion de 4cido cianohidroxicinndmico (CHC), un inhibidor
reversible especifico no competitivo del transporte de piruvato mitocondrial, al medio de culiivo,
suprimié los efectos teratogénicos inducides por glucosa vy piruvato, pero no fue asi con los
producidos por HBT y KIC. Cada uno de estos substratos oxidativos, que en exceso entran al
metabolismo mitocondrial, puede inducir malformaciones embrionarias (Eriksson y Borg, 1993),

Con base en esto, se hace necesario que el control metabdlico de la embarazada diabética sea
casi perfecto para normalizar las concentraciones séricas maternas de todos los substratos
oxidativos posibles, y asi reducir el riesgo de malformaciones (Eriksson y Borg, 1993). Diferentes
metabolitos intermediarios como el [actato, e piruvato, Jos cuerpos ceténicos y los aminoé4cidos de
cadena ramificada muestran concentraciones séricas aumentadas en la diabetes. Aunque los niveles
de glucosa sean normalizados, otros substratos metabdlicos pueden permanecer anormales

(elevados), incluso en pacientes diabéticos bien controlados.

4.8. Cetosis

La cetosis o produccion de cuerpos cetonicos es una caracteristica clasica de la diabetes
mellitus y ha sido estudiada en cultivos de embriones de la rata (Sheehan ef al., 1983; Lewis et al.,
1985 y Freinkel ef al,, 1986} y el ratdn (Buchannan et al.,, 1994) para investigar si esta relacionada
con la produccién de anormalidades embrionario-fetales y si sus efectos son sinergéticos con la
hiperglucemia. Los datos de estos estudios confirman ambas suposiciones, siendo esto una base

firme para asegurar que la teratogénesis en el embarazo complicado por diabetes es de origen
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multifactorial (Freinkel et al,, 1986; Buchannan ef al, 1994) y reafirmando a la vez la nocién de
teratogenésis mediada por energéticos (Freinkel er al,, 1986).

Los estudios con cuerpos cetonicos llevaron a la conclusion de que otros factores, ademas de
la glucosa y del 3-hidroxibutirato (30HB} explican gran parte del potencial teratégeno del suero
diabético para producir malformaciones, ademas de que la glucosa per se no es una causa principal
de la teratogenicidad del suero diabético. Algunos de los efectos son explicados por el 30HB. La
administracion de insulina causa la disminucion rapida y significativa de la teratogenicidad del
suero diabético in vivo, normatizando las concentraciones de glucosa y 30HB (Buchannan et af.,
1994).

4.9. Inhibidores de somatomedina

Se ha observado también un efecto del suero de ratas diabéticas, debido a la bioactividad de
inhibidorgs de somatomedina, los cuales pueden estar presentes en la circulacion durante la
utilizacién deteriorada de la glucosa. Usando suero normal de ratas del mismo sexo, suero normal
suplementado con glucosa y cetonas, y suero de ratas diabéticas con inhibidores de somatomedina,
se logro evidenciar la severidad del dafio causado por estos Gltimos en cuanto al nimero de somitas,
longitud cefalocaudal y el contenido de proteinas, produciendo ademas un 66% de malformaciones

mayores, €s decir del sistema nervioso central y otras muy severas, etc.(Freinke] ef al, 1986).

4.10. Glucosilacion de proteinas

Se ha seflalado que niveles sanguineos aumentados de glucohemoglobina estén relacionados
con incidencias importantes de malformaciones y abortos espontaneos (Greene ef al., 1989).

La glucosilacion no enzimética de muchas proteinas, incluyendo la fibronectina y la
osteocalcina, resulta en funciones alteradas de éstas, y a la vez, ésto se manifiesta en alteraciones
metabolicas y del crecimiento del hueso. También se han encontrado otras malformaciones en fetos
de ratas diabéticas, tales como, costillas supermumerarias, onduladas, esternén dividido,

hemivértebra, micrognacia, cola ausente, paladar hendido, nariz malformada, disgénesis caudal, etc.

4.11. Efecto de Ia dieta
Se ha descrito que las deficiencias nutricionales, tales como la ingestidn dietaria inadecuada

de zinc en el embarazo humano y animal producen malformaciones. Algunos estudios acerca de la
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gestacion en ratas diabeticas han revelado alteraciones en los niveles de metales traza, sobre todo
del zing, tanto en la madre como en la descendencia ( Uriu Hare, 1989).

Igualmente, se ha sefialado que la deficiencia de zinc por una dieta baja en metales traza, en
ratas gestantes no diabéticas, con predisposicion genética a malformaciones, produjo alteraciones
fetales similares a las que se presentan en la descendencia de ratas diabéticas de esta cepa. Se ha
postulado que una baja concentracidon embrionaria de zinc durante la gestacion puede ser causa,
junto con otros factores, de anormalidades en el desarrollo embrionaric en el estado
diabético(Eriksson et al., 1987). Se cree que esta deficiencia de zinc produce efectos como la
reduccién de la biosintesis del DNA., y de la capacidad para evitar el dafio producido por radicales
libres de oxigeno.

La gestacion de ratas diabéticas se caracteriza por un metabolismo de zinc materno y fetal
alterados, y por una frecuencia mas alta de malformaciones congénitas. Aplicando 3 dietas
diferented: baja, (4.5 mg); adecuada, (24.5 mg) y alta, (500 mg) en zinc durante la gestacion de ratas
diabéticas se ha observado que la dieta baja en zinc tuvo fuertes efectos teratogénicos, mientras que
las dietas adecuada vy alta en zinc no tuvieron efecto negativo sobre el desarrollo fetal (longitud y
peso fetal). Sin embargo, la suplementacion de zinc en la dieta durante la gestacion complicada con
diabetes no revierte la frecuencia de malformaciones. Las concentraciones hepéaticas de zinc, cobre
y metalotionina en fetos de madres diabéticas fueron mas bajas que en los de madres control. En
estos estudios se observa un incremento de los efectos dismorfogénicos durante el embarazo
complicado por diabetes, debido a una deficiencia materna de zinc y también a una alteracion del
transporte de zinc y cobre a través de la placenta, asi como su retencion por el feto, lo cual lleva a
anormalidades del desarrollo del hueso (los mismos efectos son observados con la deficiencia de
cobre) (Uriu Hare et al., 1989).

El metabolismo anormal de zinc, particularmente hiperzincuria, ocurre en la diabetes
humana, y se ha propuesto que una excrecidon excesiva de zinc puede ocasionar deficiencias
marginales de este metal traza.

El metabolismo de zinc, cobre y manganeso es severamente afectado por la diabetes mellitus
no controlada, ademas de que se supone que periodos frecuentes de hipoglucemia e hiperglucemia
también podrian alterar el metabolismo de minerales. En un estudio acerca de 1z influencia de las
dietas con diferente contenido de proteina y fibra sobre la teratogénesis por diabetes en ratas, se

encontraron diferencias importantes en la ingestidn diaria de proteinas en los grupos diabéticos; sin
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embargo, los efectos embriopaticos (peso fetal reducido y aumento en las tasas de malformacion y
reabsorcion) no difieren estadisticamente en estos grupos. Esto puede significar que la composicion
de la dieta influye en gran medida sobre la ingestion de alimentos y calorias en ratas diabéticas
gestantes, lo cual puede implicar una funcién importante en cuanto a la manifestacion teratolégica
de la diabetes. El aumento en el contenido de proteina de una dieta resulta en una disminucién de
los efectos dismorfogénicos. Un alto contenido de proteina en la dieta produce el mismo efecto que
las fibras vegetales en el intestino, es decir, reduce la absorcion intestinal de carbohidratos

disminuyendo los efectos embriopaticos {Giavini et al., 1993).

4.12. Contenido de proteina y fibra

Se ha demostrado que la ingestion de alimentos ricos en proteina y fibra ayudan en gran
medida a los pacientes diabéticos mejorando sus condiciones metabolicas. Un buen control
metabolico de los energéticos maternos desde la etapa de preconcepcién hasta la primera parte del
embarazo es la dnica forma de evitar, en cierto grado, las consecuencias letales de ta teratogénesis
por diabetes. A pesar de que existen avances importantes en la investigacion acerca del embarazo
complicado por diabetes, en la practica resultan relativas e insuficientes, pues es dificil alcanzar un
excelente control metabolico de la paciente diabética embarazada, lo cual se debe con frecuencia a
que falta mucha informacion que la paciente diabética o genéticamente predispuesta debe conocer
para tener amplia conciencia de la importancia de este problema y de sus multiples riesgos, debido a
esto la paciente diabética debe tener responsabilidad en la planeacion de su embarazo y someterse a
contro! metabolico para tener mejores pronésticos. Ademas, frecuentemente se presentan
situaciones inesperadas o contradictorias, como los episodios hipoglucémicos, especialmente
cuando el control metabdlico es muy estricto. Por otra parte, la influencia de otros mecanismos que
no son conocidos totaimente pueden manifestarse durante el control metabdlico y jugar un papel

importante en la produccion de malformaciones.

4.13. Hipoglucemia

Las consecuencias de niveles alterados de glucosa e insulina sobre el feto son
notablemente contradictorias, debido a que es dificil evaluar cada unc de ellos conjuntamente
(Sadler, 1980). E! control metabolico estricto con insulina disminuye las tasas de malformaciones

fetales y morbilidad perinatal en humanos (Horii et al, 1966). La administracion de insulina a




ratas gestantes y otras especies de mamiferos disminuye marcadamente los niveles de glucosa tanto
en la madre como en el feto, lo cual dificulta la evaluacién de los efectos directos de la insulina y su
distincion de los efectos del metabolismo de la glucosa sobre el desarrollo fetal. Se ha propuesto
que la insufina es una hormona promotora del crecimiento fetal; no obstante, no se puede considerar
que la insulina fetal sea un teratogeno, ya que las células B-pancreaticas que la producen, no se
encuentran en el embrion durante la embriogénesis temprana (organogénesis), Eriksson et af., 1987,
Grandes cantidades de insulina in vitro no producen malformaciones congénitas (Sadler y Horton,
1983) y la administracion de insulina a animates diabéticos disminuye las frecuencias de
malformacién (Horii et al, 1966). Probablemente en estos casos, el agente teratogénico en animales
hiperinsulinémicos sea la htpoglucemia inducida por insulina (Eriksson ef al,, 1987 y Sadler ef al.,
1993).

Un control muy estricto de la hiperglucemia (Buchannan y Kitzmiller, 1994) ocasiona que
las concéntraciones sanguineas de glucosa varien ampliamente, o cual representa un mayor
riesgo de malformaciones congénitas. Estas fluctuaciones debidas a un control muy estricto
causan hipoglucemia. Episodios refativamente breves de hipoglucemia en una etapa critica de la
embriogénesis pueden ser suficientes para producir maiformaciones en fetos de madres diabéticas
{Cockroft y Coppola, 1977).

Buchannan ef al (1986) investigaron el efecto de la hipoglucemia ligera debida a la
infusién breve de insulina a la madre durante la organogénesis de rata, observando que hay una
interrupcion del desarrollo embrionario normal y efectos teratogénicos debidos a la hipoglucemia
per se, limitando asi la disponibilidad de glucosa para la glucolisis obligada en puntos criticos en
la embriogénesis (Freinkel et al., 1986}, y sin ninguna relacion con posibles efectos directos de la
insulina, se encontraron anomalias del sistema nervioso central, sobre todo del tubo neural,
retraso del crecimiento y cambios conductuales.

Los defectos del desarrollo embrionario observados en la rata, raton y conejo después de la
administracion de insulina durante el embarazo temprano ocurrieron en asociacidn con ataques e
hipoglucemia prolongada. Estos estudios no evaluaron los efectos directos de la insulina sobre los
concepti, lo cual puede ser importante, ya que se han sefialado acciones embriotoxicas de la insulina
en el pollo. Sin embargo, como se menciond antes, la hormona no parece ser teratogena en

mamiferos.
Concentraciones de glucosa de 40 y 60 mg/dL (0.4 y 0.6 mg/mL) produjeron 100% y 90%




de malformaciones respectivamente, aunque también se observaron efectos sobre el crecimiento
(ndmero de somitas), solo con 40 mg/dL. de glucosa se encontré una reduccién significativa en el
contenido de proteina. Adicionando glucosa para alcanzar concentraciones de 120 a 300 mg/dL, el
crecimiento normal fue restaurado (Sadler y Hunter, 1987).

Hunter y Sadler (1989) evaluaron los aspectos bioquimicos de la hipoglucemia en cultivo
embrionario de raton en la etapa de neurulacion, mediante la medicion de las tasas metabolica de
la via glucolitica, de! ciclo del acido citrico, de la via oxidativa de las pentosas monofosfato y la
utilizacidon anabolica.

Una reduccion de la glucosa del 50% en un periodo de 2 horas produce efectos teratogénicos
en el embrion durante la neurulacién. La exposicidén a un periodo corto de hipoglucemia fue
investigada por Smozk y Sadler (1990), en cultives embrionarios de raton durante la gastrulacion y
la neurulacién, mediante variaciones sistémicas en las concentraciones de glucosa y duraciones de
la exposicion hipoglucémica, lo cual permitié evaluar la susceptibilidad dependiente de la etapa a
hipoglucemia y definir especificamente los parametros de exposicion, en los cuales se manifiestan
dismorfogénesis, retardo del crecimiento o ambas en el modelo de cultivo embrionario de ratén. De
esta forma, se encontrd que los embriones en gastrulacion son mas susceptibles a periodos cortos de

hipoglucemia con respecto a embriones en neurulacion (Smoak y Sadler, 1990).
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S. INDUCCION DE DIABETES MELLITUS CON ALOXANA Y ALTERACIONES
REPRODUCTIVAS

La induccién de diabetes mellitus, que simule la del tipo 1, a través de agentes quimicos,
se lleva al cabo utilizando sobre todo los farmacos aloxana y estreptozotocina. Mientras que sus
mecanismos de accion diabetogena no estan del todo comprendidos, se sabe desde hace algunas
décadas que actban destruyendo la integridad de las células B-pancredticas. Sin embargo, existen
evidencias de que pueden tener efectos colaterales no relacionados con su accion citotdxica.
Adicionalmente, se ha utilizado el modelo de pancreatectomia subtotal.

La mayoria de los estudios acerca de la accion de la diabetes mellitus descritos arriba, en los
cuales se estudian las alteraciones metabolicas y la prevencion de malformaciones, estén realizados
mediante la induccion con estreptozotocina, farmaco que causa un estado diabético mas estable que
la aloxana, pero que tiene el inconveniente de ser cerca de cien veces mas caro.

La administracion de aloxana previa al apareamiento, a dosis de 40 mg/Kg de peso a ratas
normales con ciclos estrales definidos, causa que al momento del parto se obtengan solamente
placentas (Davis er al, 1947), mientras que Kim e al, (1960} mencionan alteraciones en la
fecundacién e interrupcion de la prefiez. Dosis de 55 mg/Kg causan una elevada incidencia de
neonatos muertos (Sinden y Longwell, 1949). Cuando se tratan hembras inmaduras o que inician la
pubertad (30 6 60 dias de edad, respectivamente) con 50 mg/Kg del farmaco, se interrumpe el ciclo
estral, y en el caso de aparearse exitosamente, los fetos de 21 dias de gestacién son cerca de un
gramo de peso menores que los de fas madres control (Lawrence y Contopoulos, 1960). Dosis de
25-30 mg causan, segin los autores, un estado de "subdiabetes", sin afectar los parametros
reproductivos de la hembra, pero ocasionan la pérdida de la viabilidad de los neonatos, y que
éstos sean mas pesados que los normales (Lazarow et al,,196(). Probablemente este esquema cause
un estado similar al de la diabetes mellitus gestacional en humanos, mientras que los sefialados por
Davis et al., (1947), Kim ef al., {1960} y Lawrence y Contopoulos (1960) induzcan en realidad
una "subdiabetes” o diabetes ligera, y no una diabetes severa, debido a que cuando se
causa diabetes severa por pancreatectomia subtotal {corte de cerca del 95% del pancreas), se pierde
la capacidad de aceptacion del macho (Foglia ef al, 1963). También se encontré que la
induccién con aloxana a dosis de 140 a 175 mg/Kg causa la pérdida de la capacidad de

apareamiento o la interrupcién de la prefiez (Levi y Weinberg, 1949). Recientemente, se sefialo
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que una dosis de 300 mg/Kg causa la falla de la ruptura de la vesicula germinal, y que para que
las ratas sean capaces de aparearse, se requiere después de la induccidn, la aplicacion de insulina
exogena y la estimulacion de! eje hipotdlamo-hipofisis-génadas con gonadotropina de suero de
yegua gestante (Diamond ef al., 1989).

La induccion diabética previa a la implantacion en la rata causa efectos diversos, prin
cipalmente la pérdida de la habilidad reproductiva (Davis et al, 1947); y en la diabetes inducida por
la administracién de 100 mg de aloxana/Kg de peso corporal en el dia uno de la gestacion, se
obtiene un alto porcentaje de abortos y malformaciones (Angerwall, 1959). Con dosis de 80 mg/Kg
en el dia cuatro de la gestacion en ratones se observan anomalias en el sistema nervioso central en el
28% de fos embriones { Horii ef al, 1966); mientras que una dosis de 40 mg/Kg en el dia cinco en
la rata provoca reabsorciones y aborto. No hay hasta nuestro conocimiento, otro informe de
induccidn previa a la implantacion (Davis et af.,, 1947),

La induccion de diabetes quimica antes o cerca de !a neurulacion en la rata o ratdon ocasiona
diversos efectos: La administracién de 200 mg/Kg en el dia seis, causa retraso de la osificacion, sin
afectar al sistema nervioso o cardiaco {(Wilson et al., 1985). La induccion en el dia siete con 160
mg/Kg, provoca una alta frecuencia de malformaciones del sistema nervioso central (Takano y
Nishimura, 1966). Una dosis Unica de 100 mg/Kg entre los dias 8.5 a 13.5 provoca una alta
mortalidad y paladar hendido, siendo menor el efecto cuando el desarrollo embrionaric estd mas
avanzado (Watanabe e Ingalls, 1963), mientras que la administracién entre los dias 10 al 12,
provoca un alto porcentaje de aborto (Angerwall, 1959). Si se aplica la misma dosis en el dia nueve
de la gestacidn, se encuentra una elevada proporcion de reabsorciones fetales (Ellison y Maren,
1972); mientras que 60 mg/Kg al mismo dia, provocan una elevada proporcién de malformaciones
de los sistemas nervioso central y cardiaco (Deuchar, 1977). Dosis de 67 a 125 mg/Kg entre los dias
11 a 14 de gestacion provoca crias mayores que las normales (Solomon, 1959), lo que indica que

quizé este autor provocd una diabetes gestacional.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Obtener un modelo apropiado de disbetes mellitus tipo 1 que permita estudiar las
malformaciones congénitas, no es una tarea facil, debido a que no hay un consenso entre los autores
acerca del dia en que se debe administrar la aloxana ni de la dosis a emplear. Es posible que las
aparentes contradicciones entre los autores se deban al uso de diferentes cepas, distinta
presentacion, marca y estado de conservacion de la aloxana, e incluso a la susceptibilidad de los
animales de experimentacion. En experiencias previas, dosis de aloxana mayores a 150 mg/Kg de
peso, administradas a ratas machos y hembras, causan un estado diabético tan severo, que los
animales que la presentan mueren muy rapido, y dosis menores a 80 mg/Kg no causan diabetes en
la rata macho o hembra no gestante (datos no mostrados).

Actualmente existe mucho interés en contar con un modelo de diabetes mellitus tipo 1,
durante 'el proceso de gestacidn, que nos permita estudiar fas alteraciones que la acompafian,
ademas de que sea econdmico y rapido de producir. La pancreatectomia es muy agresiva, y
realizarla previo a 1a gestacion causa la pérdida de la fertilidad (Foglia ef al., 1963). Por otra
parte, las cepas de ratas genéticamente diabéticas (Zucker, ob/ob, etc) constituyen un modelo de
diabetes mellitus tipo 2, ademas de que la frecuencia de teratogénesis en estas ratas es muy baja y el
costo de obtencion y mantenimiento es elevado.

Por lo anterior, las unicas opciones para la induccion de la diabetes son la estreptozotocina y
la aloxana; y como se indico anteriormente, aquella es cien veces més costosa y no se encuentra en

disposicion en nuestro laboratorio. Por esto, se eligio la utilizacion de la aloxana.

1. OBJETIVOS

Principal

Obtener un modelo de diabetes mellitus tipo 1 complicado con gestacién, mediante la
induccién con aloxana en la rata de la cepa Sprague-Dowley, para estudiar las diversas alteraciones
que dicha enfermedad produce en el desarrollo embrionario; y, ademés, ofrecer alternativas que

puedan ser aplicadas clinicamente en la misma problematica humana.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Obtener un modelo apropiado de diabetes mellitus tipo 1 que permita estudiar las
malformaciones congénitas, no es una tarea facil, debido a que no hay un consenso entre los autores
acerca del dia en que se debe administrar la aloxana ni de la dosis a emplear. Es posible que las
aparentes contradicciones entre los autores se deban al uso de diferentes cepas, distinta
presentaciéon, marca y estade de conservacion de la aloxana, e incluso a la susceptibilidad de los
animales de experimentacion. En experiencias previas, dosis de aloxana mayores a 150 mg/Kg de
peso, administradas a ratas machos y hembras, causan un estado diabético tan severo, que los
animales que la presentan mueren muy rapido, y dosis menores a 80 mg/Kg no causan diabetes en
la rata mache o hembra no gestante (datos no mostrados).

Actualmente existe mucho interés en contar con un modelo de diabetes mellitus tipo 1,
durante 'el proceso de gestacion, que nos permita estudiar las alteraciones que la acompafian,
ademas de que sea econdmico y rapido de producir. La pancreatectomia es muy agresiva, y
realizarla previo a la gestacidn causa la pérdida de la fertilidad (Foglia ef al, 1963). Por otra
parte, las cepas de ratas genéticamente diabéticas (Zucker, ob/ob, etc) constituyen un modelo de
diabetes mellitus tipo 2, ademas de que la frecuencia de teratogénesis en estas ratas es muy baja y el
costo de obtencién y mantenimiento es elevado.

Por lo anterior, las Gnicas opciones para la induccion de la diabetes son la estreptozotocina y
la aloxana, y como se indicé anteriormente, aquella es cien veces mas costosa y no se encuentra en

disposicion en nuestro laboratorio. Por esto, se eligio la utilizacion de la aloxana.

1. OBJETIVOS

Principal

Obtener un modelo de diabetes melfitus tipo 1 complicado con gestacion, mediante la
induccidn con aloxana en la rata de la cepa Sprague-Dowley, para estudiar las diversas alteraciones
que dicha enfermedad produce en el desarrollo embrionario; y, ademas, ofrecer alternativas que

puedan ser aplicadas clinicamente en la misma problematica humana,
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Particulares

1. Encontrar la dosis diabetogena de la aloxana en las ratas de la cepa Sprague-Dowley, en el

dia cero de la gestacion,

2, Evaluar los efectos teratogénicos de diferentes dosis de aloxana en ratas Sprague-Dowley.
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IV. METODOLOGIA

1. Material biolégico. Se utilizaron 107 ratas hembras virgenes de la cepa Sprague-Dowley,
con una edad de dos a dos meses y medio (para estudios teratologicos no es recomendable emplear
ratas de mayor edad o con mas peso, Beauidon, 1980) y un peso aproximado de 250 g, en las cuales
se establecié previamente que presentaban cicles estrales definidos. Estos animales fueron
proporcionados por el Bioterio Central del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Se mantuvieron en
condiciones de luz, humedad y temperatura controladas, con agua y alimentacion (Purina rat chow)

ad libitum.

2. Apareamiento. Las ratas se aparearon utilizando el sistema poligamico; dos hembras y
un macho fértil, permaneciendo juntos toda fa noche. Se asigné como tiempe cero (dia cero) de la

gestacion la medianoche anterior al dia en que se detectaron espermatozoides en ef lavado vaginal.

3. Induccién de diabetes. El presente estudio se dividid en dos fases, la primera enfocada a
la busqueda de !a dosis minima teratogénica, utilizando aloxana a dosis de 80, 90, 100, 110, 120,
140 y 150 mg/Kg de peso, el dia cero de la gestacion; y la evaluacion de su efecto los dias 8 & 10 de
desarrolle embrionario, con el fin de detectar malfortnaciones en los procesos de cierre de tubo
neural, Para esta parte se utilizaron 60 ratas, asignadas al azar a grupos de nimero variable, debido
a la alta mortalidad encontrada. En los resultados se detalla para cada experimento, tanto el nimero
inicial de organismos, como el porcentaje de mortalidad y el efecto encontrado. Se tuvieron 17
animales como control, a los que se administro solucion salina (NaCl 0.9%) por via intraperitoneal,
de manera simultanea a los sujetos experimentales.

En la segunda fase, enfocada a la busqueda de malformaciones gruesas o mayores evidentes,
se utilizaron 47 ratas, tratadas con dosis de aloxana de 80, 90, 100 y 110 mg/Kg de peso o solucién
salina al 0.9%, administradas el dia cero de la gestacion. Estos grupos también fueron de tamafio
variable; debido a la mortalidad provocada por distintas dosis del farmaco. En ellos, se determind
adicionalmente la glucemia diaria mediante la obtencion de una gota de sangre venosa, por la vena
caudal, y su aplicacién a una tira reactiva HaemoGlukotest 20-800R, que fue medida en un

Glucometro Reflolux S, de acuerdo a los instructivos del aparato y de las tiras.
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4, Determinacion del peso materno. Después de la administracion de la aloxana, las hembras
diabéticas y las controles fueron pesadas diariamente, con la finalidad de observar posibles
fluctuaciones en ¢l peso durante la gestacion, que pudieran provocar las diferentes dosis
administradas.

5. Determinaciones bioquimicas. Previamente al sacrificio de las hembras en las que se
indujo la diabetes y en las controles, se obtuvieron muestras sanguineas a través de puncidn
cardiaca bajo anestesia total de los animales con 0.3-0.4 de Anestesal (pentobarbital sodico), i.m. La
sangre colectada se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos, y el suero obtenido (sobrenadante)
se Hevd a reaccionar con glucosa oxidasa/peroxidasa en presencia de O, H,O y aminofenozona, de
acuerdo a la técnica Merckotest 740 393 (Glucosa Trinder).

6. Determinacion de los efectos teratogénicos. En la segunda fase del estudio, las ratas se
sacrificaron mediante dislocacion cervical en el dia 19 de la gestacion. En seguida se disecaron los
uteros y se contd el nimero de fetos viables, muertos v reabsorbidos, Los fetos obtenidos se
analizaron macroscopicamente, y posteriormente se analizaron mediante la técnica de Wilson
medificada por Barrow y Taylor (1969), que es un método para determinar malformaciones
internas, Ademas, se utilizé la técnica histologica de rutina (H-E) para la determinacion de dafos a
nivel tisular, sobre todo del tejido nervioso y hepatico.

7. Analisis estadisticos. Mediante la prueba de ancova (Analisis de Covarianza), se
compararon los valores medios del cambio o ganancia de peso corporal y de la glucemia de las ratas
gestantes tratadas con 80, 90, 100 y 110 mg de aloxana/Kg de peso, ademds de los controles. Esta
prueba estadistica fue elegida con el objeto de ver que efectos hay entre los diferentes tratamientos
aplicados y otras variables, y por otra parte, eliminar la posible influencia de otros factores no
considerados. Los valores medios del peso fetal de los hijos de ratas tratadas con 100 mg de
aloxana/Kg de peso y de sus controles, asi como los parimetros bioquimicos (glucosa sérica,
triacilglicéridos y lipidos totales), al dia 19, dia del sacrificio, para ratas tratadas con esta misma
dosis de aloxana, se analizaron mediante la prueba de t de Student. Estos parametros biogquimicos
fueron determinados también para la dosis de 110 mg de aloxana/Kg de peso mediante la prucba de
t de Student. El tamailo de camada de las ratas tratadas con 100 mg de aloxana/Kg de peso y sus
controles se procesaron utilizando las pruebas estadisticas de t de Student y de la mediana. El nivel

de significancia estadistica elegido fue de 0.05 (95% de confianza).
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Y. RESULTADOS

La administracién de aloxana a ratas gestantes produjo los siguientes efectos:

En la Tabla 2 se muestran los efectos que sobre el desarrollo embrionario de la rata Sprague
Dowley produce la aplicacion de 120, 140 y 150 mg de aloxana/Kg de peso administradas por via
intraperitoneal (v.1.p.) en ¢l dia cero de la gestacion y evaluados el dia 8.

120 mg de aloxana/Kg de peso (n=10) resultaron en una mortalidad del 20%. El 75% de las
ratas sobrevivientes presentaron sitios de implantacion que se caracterizan en este caso, por la
presencia de neoplasias o deciduomas. El tamafio de camada fue de 12.8 + 1.6 fetos. Cuando se
administré 140 mg de aloxana/Kg de peso (n=15), se encontré un tamafic de camada similar, el cual
fue de 13.0 + 2.4 fetos; la mortalidad fue del 27% vy solo el 36.4% de las ratas sobrevivientes
presentaron sitios de implantacion. Y con 150 mg de aloxana/Kg de peso (n=4) se da el nimero
mas bajo de camada (10.0 fetos), produciendo una mortalidad del 25%. El grupo control (n=4),
tratado con solucion salina al 0.9% no presentd mortalidad, y el 75% de ellas tuvieron sitios de
implantacion, presentando un tamafio de camada de 12.6 + 1.5 fetos.

El efecto de las mismas dosis de aloxana fire evaluado al dia 10 de la gestacion (Tabla 3). La
dosis de 120 mg de aloxana/Kg de peso (n=4) produjo una mortalidad de 25%, las ratas
sobrevivientes (75%) presentaron sitios de implantacién que especificamente fueron identificados y
registrados como reabsorciones, con un tamafio de camada de 12.3 + 0.6. Con 140 mg de
aloxana/Kg de peso (n=6), se dio una mortalidad de) 33%, todas las ratas sobrevivientes (66%)
presentaron sitios de implantacion, igualmente como reabsorciones, el tamaiio de camada fie de 9.0
+2.0. La dosis de 150 mg de aloxana/Kg de peso (n=4) resulto letal para todo el lote de ratas a las
que se les administrd. El grupo control (n=4) para esta serie experimental no fue afectado por
muertes, el 75% de las ratas presentaron sitios de implantacion con deciduomas, y el tamafio de
camada fue de 10.0 + 5.2, El efecto de dosis de aloxana inferiores a las anteriormente descritas (80
y 100 mg/Kg de peso) sobre el desarrollo embrionario de la rata al dia 10 de la gestacion, se
muestra en la Tabla 4. La administracion de 80 mg de aloxana/Kg de peso (n=4) produjo niveles
sanguineos de glucosa de 128.3 + 44.4 mg/dL El tamafic de camada fue de 12.0 + 22, y los
embriones tuvieron de 22 a 24 somitas. En este grupo experimental se dio la mayor severidad de

dafios, tales como exencefalia, mal plegamiento, deciduomas pequefios y vacios, etc. (figs. 1 y 2).
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La dosis de 100 mg de aloxana/Kg de peso (n=4} resultd en niveles sanguineos maternos de glucosa
de 342.5 + 246.7 mg/dL. Estas ratas tuvieron un tamafio de camada de 14.3 + 1.0, muy similar a los
controles. Los embriones tuvieron de 22 a 23 somitas, otros tenian talla pequefia y, al obtenerlos
estaban muertos, probablemente debido a ta accion embriotoxica de la aloxana o al efecto del
metabolismo alterado del embarazo. Las ratas control (n=2), tuvieron niveles de glucosa sanguinea
de 101.5 + 6.36 mg/dL; y el tamafio de camada fue de 14.0 + 2.7. Los embriones tuvieron 23-24
somitas, presentando caracteristicas morfolégicas normales. Los deciduomas, en todas las series
experimentales donde se evaluaron para obtener el tamafio de camada fueron apreciados a simple
vista.

En un experimento posterior, s¢ evalud el cambio o ganancia de peso materno diario
desde el dia cero hasta el dia 19 de la gestacién, y la glucemia desde el dia cero hasta el dia 18,
por efecto de varias dosis de aloxana (ver Metodologia). La Figura 1A muestra el peso en gramos
(de! dia cca"ro al dia 19 de la gestacién) de ratas gestantes control (n=4} y de las que se les administrd
80 y 90 mg de aloxana’Kg de peso (n=6 en ambos casos). Se puede apreciar que no hay una
variacion notable entre los pesos de las ratas tratadas con aloxana respecto al grupo control. Las
tres curvas muestran lendencias muy parecidas, incluso en sus variaciones ascendentes y
descendentes, y probablemente indicarian que no tienen diferencias significativas.

La Figura iB muestra los niveles de glucosa sanguinea en las ratas gestantes control (n=4) y
de aquellas tratadas con 80 y 90 mg de aloxana/Kg de peso {n=6). El grupo al que se le administrd
80 mg de aloxana/Kg de peso mostré una mayor variacion en cuanto a los niveles sanguineos de
glucosa con respecto al grupo control. El grupo tratado con 90 mg de aloxana/Kg de peso, muestra
la mas grande variacion de los niveles sanguineos de glucosa de los tres grupos considerados.

La Figura 2A muestra el cambio de peso en gramos de ratas gestantes control {n=7) e
inductdas a diabetes con 100 mg de aloxana/Kg de peso (n=9). El peso del grupo experimental
muestra una curva muy parecida en forma a la del grupo control, aunque no se aprecia mucha
variacidén entre ambas curvas, la curva del grupo experimental se mantiene siempre por abajo de
la curva del grupo control, to que significa que hay una importante reduccion de la ganancia de peso
en el grupo diabético. La Figura 2B muestra los niveles sanguineos de glucosa de ratas gestantes
control y de ratas pestantes diabéticas inducidas con 100 mg de aloxana/Kg de peso administrada
por via intraperitoneal. En el grupo control no se aprecian grandes variaciones en los niveles

sanguineos de glucosa, sin embargo, en conjunto hay una tendencia a disminuir.
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La Figura 3A muestra el peso en gramos de las ratas gestantes control y del grupo
expenimental a quienes se les administré 110 mg de aloxana/Kg de peso. Se aprecia claramente que
e! peso de las ratas de este grupo experimental, {que incluye a las ratas en su totalidad, es decir,
independientemente de ser madres o no “todos los datos”, n=11; y aquellas que fueron madres “solo
las madres”, n=8) queda por abajo del peso de las ratas del grupo control, excepto los dias cero,
uno, dos, seis y 19, en “sclo las madres” y al dia cero en “todos los datos”, dias en que el peso de
éstas se encuentran por arriba del peso de las madres control. El 21.4% de las ratas murieron de
hiperglucemia. Igualmente ¢l 21.4% de las ratas no lograron embarazarse, o perdieron los fetos, de
manera que no se pudieron observar ni reabsorciones. La Figura 3B muestra los niveles sanguineos
de glucosa en mg/dL, de ratas gestantes control y del grupo experimental inducido a diabetes con
110 mg de aloxana/Kg de peso. En general las curvas de los niveles sanguineos de glucosa de
“todos los datos” y de “solo las madres” tienen la misma forma, aunque cuantitativamente son
diferentes, siendo de valores mas altos los de “todos los datos”. No obstante, en ambos casos los
niveles sanguineos de glucosa son superiores a los del grupo control. La glucemia en el grupo
control no varia de manera considerable, manteniendose durante la gestacion en un rango de 60.6 2
86.7 mg/dL. Los valores limite de este rango son los del dia cero (86.7 mg/dL}) y los del dia 18 (60.6
mg/dL). Los valores de la glucosa sanguinea de “solo las madres” son los que se acercan mas a los
valores de la glucosa sanguinea del grupo control.

Estadisticamente, la comparacion reciproca, mediante el analisis de covarianza, entre los
dias de la gestacion en funcion del cambio o ganancia de peso materno por efecto de todos los
tratamientos (C, aB0, a90, C2, al00, al110 y al10m) nes indica, segin la prueba de Tukey, que
existen diferencias significativas (p < 0.05) a partir del dia 10 de la gestacion hasta el dia 19, dia del
sacrificio, y que estas diferencias van disminuyendo a medida que nos acercamos al dia de dicho
sacrificio; igualmente hay diferencias significativas del dia cero al dia 14 de la gestacion con
respecto a los dias 10 a 19. El resumen de todos los efectos sobre el cambio o ganancia de peso
materno, se relaciona con los tratamientos aplicados y con los dias de la gestacion: entre los
tratamientos, si hay diferencias significativas, e igualmente entre los dias de la gestacién (p < 0.05);
pero al comparar los tratamientos con los dias de la gestacién no hay significancia estadistica entre
ambas variables.

La figura 4A muestra los valores medios del cambio o ganancia de peso materno y de la

glucemia en funci6n de los diversos tratamientos. El efecto principal se debe a estos ultimos (p <
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0.05). El cambie o ganancia de peso maternc varia dentro de un rango no muy amplio, pero es muy
evidente en los tratamientos de aloxana de 100 mg/Kg y 110 mg/Kg “todos ios datos”, donde se da
una disminucién del cambio o ganancia de peso materno con respecto a los dos tratamientos
control. Igualmente se da una variacton notable, aunque en menor grado, en los tratamientos de
aloxana de 80 y 90 mg/Kg, sin embargo dicha variacién implica un aumento en el cambio o
ganancia de peso materno con respecto a los dos tratamientos control y al de aloxana 110 mg/Kg
“solo las madres”.

La figura 4B muestra los valores medios de] cambio o ganancia de pese materno y de la
glucemia en funcion de los dias de la gestacion, los cuales constituyen el efecto principal (p < 0.05).
El cambio o ganancia de peso materno se manifiesta en un aumento constante a través de todo el
periodo de la gestacion. La glucemia muestra una tendencia ascendente del dia cero al dia cuatro de
ta gestacion, y posteriormente desciende gradualmente hasta volver a los niveles iniciales.

La prucba de Tukey, que proporciona las probabilidades de la relacion entre el cambio o
la ganancia de peso materno y los tratamientos, indica que los tratamientos de aloxana 100
mg/Kg y 110 mg/Kg “todos los datos” resultaron con mas diferencias significativas (p < 0.05)
con respecto a los demas tratamientos. De igual manera, los tratamientos de aloxana 100 mg/Kg y
110 mg/Kg “todos los datos” tienen més diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a los
demis tratamientos cuando se considerd la glucemia. Los tratamientos constituyen el efecto
principal sobre el cambio o ganancia de peso materno y la ghucemia.

La prueba de Tukey, que compara entre si los dias de la gestacion en funcién de la glucemia,
no muestra diferencias significativas,

La figura 4C muestra los valore medios de! cambio o ganancia de pesc materno por
efecto de cada uno de los tratamientos en funcion de los dias de la gestacidn. Se puede observar que
en los tratamientos de aloxana de 80 y 90 mg/Kg se dan cambios de peso materno muy bruscos
después del dia 11 de la gestacion, mientras que los demds tratamientos siguen un patrén regular y
semejante entre si durante todo el perddo de la gestacion, aunque no cuantitativamente.

El resumen de todos los efectos sobre el cambio o ganancia de peso materno, implica la
comparacion de todos los tratamientos por una parte, y de los dias de la gestacion por otra. En este
caso, se dan diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos, entre los dias de la gestacion
y también cuando se comparan tratamientos con los dias de la gestacion.

La Tabla 5 muestra el efecto de la aloxana sobre algunos parametros bioguimicos, indice de
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mortalidad, peso fetal y el tamafio de la camada o namero de fetos al dia del sacrificio (dia 19) de
ratas gestantes, La administracion de 80 mg de aloxana/Kg de peso (n=6) resultd en 95.0 + 14.34
mg de glucosa sérica/dL, ellas produjeron 12.8 + 1.3 fetos; pesando 2.1138 +0.2228 g (n =77). No
se presento mortalidad en este grupo. Los triacilglicéridos fueron de 339.16 + 304.36 mg/dL.

El tratamiento con 90 mg de aloxana/Kg de peso (n=6) ocasioné una mortalidad del 33%,.
Las ratas sobrevivientes registraron niveles séricos de glucosa de 106.0 + 20,15 mg/dL; ademas
de un tamafio de camada de 12.0 + 3.6 fetos, y un peso fetal de 2.100 + 0.5229 g (n = 43). Los
niveles séricos de triacilglicéridos fueron de 325.75 + 183.99 mp/dL.

La dosis de 100 mg de atoxana/Kg de peso {n=14) ocasiond una mortalidad del 36%,
sobreviviendo 9 ratas (64%), las cuales tuvieron un nivel sérico de glucosa de 207.0 + 134.56
mg/dL ( no significativo, p > 0.05 con respecto al control). Los niveles séricos de triacilglicéridos
fueron de 243.11 + 119.88 mg/dL, lo que representa una disminucion del 54% (significativos, p <
0.015). El contenido de lipidos totales fue de 616.89 + 144.27 mg/dL, es decir fueron aumentados
en un 35% (no significativo, p = 0.247).. El tamafio de camada fue de 9.0 + 3.9 (significativo, p =
0.023). El peso fetal fue de 2.1488 + (.2031 g (n = 80; significativo, p < 0.05).

El tratamiento de 110 mg de aloxana/Kg de peso (n = 14) resulté en una mortalidad de
21.43%, sobreviviendo el 78.6 % de las ratas. Estas tuvieron un nivel medic de glucosa sérica de
188.0 + 177.0 mg/dL (no significativo, p = 0.202). Los niveles séricos de triacilglicéridos fueron de
740.82 + 311.82 mg/dl., aumentados en un 64% (significativos, p < 0.05) , y los de lipidos totales
de 356.73 + 289.39 mg/dL, disminuidos en un 22% (no significativos). Los niveles de glucosa
sérica estan en un rango de 79 a 547 mg/dL. Los triacilglicéridos (rango de 415 a 1428 mg/dL) son
muy variables y, en general, mucho mas altos que en los controles. Los niveles de lipidos estan
entre 40 y 958 mg/dL (media = 356.7 mg/dL} v son menores que los del grupo control. Llama la
atencion que los valores mas altos de lipidos, 958 mg/dL (rata 4) y 785 mg/dL (rata 12),
corresponden a niveles relativamente bajos de glucosa sanguinea 89 mg/dL (rata 4) y 129 mg/dL
(rata 12). Ei 21.4 % de las ratas no mostraron fetos, teniendo esto una relacion directa con el grado
de glucemia exhibido por estas ratas diabéticas, lo que coincide con los valores més altos de la
glucemia. Se observaron 10.5 + 2.1 fetos en la camada. El peso fetal fue de 2.1196 + 0.4201 g (n =
82). El 35.7% de las ratas murieron antes del dia 19 debido a la hiperglucemia, pero no se pudo
constatar si estaban o no gestantes. El grupo control no fue afectado por muertes, ya que el nimero

inicial de animales (n = 7) al dia cero de la gestacién, ratas prefiadas, fue igual al nimero final al dia
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19, dia del sacrificio. Los niveles séricos de glucosa fueron 97.71 + 6.39 mg/dL (rango de 87 a 104
mg/dL), mientras que los de triacilglicéridos de 451.71 + 180.87 mg/dL (rango de 255 a 739
mg/dL) y los de lipidos totales de 458.43 + 360.53 mg/dL (rango de 104 a 1125 mg/dL}. No hay
una relacion coherente al respecto, ya que la rata con la mas baja concentracion sanguinea de
glucosa (87 mg/dL) posee ademas el més alto nivel de lipidos (1125 mg/dL), mientras que sus
niveles de triacilglicéridos (462 mg/dL) son apenas un poco mas grandes que el promedio. No se
presentaron malformaciones morfologicas evidentes. El tamafio de camada fue de 12.6 + 1.3 fetos y
el peso fetal 2.0365+0.1229 gr.

Algunos érganos y tejidos provenientes de fetos con alteraciones morfolégicas evidentes o
aparentes fueron procesados con la técnica histologica de rutina; sin embargo, aunque estas
muestras siempre tuvieron su correspondiente control, no resultaron positivamente tan distintivas
como se esperaba. Adicionalmente, se efectuaron cortes histolégicos, igualmente con la técnica
de Harris, de ttero y de reabsorciones de madres afectadas (sin controles), observandose en general,
el endometrio engrosado, el epitelio con células cilindricas simples junto con células secretoras y
ciltadas. Hay destruccion parcial del endometrio y esfacelamiento del mismo, sobre todo de la capa
funcional, que es la mas superficial. También se observan evidencias de hemerragias moderadas
debido a la ruptura de los vasos de la mucosa. El estroma es edematoso y las venas superficiales
dilatadas. La capa basal permanece integra en la mayoria, y presenta glandulas desarrolladas. Las
arterias y los capilares aparecen moderadamente desarrollados. El miometrio es hipertrofico y es
notable la formacion de nuevas fibras musculares y la division de las ya existentes; algunas células
musculares estan degeneradas y se halla presente upa gran cantidad de tejido conectivo; se observa
un engrosamiente de la capa muscular (figs. 5 y 6)

En las zonas de reabsorcion, se observa la presencia de abundantes mononucleares
mezclados con restos celulares derivados principalmente por células necroticas del endometrio y
fibrina sobre las vellosidades endometriales. En la zona embrionaria, también se observan
macréfagos, eosinofilos y neutrdfilos, ademas de células plasmaticas en gran namero. La luz es mas
grande y hay un adelgazamiento de la zona estromal, ademas de una abundante vascularizacion. El
epitelio estd muy ramificado y en las mucosas se observan abundantes secreciones y glandulas muy
desarrolladas. La presencia de numerosas células plasmaticas alrededor del endometrio profundo
indica una importante reaccion inmunologica,

Aunque la descripcion anterior puede ser aGin mas detallada, no revela aspectos que
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confirmen alguna malformacién congénita debida a la diabetes aloxana (o mellitus); por lo
contrario, esta descripcion confirma o la falta de malformaciones en la mayoria de los productos o

la presencia de reabsorciones.
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TABLA 2 EFECTO DE LA ALOXANA EN EL DESARROLLO
EMBRIONARIO DE LA RATA SPRAGUE-DOWLEY AL
OCTAVO DIA DE LA GESTACION

Namero Nimero Sitios de Mortalidad  Tamafio de
inicial finat implantacién (%) (%) camada »
CONTROL (Salina) 4 4 75.0 0.00 126+1.5
ALOXANA (mg/kg de peso, i.p.)
120 10 8 75.0 20.00 128116
140 15 11 36.4 27.00 13.0+2.4
150 4 3 333 25.00 10.0 £ 0.0

*Se obtuvieron deciduomas con embriones normales en todos los casos.
* Se presentan la media + desviacion estindar,

TABLA 3 EFECTO DE LA DIABETES ALOXANA EN EL DESARROLLO
EMBRIONARIO DE LA RATA SPRAGUE-DOWLEY AL
DECIMO DIA DE LA GESTACION

Nimero  Nomero  Sitios de implantacibn ~ Montalidad ~ Tamafio de

inicial final (%) (%) camada *
CONTROL (8alina)
4 75.0 0.00 10.0+£5.2
ALOXANA (mg/kg de peso, i.p.)
120 4 3 100.0 25,00 12.3+0.6
140 5 4 100.0 33.00 90120
150 4 0 0.0 100.00 0.0+00

+  Solo en el grupo contro! se obtuvieron deciduomas con embriones normales.

+ Se presentan la media + desviacién estdndar.
» Los grupos experimentales tratados con 120 y 140 mg de aloxana‘kg presentaron reabsorciones.
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TABLA 4 EFECTOS DE LA DIABETES ALOXANA SOBRE EL DESARROLLO
EMBRIONARIO DE LA RATA SPRAGUE-DAWLEY AL DECIMO
DIA DE LA GESTACION

Numero  Glucosa sanguinea Numero  Caracteristicas morfotégicas Tamaiio de

de ratas (mg/d) * de somitas camada *
gestantes
N)
CONTROL 2 101.5+6.36 23-24 Normales 140+2.7
(Salina)
ALOXANA
{mg/kg de
peso, i.p.}
80 4 128.25 £44.35 22-24 Exencefalia (n = 2), defecto 120122

del plegamiento {n = 2},
deciduomas pequeitos y
vacios (n= 2}
100 4 342.5 +246.7 22-23 Reabsorciones (n = 2), talla 143410
pequeiia, muertos
* Se presentan la media + desviacion estdndar.



TABLA 5 EFECTOS DE LA DIABETES ALOXANA EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO DE LA
RATA SPRAGUE-DOWLEY AL DIA 19 DE LA GESTACION

MNimero Numerc Mortalidad Glucosa sérica Triacilglicéridos Lipidos totales Tamailo de Peso fetal
inicial  final (%) (mg/dl) * {(mg/dl) * (mg/dl) * camada * * (en*
Control (Salina) 7 7 0.00 9771 +£6.39 451.71 + 180.87 458.42 1+ 360.53 12613  20365+0.1229

Aloxana (mg/kg, i.p.)

80 6 6 0.00 95.00 £ 14 34 339.16 £ 344.36 549511853 128+1.3 21138402228
90 [ 4 33.33 106,00 %2015 325,75 £ 183,99 F022+418 120+3.6 2,100 £0,5229
100 14 9 3571 20700t 13456+ 243.111+119.88e 61689114427 90139e¢ 21488102031
110 14 11 21.43 188.00+177.00 e 74082131182 35673 +289.3%e« 105+21 21196+0.4201

*  Se presentan La media £ desviacion estandar,
** El tamafio de camada incluye reabsorciones, deciduomas y fetos.

» Se aplicaron andlisis estadisticos de t de Students siendo significativos (p < 0,05) sdlo para triacilglicéridos, tamafio de camada y peso fetal.
e+ Seaplicéd ia prueba de la mediana, siendo significativo (p < 0.05)

St
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Figura 1A. Peso materno de ratas control y ratas tratadas con dosis de aloxana de 80 y 90
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Figura 5. Corte histolégico (H-E, 200X) de utero de rata Sprague-Dowley tratada con aloxana,

que presenta reabsorcion embrionaria: a) Glindulas b) Vasos dilatados c) Epitelio cabico.
- -V‘A - v ) . e . v -“ .-'J td,_J-'r’ : F; o
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Figura 6. Corte histologico (H-E, 200X) de iitero de rata Sprague-Dowley tratada con aloxana,
de la zona embrionaria en reabsorcion: a) Lagunas hemorragicas b} Necrosis ¢) Neutrofilos d)
Macrofagos.




Figura 7. Efecto de 1a administraién de 80 mg/kg. de aoxaa {40X):
a) Embrién con malformaciones a nivel de tubo neural (flecha) a 1os 8 dias de gestacion.
Notese 1a curvatura anormal de 1a espina dorsal y la deficiencia del crecimiento.

b) Embrién normal del mismo dia
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Figura 8. Efecto de la administracion de 80
a) Embridn con malformaciones evidentes, tales como retraso del crecimiento, peso
disminuido y estructura corporal alterada a los 10 dias de gestacion.

b) Embrion normal de la misma edad.
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VI. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacidn estan de acuerdo con los efectos de la aloxana
en ¢l desarrollo embrionario de la rata descritos por diversos autores. La literatura hace alusion a
una gran variedad de dosis de aloxana administradas previo o durante la gestacion por diferentes
vias en roedores y otros animales, ademis de que los efectos sefialados son muy diversos y
contradictorios. Los autores consultados indican que incluso dosis bajas de aloxana como 25-30
mg/Kg de peso (Lazarow ef al. 1960), 40 mg/Kg (Davis ef al. 1947, Kim et al. 1960), 50 mg/Kg
(Sinden y Longwell, 1949) o 55 mg/Kg (Lawrence y Contopoulos, 1960) producen efectos que van
desde la aparicion de subdiabetes, pasando por diabetes transitoria, hasta una diabetes bien
establecida y permanente; y que, por lo contrario, dosis muy altas de aloxana como 160 mg/Kg
{Takano y Nishimura, 1966), 140-175 mg/Kg (Levi y Weinberg, 1949), 200 mg/Kg (Wilson et al.
1985) y 300 mg/Kg (Diamond ef al. 1989) inducen diabetes bien establecidas y en algunos casos
tan severas que sus efectos dismorfogénicos son frecuentemente muy drasticos. Entre los
principales inconvenientes que impiden la estandarizacidn de fa técnica de induccion de la diabetes
mellitus tipo 1 estan, por un lado, la falta de uniformidad de criterios en la literatura y, por otro, la
existencia de resultados contradictorios; debido a esto, una de las cuestiones mas interesantes por
discutir se relaciona con este problema; e implica, que es muy importante determinar si las dosis de
aloxana usadas aqui produjeron en realidad un estado diabético, y si asi fue, de que grado. Por otra
parte, no es suficiente dar por sentado que el efecto inmediato de la administracion de aloxana es
siempre la manifestacion de hiperglucemia y otros sintomas clasicos de la diabetes mellitus, ya que
esta puede ser transitoria. Los estudios de teratogénesis relacionados con diabetes mellitus requieren
forzosamente del establecimiento de una condicion de hiperglucemia permanente, como sefialan la
mayoria de los autores; y, sobre todo, que el control de dicha variable permitira tener mayores
posibilidades de establecer exitosamente e} modelo animal de diabetes mellitus tipeo 1.
Los valores normales de la glucemia en roedores, no obstante, pueden ser muy variables y dependen
en muchos casos de factores que casi nunca consideramos, tales como las condiciones de crianza en
los bioterios, principalmente luz, temperatura, humedad, alimentacion, espacio, etc., Por otra parte,
los errores de apreciacion en la administracion de sustancias, toma de muestras, interpretacién de
observaciones, tanto conductuales como de aparatos de medicién y en la manipulacion de animates,

etc.; pueden afectar los resultados, ya que un mal manejo de ellos o errores en la aplicacién de
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sustancias pueden provocar estrés en los animales.

Al revisar los valores de referencia de analisis quimicos clinicos para animales de
laboratoric (Loeb y Quimby, 1989), se puede chservar que los parimetros bioguimicos suelen ser
muy variables y estan en funcion de ciertos factores tales como el tipo de cepa utilizada, del sexo,
de la edad, del origen de la muestra (0 método de coleccidn de sangre), del método de analisis
utifizado, etc. Loeb y Quimby, (1989), reportan que la cepa de ratas Sprague-Dawley hembras, de 6
a 8 semanas de edad (1.5 a 2 meses), no embarazadas, tienen un nivel medio de glucosa sanguinea
de 226 + 89 mU/mL, siendo la muestra obtenida por puncion cardiaca, determinada por el método
de la glucosa oxidasa (n=20); mientras que la rata Sprague-Dawley hembra de 30 a 31 dias de edad
(1 a 3 meses) tiene una glucemia media de 143.10 + 15.30 mg/dL resultante de una muestra
obtenida de la érbita ocular, determinada por el método MCA (n=30). La rata Sprague-Dawley
hembra de 30 a 91 dias de edad (1 a 3 meses), de una muestra obtenida por puncion cardiaca, tuvo
una glucemia media de 237.89 + 77.74 mg/dL., determinada por el método MCA (n=69).

Como se puede apreciar, el origen de la muestra es uno de los mas importantes factores
determinantes en la interpretacién de los niveles de glucosa. La muestra tomada por puncion
cardiaca tiene un valor mas elevado, siempre que sea tomada de la sangre arterial que se
encuentra en la auricula y ventriculo izquierdos; si la muestra es tomada de la vena caudal, la sangre
venosa, no oxigenada, puede tener valores de glucosa un poco mas bajos debido a que, aiin en
presencia de un estado diabético, la glucosa es muy permeable para ciertos rganos como ¢l higado
y el cerebro, y por lo tanto es utilizada sin mediar receptores especializados como en las demas
células, disminuyendo de este modo su concentracion sanguinea. En este sentido, es muy
importante tomar en cuenta que el mismo estado de gestacién disminuye los niveles de glicosa,
como se puede apreciar en los grupos control usados en esta investigacion, y que, una situacion
de embarazo complicada con la manifestacion de un cuadro patolégico de diabetes no controlada
puede alterar en un grado muy elevado el metabolisme y producir niveles muy bajos
(hipoglucémicos) y/o altos (hiperglucémicos) de glucosa. Angervall (1959) utiliza ratas control
de la cepa Sprague-Dowley cuyo nivel medio de glucosa es de 88 + 6 mg/dL. Las ratas normales de
la cepa Long Evans tienen una concentracion media de glucosa de 102 mg/dL (Lawrence y
Contopoulos, 1960). El nivel medio de glucosa de ratas control de la cepa Sprague-Dowley, se ha
indicado estar en un rango de 80 a 100 mg/dL (media = 94 mg/dL) (Lazarow ef al. 1960). Un valor
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similar (media = 100 mg/dL) también fue sefialado por Foglia e/ al. 1963. Las ratas control de
Ellison y Maren (1972) mostraron un vator de 69 + 4 mg/dL, que un dia después de la
administracion de aloxana subié a 89 + 4 mg/dL. Las ratas normales de la cepa Wistar tienen upa
glucemia de 90 a 130 mg/dL (Deuchar, 1977, Wilson, 1985). Finalmente Abdel Raman ef af {1992),
hace el sefialamiento de que las ratas control Sprague- Dowley tienen niveles medios de glucosa de
1149 mg/dL antes del periodo de la gestacion, y de 78.5 mg/dL durante éste.

Se ha indicado que los niveles normales de glucosa sérica en roedores sonde 1.2-13a 1.5
mg/mL (120 - 130 a 150 mg/dL) (Sadler, 1993); no obstante, casi todos los animales control
utifizados en esta investigacion (a excepcion de 1 rata que tuvo 121 mg de glucosa /dL), tuvieron
niveles de glucosa por abajo de estos valores, lo cual inicialmente los incluiria como
hipoglucémicos. En la serie experimental en la que se administraron 80 y 100 mg de aloxana/Kg
de peso (n=4,en ambos casos), cuyos efectos fueron evaluados al dia 10 de la gestacién, y que
puede ser considerada como una serie pretiminar (Tabla 4), se inducen hiperglucemias en 2
individuos en cada caso . La administracion de 120, 140 y 150 mg de aloxana/Kg de peso y la
comrespondiente evaluacion de sus efectos sobre el desarrollo embrionario al dia 8 y 10 de la
gestacion (Tablas 2 y 3) resulta en un aumento en el nimero de deciduomas y/o reabsorciones en el
cuerno uterino izquierdo y disminuciones de los mismos en el cuerno uterino derecho con respecto
a los controles, excepto para la dosis de 120 mg de aloxana/Kg de peso al dia 10 de la gestacion,
donde también hay un aumento en relacién con los controles. Aunque no se determinaron los
niveles000 de glucosa, las tasas de mortalidad o supervivencia preducidas con esas dosis podrian
estar relacionadas con glucemias muy altas. Ademas de que la literatura seftala, que a estas dosis de
aloxana se inducen diabetes muy severas cuyos efectos son también severos, tales como
malformaciones del SNC, alteraciones del proceso de osificacion, incapacidad para aparearse
debido a patrones conductuales alterados (Levi y Weinberg, 1949; Takano y Nishimura, 1966;
Wilson et al. 1985), e incluso falla de 1a ruptura de la vesicula germinal (Diamond er al. 1989). En
este sentido, también concuerdan los sefialamientos de los autores que hablan acerca de los indices
elevados de mortalidad materna debidos a hiperglucemias elevadas.

Los deciduomas probablemente estan relacionados con los altos niveles hiperglucémicos
que irﬁpiden la continuidad de la prefiez (Miller, 1947).

Al considerar los niveles promedio de glucosa sanguinea desde el dia cero al dia 18 de la

gestacion, previo al dia del sacrificio, de las ratas madres tratadas con 80 y 90 mg de aloxana/Kg de
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peso (Figura 1B} y del grupo control, nos permite apreciar una considerable variabilidad de los
valores en las glucemias, y que, con respecto a Sadler (1993) no alcanzan nunca niveles
hiperglucémicos. Con el tratamiento de 80 mg de aloxana/Kg de peso los niveles de glucosa
comprenden un rango de 58.8 a 79.2 mg de glucosa/dL de sangre total. La mayor variabilidad de los
niveles de glucosa se da con el tratamiento de 90 mg de aloxana/Kg de peso, en este caso, los
niveles de glucosa caen en un rango de 46.5 a 85.0 mg/dL de sangre total. El rango de los niveles
promedio de glucosa sanguinea en los controles fue de 60.8 a 83.0 mg/dL de sangre total. Sin
embargo, no es posible comparar con los valores reportados por Sadler (1983), ya que el valor de
1.2-1.3 a 1.5 mg/dL reportado por este autor se refiere a glucosa sérica, mientras que el glucometro
utilizado en este estudio determina glucosa sanguinea. Por tal razon, el analisis es contra el grupo
control, encontrando que no hay diferencia entre alguno de los dos tratamientos y éste dltimo.

Al analizar los valores promedio de glucosa del dia cero al dia 18 de la gestacion en ratas
madres inducidas con 100 mg de aloxana/Kg de peso (Figura 2B), se observa que estos valores caen
en un rango que va de 82.9 (dia cero) a 207 mg de glucosa/dL (dia cuatro), y al observar la grafica
de la figura, se aprecia una tendencia de estos valores a mantenerse en niveles hiperglucémicos,
ademas de que, con respecto a la curva de los controles, la diferencia entre ambas es notable.

El analisis de los valores promedio de glucosa durante todos los dias de la gestacion
{excepto el dia 19, dia del sacrificio}, de las ratas tratadas con 110 mg de aloxana/Kg de peso
{Figura 3B), tuvieron un rango de glucemia para “todos los datos” de 73.5 (dia cero) a 191 mg de
glucosa/dL (dia 10); y el de “solo las madres”, comprendid de 55.4 (dia 16) a 120 mg de glucosa/dL
{dia 10). Llama la atencidn que en ambos casos al dia 10 se alcanza el maximo valor de la glucemia.
Esto se debe a que el 21.4% de las ratas desarrollaron hiperglucemia severa durante todo el
embarazo y no se encontraron fetos en ellas, de tal manera que, al considerar “todos los datos” el
maximo valor de 191 mg de glucosa/dL representa el promedic mas alto; y en“solo las madres”,
también en ese dia, se alcanza el maximo valor promedio de glucemia debido a que otro 21.4% de
ratas registraron valores hiperglucémicos con respecto al grupo control. El grupo control mantuvo
sus niveles de glucosa dentro de un rango de 60.6 (dia 18) a 86.7 (dia cero) mg/dL; es notable que el
limite superior de este intervalo corresponde al inicio del periodo de gestacion, y el limite inferior al
dia previo al sacrificio, ademas que en la grafica se observa esa tendencia de manera muy clara con
respecto al eje de las abscisas. Sin embargo, la disminucion de la glucemia en los grupos control,

sin duda se debe al embarazo y a las exigencias metabolicas del mismo (Buchanan y Kitzmiller,
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1994). La descripcion anterior acerca de los 2 grupos tratados con aloxana también puede ser
apreciado en la Figura 3B, donde las curvas respectivas ocupan una posicién diferente con respecto
al eje de las ordenadas. Es notable que, la curva de *solo las madres” tiene la misma forma que la de
“todos los datos”, sobre todo, del dia 3 al dia 18, sin embargo, se encuentra muy por ahajo de la
curva anterior con respecto al eje de las ordenadas. Cabe resaltar que en “solo las madres”, el valor
promedio mas alto de glucosa, 120 mg/dL (dia 10) estd en el limite de hipoglucemia y
normoglucemia, por lo tanto, se puede decir que 110 mg de aloxana/Kg de peso inducen, por un
lado, niveles hiperglucémicos muy severos, pero estos impiden que el embarazo llegue a término
(Levi y Weinberg, 1949); y por otro lado, mas frecuentemente, se inducen también niveles

hipoglucémicos con respecto a los valores normoglucémicos indicados por Sadler (1993).

El efecto sobre la ganancia de peso comporal medio de las ratas madres como resultado de la
administracion intraperitoneal de 80, 90, 100 y 110 mg de aloxana/Kg de peso durante todo el
periodo de gestacion hasta el dia 19, dia del sacrificio, no es uniforme, y segiin los datos, parece
estar en relacioén con estas dosis, Se observa un aumento del cambio o ganancia de peso corporal
medio de las ratas madres con respecto a los controles, cuando aquellas son tratadas con 80 y 90 mg
de aloxana/Kg de peso, principaimente desde el dia cero hasta ¢l dia 11 de la gestacion.
Posteriormente hay una reduccion del cambio o ganancia de peso corporal medio de estas ratas
madres hasta el dia 19 (Figura 1A). Por lo contrario, el tratamiento con 100 (Figura 2A) v 110 mg
de aloxana/Kg de peso (Figura 3A) resutta en una reduccion del cambio o ganancia de peso corporal
medio de las ratas madres en comparacién con los controles durante todo el periodo de ia gestacion.
Lo anterior encuentra una confirmacion en las experiencias de Solomon (1959), quién utiliza dosis
de aloxana en un rango de 67 a 125 mg/Kg de peso en ratas Sprague-Dowley y sefiala que hay poca
ganancia, y en ocasiones, pérdida de esta ganancia de peso corporal de las ratas madres cuando son
comparadas con los controles.

La disminucion del cambio o ganancia de peso corporal medio es evidente en las madres
tratadas con 100 mg de aloxana/Kg de peso: en la Figura 2A se observa que ¢l trazo de la curva
queda situada por abajo de la curva de los controles;, mientras que, con el tratamiento de 110 mg de
aloxénaﬂ(g de peso, la disminucion de la ganancia de peso corporal medio de las ratas es similar a
la anterior cuando consideramos “todos los datos” y menos pronunciada en “solo las madres”; es

decir, que cualitativamente, esto puede ser interpretado en la grafica por el hecho de que ef trazo de
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la curva tanto de “todos los datos™ como de “solo las madres” queda por abajo de la curva de los
controles, pero la curva de “solo las madres” estd situada en una posicion intermedia entre la curva
de los controles y la de “todos los datos” (Figura 3A). Parece ser que a ciertas dosis de aloxana hay
diferentes cambios en la ganancia de peso corporal de las ratas madres durante el periodo de
gestacion (Angervall, 1959). Se¢ ha indicado también una ganancia de peso materno
significativamente menor con respecto a controles en grupos diabéticos de ratas Wistar inducidas en
el dia 6 de 1a gestacion con 200 mg de aloxana/Kg de peso (Wilson ef al. 1985).

El aumento de la ganancia de peso corporal medio de las ratas madres tratadas con 80 y
90 mg de aloxana/Kg de peso puede deberse a los efectos de las exigencias metabolicas propias del
embarazo y a las alteraciones hormonales que conlleva, y es menos probable que la diabetes pudiera
haber participado, ya que al parecer, no pudo ser inducida con estas dosis; sin embargo, en otra serie
experimental, donde las ratas fueron tratadas con 30 mg de aloxana/Kg de peso, se presentaron
ciertas malformaciones de importancia debidas a unos pocos individuos diabéticos que si pudieron
ser inducidos, aungue la hipoglucemia también pudo ser responsable (Smoak y Sadler, 1990).

La disminucién de la ganancia de peso corporal medio de las ratas tratadas con 100 y 110
mg de aloxana/Kg de peso estaria en relacion con la hiperglucemia inducida con estas dosis; es
decir, que este efecto se deberia principalmente a la diabetes no controlada, que aunada con otros
factores, podrian provocar condiciones conductuales de apatia que llevarian a una reduccion de la
ingestion de alimentos. Ademas, también podrian estar implicadas ciertas alteraciones
metabdlicas y/o patologicas, debidas también a la diabetes, caracterizadas por deshidratacion e
hiperosmolaridad (Wilson er al. 1985).

Los fetos de las ratas tratadas con dosis de 80, 90, 100 y 110 mg de aloxana/Kg de peso
tuvieron pesos fetales, al dia del saenificio (dia 19), un poco mayores con respecto a los
controles, pero en ¢l tratamiento de 100 mg de aloxana/Kg de peso, la prueba t de Student, reveld
una diferencia significativa entre el peso feial del grupo diabético y los controles, ya que la
probabilidad para el valor de t = 4.43 fue < 0.05. El nimero de fetos, que esta en relacion con el
peso fetal medio al nacimiento, en el dia del sacrificio, fue mayor en el cuerno uterino izquierdo
de las ratas tratadas con 80 y 90 mg de aloxana/Kg de peso, cuando fue comparado con los
controles; y menor en ese mismo cuerno cuando el tratamiento es de 100 y 110 mg de aloxana/Kg
de peso. En cambio, €l nimero de fetos es menor en el cuemo uterino derecho en todos los

tratamientos de aloxana con respecto a los controles. Solo en los controles (n=7) y en el tratamiento
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con 80 mg de aloxana/Kg de peso (n=6) no hay mortalidad materna, pero en el tratamiento de 90
mg de aioxana/Kg de peso (n=6) murieron el 33% de las ratas; y en los de 100 (n=14) y 110 (n=14)
mg de aloxana/Kg de peso murieron el 36% de las ratas en cada caso por efectos de la
hiperglucemia y/o hipoglucemia. No obstante, en el tratamiento de 90 mg de aloxana/Kg los fetos
pudieron ser recuperados y analizados, no siendo asi en los tratamientos de 100 y 110 mg de
aloxana/Kg, La prueba de t de Student y de la mediana, aplicada al tamafio de camada de madres
control y tratadas con 100 mg de aloxana/Kg de peso, y con un valor de t = 2,55 indica una
diferencia significativa (p < 0.05) entre ambos grupos, lo que esta de acuerdo con la mayor parte de
los autores que se refieren a este efecto de la diabetes (Sinden y Longwell, 1949; Selomon, 1959,
Angervall, 1959; Kim et al. 1960; Wilson et al. 1985 y Abdel Raman et al. 1992). Solomon (1959)
sefiala que el peso al nacimiento de neonatos de ratas diabéticas es por lo general més grande que el
de ratas normales. Igualmente, Angervall (1959) sefiala que Hultquist {1950) encontrd que el peso
neonatal medio fue significativamente mas alto en hijos de ratas diabéticas que en el grupo control.
El mismo Angervall (1959) indica que el peso fetal medio al nacimiento difirié significativamente
entre los hijos de los grupos diabético v control (p < 0.001). El mismo aumento significante en el
peso fetal medio al nacimiento de grupos diabéticos comparados con controles fue encontrado por
otros autores (Lazarow ef al. 1960; Kim ef al 1960; Foglia et al. 1963, etc.). También se ha
enconirado una disminucion de peso fetal medio al nacimiento en animales diabéticos (Ellison y
Maren, 1971; Wilson ef al. 1985), mientras que otros no han encontrado diferencias en este sentido
(Milter, 1947; Abdel Raman et al,, 1992).

Angervall (1959) analizo la relacion entre el peso de los recién nacidos y el pese corporal
materno a la concepcidn y al parto, de grupos disbétices y control, en camadas completas, mediante
la prueba estadistica de la regresion. Encontro que los pesos maternos a la concepcion y al parto en
el grupo diabético tuvieron una diferencia significante con el peso al nacimiento, no sucediendo asi
con el grupo control. También analizd la relacion entre el peso medio de la camada y el peso
corporal materno en grupos diabético y control. Dicho autor encontré una regresién positiva del
peso medio al nacimiento sobre el peso medio al parto en el grupo diabético. Ademas, también
reportd una relacion entre el peso medio al nacimiento por camada y el nimero de crias por camada,
siendo -signiﬁcante {p < 0.02) en controles y sin correlacién evidente en el grupo diabético. Esto
implica que hay una regresion positiva entre el peso al nacimiento y el peso matermo a la

concepcidn y una regresion negativa entre el peso al nacimiento y ¢l tamafio de camada. Angervall
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(1959) también hace énfasis en que el embarazo prolongado en las ratas diabéticas por aloxana
parece contribuir al peso aumentado al nacimiento.

En cuanto a los parimetros bioquimicos para ratas prefiadas, tratadas con 100 y 110 mg de
aloxana/Kg de peso medidos en el dia del sacrificio, existen notables diferencias con respecto a los
controles y, por otra parte, también entre los grupos tratados con aloxana. El tratamiento de 110 mg
de aloxana/Kg de peso influye mas irregular y drasticamente en los niveles de glucosa al dia del
sacrificio, pues a excepcion del 21.4 % de las ratas, que desarrollan niveles hiperglucémicos muy
altos, las demas parecen no estar afectadas, pues sus niveles de glucosa permanecen por abajo de los
niveles normales.

Los valores de referencia para analisis clinicos de triacilglicéridos de ratas hembras no
embarazadas de la cepa Sprague-Dawley de 30 a 91 dias de edad son 99.48 + 40.13 mg/dL, y las
muestras fueron tomadas por puncion cardiaca (n=5) (Loeb y Quimby, 1989). En esta investigacion,
los nivetes de triacilglicéridos de los animales control fueron de 452 + 181 mg/dL, los que,
comparados con los valores de referencia de Loeb y Quimby (1989) son 4.5 veces mias grandes;
esto se debe sin duda a los efectos metabolicos de la gestacion, En comparacién con los controles,
los nivetes de triacilglicéridos de los grupos experimentales son mas bajos, pero comparativamente
mas altos que los valores de referencia de Loeb y Quimby (1989) lo que también parece ser una
consecuencia normal de la gravidez. Resulta notable que los valores mas altos de glucemia de
madres tratadas con 110 mg de aloxana/Kg de peso, corresponden a valores bajos y/o moderados de
triacilglicéridos, ademas de que no tuvieron fetos; aunqgue este grupo, evidentemente fue inducido a
diabetes, ésta, en la mayoria de los casos, fue transitoria y no muy severa; no obstante, al parecer, la
diabetes inducida justifica esos altos valores de tnacilglicéridos.

Los efectos de la aloxana sobre las ratas gestantes dependen de la dosis usada y de las
condiciones experimentales al administrarse (previo o durante el embarazo), y en teoria podemos
esperar que exista una relacion directa entre estas dosis y el grado de diabetes inducida. Sin
embargo, los resultados de esta investigacién no comprueban totalmente esa relacion, ya que los
datos obtenidos se presentan frecuentemente contradictorios con las referencias consultadas. El
desarrollo de un modelo animal in vivo de diabetes mellitus tipo 1 esta en funcién de miltiples
factores que, en la medida en que sean bien conocidos, considerados y controlados en su
totalidad, podran asegurar la viabilidad de dicho modelo. El caracter mas dificil de satisfacer es la

induccion de una hiperglucemia permanente que, por un lado es una condicidén imprescindible
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para los estudios teratogénicos y, por otro, el resultado puede ser contraproducente, debido a que
puede resultar muy severa. Por lo tanto la hiperglucemia inducida debe ser moderada pero no
transitoria.

También es necesario prestar una atencion primordial a las técnicas de evaluacion de efectos
dismorfogénicos, ya que la técnica de Barrow y Taylor (1964) requiere de mucha destreza manual y
amplios conocimientos de Anatomia e Histopatologia para ser aplicada con efectividad. La técnica
histolégica normal (H-E) o de rutina podria ser completada con técnicas de microscopia electrénica
para efectuar una evaluacion mas optima a nivel celular. Ante la dificultad de desarrollar un modelo
animal in vivo de diabetes meflitus tipo 1 es necesario tomar en cuenta los muchos factores que se
relacionan con la problematica de la diabetes mellitus durante el desarrollo embrionario y sus
consecuencias sobre la descendencia, Es muy importante elegir ia cepa adecuada de la especie de
roedor por utilizar, prestar especial atencion a las condiciones de crianza para no alterar sus ciclos
biolégicos (sexuales y circadianos). También es necesario llevar al cabo mediciones cuidadosas de

todos los parametros posibles.
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VIL CONCLUSIONES

1. Los efectos teratogénicos observados en la gestacion de la rata Sprague-Dowley son
similares a los sefialados en otros estudios.

2. Las dosis de 80, 90 y 100 mg de aloxana/Kg de peso pueden inducir alteraciones en la
ganancia de peso corporal y otros pardmetros, pero no producen la frecuencia de malformaciones
esperada, y tampoco provocan cambios bioquimicos de importancia.

3. Se puede decir que las concentraciones de 110 y 120 mg de aloxana/Kg de peso se
relacionan mas con un efecto embriotéxico de la diabetes que con resultados dismorfogénicos o
teratogénicos de la misma.

4. Dosis superiores a 120 mg de aloxana’Kg de peso no son indicados para desarrollar el
modelo buscado ya que sus efectos son muy severos y provocan una alta incidencia de mortalidad

materna.
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