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1. INTRODUCCION.

1.1. Diabetes.
- 1.1.1 Definicién N .

La diabetes mellitus (DM), es la manifestacion clinica de la deficiencia
absoluta o relativa de insulina. Es un padecimiento multifactorial, determinado
genéticamente, con alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y
proteinas, que se acompaiia de un exceso relativo o absoluto de glucagon, con
grados variables de resistencia tisular a la insulina. Se manifiesta como un estado
de hiperglucemia crénica asociado a una gran variedad de alteraciones
bioquimicas y manifestaciones clinicas, cuya naturaleza y severidad dependen de
la patogénesis subyacente del estado diabético, del grado de deficiencia de la
accién de la insulina, de la participacién de factores ambientales y del dafio
progresivo de diversos tejidos'' *”.

La DM afecta a la poblacién mundial. En 1995 la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) estimé que aproximadamente 135 millones de personas padecia
DM, siendo mayor el niimero de mujeres que de hombres; ese mismo afio la OMS
considerd que de acuerdo a la incidencia, México ocupaba el 9° lugar con un total
de 3.8 millones de personas enfermas. Las estimaciones realizadas por la OMS
consideran que para el afio 2025 habra 300 millones de diabéticos a nivel mundial
y se reducird la diferencia entre los sexos; México en ese afio se encontrard en la 7°
posicién con un total de 11.7 millones de personas con diabetes, lo que representa
un aumento del 308% .

Actualmente se considera que la mitad de enfermos afectados por este
padecimiento lo desconocen hasta que aparece alguna complicacion.

En 1970 en México la diabetes mellitus era la sexta causa de mortalidad en
personas mayores de 60 anos (411 defunciones por cada cien mil personas), pero
esta frecuencia aumenté un 175% en 1980 pasando al quinto lugar (720
defunciones por cada cien mil personas) y posteriormente en 1990 se increment6
nuevamente un 121%, siendo en éste afio la cuarta causa de mortalidad (869
defunciones por cada cien mil personas)” ®. En 1995 era la segunda causa de
mortalidad hospitalaria con un total de 3,148 defunciones por cada cien mil

habitantes”.




1.1.2. Clasificacion

La DM representa un grave problema de salud en México y en otros paises
del mundo. Durante muchos afios, se han realizado esfuerzos por clasificar esta
enfermedad con el fin de lograr un mejor diagnoéstico y control de la misma. En
general, se piensa que las clasificaciones que existen son muy rigidas para los
clinicos (que deben tener en cuenta aspectos de diagndstico y tratamiento),
complicadas para el epidemi6logo y simplistas para el investigador'" ”, La tltima
clasificacién de junio de 1997"'% (cuadro 1), tiene varias ventajas sobre las
anteriores, ya que clasifica a la enfermedad segtin su etiologia y no segiin su
tratamiento como se hacfa antes. Esta clasificacién reagrupa la enfermedad en -
cuatro categorias:

= Diabetes tipo 1.- engloba a pacientes con destruccién idiopética o inmune de
las células B del pancreas causando una deficiencia absoluta de insulina
(anteriormente conocidos como diabetes tipo I (DMI) o Diabetes Mellitus
Insulino-Dependiente (DMID}))""?,

= Diabetes tipo 2.- incluye pacientes con resistencia tisular a la accién de la
insulina que pueden presentar de manera paralela defectos en la secrecion de
esta hormona (anteriormente conocida como diabetes tipo II (DMII) o Diabetes
Mellitus No Insulino-Dependiente (DMNID))"'”.

= Otros tipos especificos de diabetes.- inducida por defectos genéticos a nivel de
las células f§ del pancreas que son heredados en forma autosémica dominante o
a nivel de alteraciones en la estructura de la molécula de insulina, por
enfermedades del pancreas exécrino, por endocrinopatias, por drogas capaces
de inducir el estado diabético, por infecciones, por mediacién inmunolégica o
por sindromes asociados a la enfermedad'”

= Diabetes gestacional.- este tipo de diabetes comienza en el embarazo y
desaparece después del parto"”. En estos casos, el efecto de la insulina es
bloqueado parcialmente por hormonas antagonistas producidas por la placenta
a partir de la vigésimo cuarta semana de la gestacién humana -por lo que se
dice que el embarazo es un estado diabetogénico per se. Se llega a presentar en
el 3 al 12% de las mujeres embarazadas en los Estados Unidos. De éstas el
24.7% tienden a desarrollar diabetes franca en los siguientes 11 meses a 4 aflos
después del parto; el 37.3% la desarrolla después de 17 afios y el 38% pasados

23 afios™ 'V




CUADRO 1> ' Clasificacién de la diabetes por su etiologia

I. Diabetes tipo 1

deficiencia absoluta de insulina.
A.. Mediada por mecanismos inmunol6gicos
B. ldeopética

A. Defectos genéticos de la funcién de la célula
beta. :
1. En cromosoma 12, I[INF-1alfa (MODY 3)
2. En cromosoma 7, glucocinasa (MODY 2)
3. En cromosoma 20, IINF4 alfa (MODY 1)
4. En DNA mitocondrial
5. Otros
B. Defectos genéticos de la accion de la insulina
1. Resistencia a la insulina tipo A
2. Leprechaunismo
3. Sx. de Rabson-Mendehall
4. Diabetes lipoatréfica
5. Otras
C. Enfermedades del pancreas exé6crino
1. Pancreatitis
2. Traumatismo/ pancreatectomia
3. Neoplasia
4, Fibrosis quistica
5. Hemocromatosis
6. Pancreatopatia fibrocalculosa
7. Otras
D. Endocrinopatias
1. Acromegalia
2. 5x. de Cushing
3. Glucagonoma
4. Feocromocitoma
5. Hipertiroidismo
6. Somatostatinoma
7. Aldosteronoma

II. Diabetes tipo 2

Destruccién de las células B que conduce a una Existen variaciones que van desde el predominio

de la resistencia a la insulina con relativa
deficiencia de ésta hasta el defecto predominante en
la secrecibn con resistencia a la accion de la
hormona.

Otros tipos especificos

E. Sustancias quimicas o drogas capaces de
inducir diabetes '
1. Pentamidina
2. Acido nicotinico 7. Tiazidas
3. Glucocorticoides 8. Difenilhidantoina
4. Hormona tiroidea 9. Alfa-interferén
5. Diazéxido 10. Otros

F. Infecciones
1. Rubéola congénita
2. Citomegalovirus
3. Otras

6. agonistas B-adrenérgicos.

G. Formas poco comunes de diabetes mediada
inmunolégicamente
1. Sx. del hombre rigido
2. Anticuerpos contra receptores de insulina
3. Otras

H. Otros Sx. que algunas veces se asocian con
diabetes

1.5x. de Down 8. Distrofia miot6nica

2. Sx. de Klinefelter 9. Porfiria
3.5x. de Turner 10. Sx. de Prader Willi
4, Sx. de Wolfram 11. Otros

5. Ataxia de Friedreich
6. Corea de Hungtington
7. 5x. de Lawrence Moon Beidel

IV. Diabetes Mellitus Gestacional

Otra clasificacién para eventos especificos es la que propuso la Dra.
Priscilla White"? (cuadro 2) especialmente disefiada para las pacientes
embarazadas con alteraciones en el metabolismo de la glucosa, que tiene un valor
especial para el clinico, ya que toma como base el tiempo de evolucién de la
diabetes, su duracién y la presencia de complicaciones vasculares. Sirve ademas

como un medidor del pronéstico de la evolucién del embarazo

(10, 13-15)



CUADRO 2. Clasificacién obstétrica de diabetes mellitus propuesta por Priscilla White
Clase | Definicion

A Pacientes con diabeles subclinica donde la prueba de tolerancia a la glucosa difiere poco de la prueba
de un paciente sano, la glucemia es controlada tnicamente con dieta o hipoglucemiantes orales, sin
importar la edad de inicio o la duracion del padecimiento,
B Pacientes que manifestaron la enfermedad por primera vez después de los veinte afios, con una
duracién de la enfermedad menor a nueve afios y sin presencia de complicaciones especialmente
enfermedades vasculares.
C Pacientes que manifestaron la enfermedad entre los diez y diecinueve afios de edad o cuya duracién es
de diez a diecinueve afios, sin presencia de complicaciones pero existiendo un dafio vascular latenle.
Pacientes que hayan manifestado la enfermedad antes de los diez afios, con una duracién de la
enfermedad mayor a veinte afios, presentdndose lesiones vasculares, como son la retinopatia no,
proliferativa o hipertensién arterial {no pre-eclampsia).
E Pacientes que presentan calcificacién de-los vasos pélvicos
F Pacientes con nefropatia vascular y que presentan proteinuria (albuminuria) mayor a 500 mg/ dia.
H Pacientes con evidencia clinica de cardiopatia arteriosclerética.
R Pacientes con retinopatia proliferativa o de fondo, que puede llegar a desencadenar una hemorragia
RF
™

v

vitrea.

Pacientes con retinopatia proliferativa o de fondo, que puede llegar a desencadenar una hemorragia
vitrea, presentdndose ademés proteinuria (albuminuria) mayor a 500 mg/dia.

Pacientes con transplante renal previo.

*Clase agregada por Tagatz y col.

1.1.3. Diagnéstico

Los nuevos criterios diagndsticos permiten detectar en forma maés
temprana la enfermedad, con lo que se le puede ofrecer al paciente un
tratamiento oportuno que retrasa la aparicién de complicaciones y mejora su
calidad de vida®'?.

El diagnéstico actual de la diabetes, se establece con base en el cuadro
clinico caracteristico (poliuria, polidipsia y polifagia) las complicaciones agudas o
crénicas y los estudios de laboratorio que detectan hiperglucemia. Es necesario
hacer notar que el estado diabético varia de forma importante en sus
manifestaciones clinicas iniciales y puede presentarse repentinamente como una
alteracion metabdlica potencialmente letal o manifestarse por el contrario con
poco o ninguno de los sintomas o signos caracteristicos y por ello escapar a la
deteccién por muchos afios''?”,

El diagnéstico se establece cuando el paciente llena cualquiera de los
siguientes criterios: : :

1. Sintomas de diabetes con una elevacioén casual* de la glucemia >200 mg/dl (11.1
mmol/L). Los sintomas clasicos son poliuria, polidipsia y pérdida de peso
inexplicable.

* Casual en cualquier tiempo y dia pero sin relacion con el tiempo transcurrido después del
ultimo alimento.




2. *GPA > 126 mg/dL (7 mmol/L)

Intolerancia a la glucosa de ayuno*: GPA > 110 mg/dL y <126 mg/dL.
*GPA: glucosa plasmdtica en ayumno.

*Ayuno.- no mgestron de calorias por lo menos en las 8 Irs. anteriores.

3. 2h PG > 200 mg/dL durante una **CTG.

La prueba debe ser realizada con los criterios de la OMS, utilizando 75 g de glucosa
para hacer la carga oral, disuelta en agua.

**PG.- poscarga de glucosa

*CTG.- curva de tolerancia a la glucosa

4. Intolerancia a la glucosa: glucosa plasmatica 2 h > 140mg/dL y <200 mg/dL .91,

La tolerancia a la glucosa es una prueba que ayuda en forma importante al
diagnoéstico de diabetes. Para que sea valida, tiene que cumplir con los siguientes
criterios®'";
¢ Debe realizarse por la mafiana, después de un ayuno de un minimo de 8 horas.
¢ El paciente debe llevar una dieta los tres dias anteriores al estudio de por lo
menos 200 g de carbohidratos diarios.

¢ Mantener sentado al paciente durante la prueba, sin fumar ni hacer ningan
tipo de ejercicio.

¢ Se deben tomar en consideracion todos aquellos factores que interfieran con los
resultados de la prueba (cuadro 3).

¢ Hay que tomar en cuenta cualquier respuesta adversa que se presente durante
la prueba como néusea, diarrea, etc.

CUADRO 3. Factores que pueden interferir con la curva de tolerancia a la glucosa”.

Cualquier situacién que altere el metabolismo de los carbohidratos, como lo es el estrés, ayuno e
inactividad fisica prolongada.

La ingestion de inhibidores de la monoaminooxidasa, propanolol, alcohol, salicilatos a grandes dosis,
diuréticos tiacidicos, anticonceptivos, estrégenos glucocorticoides, catecolaminas, &cido
nicotinico, agentes simpaticomimeticos, difenilhidantoina.

Enfermedades subyacentes: enfermedades pancreaticas, pancreatectomia, hemocromatosis, fibrosis
quistica, pancreatitis crénica.

Endocrinopatias: sindrome de Cushing, acromegalia, feocromocitoma, aldosteronismo primario,
glucagonoma.

Para realizar esta prueba, se toma una muestra de sangre en ayuno para
determinar los niveles basales de glucemia. Posteriormente se administran por
via oral 75 g de glucosa disuelta en agua, que se debe ingerir en 2 a 3 minutos. En
los nifos, la carga de glucosa debe ser de 1.75 g/kg de peso hasta un maximo de
75 g. Las mujeres embarazadas requieren una carga de 100g. Dos horas después,
se toma una segunda muestra de sangre®”,




Esta prueba es especialmente 1til para diagnosticar a los pacientes que no
tengan sintomas, que sus niveles de glucemia en ayuno se encuentren tan sélo un
poco alterados y/o que el diagnéstico se encuentre en duda por cualquier

an
causa' ",

Para diagnosticar diabetes los niveles de glucemia en la curva de tolerancia

a la glucosa deben ser®™ '
CIG ,
Tiempo Niveles plasmiticos de glucosa
Ayuno >126 mg/dL
2 horas > 200 mg/dL

Para diagnosticar intolerancia a la glucosa los niveles deben de ser® '”:

CIG
Tiempo Niveles plasmiticos de glucosa
Ayuno >110y <126 mg/dL
2 horas 2140 y < 200 mg/dL

Otro estudio que contribuye al diagnostico y control de los pacientes con
diabetes es la hemoglobina glucosilada.

La hemoglobina glucosilada (HbA) se forma por glucosilacién no
enzimatica de la porcién N-terminal de la cadena B de la hemoglobina A."®. El
nivel de HbA es proporcional al nivel de glucosa en sangre por un periodo
aproximado de 6 a 8 semanas''”. La fraccién 1c de la HbA (HbAi) ha sido
aceptada como indicador de la concentracién media diaria de la glucemia en los
dos meses precedentes® 2V, Estudios recientes han demostrado que los niveles
obtenidos mediante la determinacién regular de HbA:. conducen a cambios en el
tratamiento de la diabetes y a mejoras del control metab6lico, que se traducen en
una disminucién de los niveles de HbA1# #. Por lo que la medicién cada dos o
tres meses de HbAi. se ha recomendado para monitorear el tratamiento
prolongado de los pacientes con diabetes ** 7,

1.1.4. Complicaciones.

1.1.4.1 Agudas.
Las complicaciones agudas més graves de la diabetes son la cetoacidosis

diabética (CAD) y el sindrome hiperosmolar no cetécico, aunque existen otras
como la hipoglucemia y la acidosis lactica®.
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La CAD es causada por una deficiencia casi total de insulina lo que
provoca hiperglucemia, hipercetonemia, acidosis metabdlica y alteraciones
hidroelectroliticas. Este tipo de complicacién por lo general se presenta en los
pacientes con diabetes tipo 1 de reciente diagnéstico o que no se han controlado
‘adecuadamente. Ocasionalmente se puede presentar en pacientes con diabetes
tipo 2, en los que se requiere de factores desencadenantes tales como infecciones,
infartos, traumatismos, estrés, hipertiroidismo, feocromocitoma o la ingestién de
medicamentos como esteroides, agonistas adrenérgicos, etc®”. La CAD se
-presenta en aproximadamente el 9% de las diabéticas embarazadas, poniendo en
peligro la vida de la madre y del producto®”. Afecta preferentemente a las
mujeres gestantes con diabetes tipo 1, aunque también se presenta en
embarazadas diabéticas tipo 2 y en diabetes gestacional. En ocasiones, se puede
presentar un episodio de CAD con glucemias cercanas a lo normal. Lo cierto es
que la cetoacidosis se presenta mas rdpidamente en mujeres gestantes que en las
que no lo estan®” ?®, La mortalidad fetal durante un episodio de CAD varia entre
el 30 y 70%%" *. Parece ser que entre mas severa sea la alteracién metabélica
materna peor es el pronéstico del feto®. La fisiopatologia de esta complicacién
es compleja (fig. 1). Existe hiperglucemia debida a la falta casi absoluta de
insulina y al incremento de la produccién de glucosa por el higado a través de la
gluconeogénesis y la glucogendlisis. Aumenta la cetogénesis (produccién de
acido B-hidroxibutirico, 4cido acetoacético y acetona) a partir de dcidos grasos
libres. Los hepatocitos son capaces de captar a los cuerpos ceténicos y los
integran a la B-oxidacién. La cetoacidosis diabética puede considerarse de hecho
como un estado en el que el organismo utiliza todas sus defensas para proteger al
cerebro del dafio que puede resultar de la hipoglucemia “5 ),

La produccién de cuerpos cet6nicos en la cetoacidosis es similar a la que se
presenta durante el ayuno prolongado en pacientes sanos. Sin embargo, ya que la
deficiencia de insulina en diabéticos es mds pronunciada, la hipercetonemia es
mucho mas severa®. La cetogénesis se puede explicar en parte por la falta de
insulina. La insulina tiene un efecto anticatabolico para la inhibicién de la
cetogénesis, glucogeno6lisis, lipdlisis y gluconeogénesis. Este efecto anticatabélico
se consigue con bajas concentraciones de insulina. En humanos se demostré que
se requieren niveles de 20 a 200 pU/ml para la entrada periférica de glucosa,
mientras que la actividad antilipolitica se consigue con cantidades mucho maés
pequenas tales como 15 pU/ml®®. Durante la CAD hay una secrecién
contrarreguladora de otras hormonas, que tienen efectos catabdlicos. Primero hay
un aumento en la secrecién de glucagon, después hay un aumento en la secrecién
- de cortisol y catecolaminas. Estas hormonas actiian para aumentar las fuentes de
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energia aumentando la produccién y liberacién de glucosa y estimulando la
lip6lisis rompiendo los triglicéridos, 1o que promueve la cetogénesis*™ '™,

Figura 1
[ Insuficiencia relativa o absoluta de insulina |
|
I_Catabolismo protéico Hiperglucemia ~— —— T Lipélisis |
| ' éci]os grasos
gluconeogénesis glucosuria libres (AGL)
hepética
diuresis psmoética ———  deshidratacién
oxidacioén
pérdida pérdida hiperosmolaridad hepadtica
urinaria de urinaria de: sérica de los AGL
agua Nat*
K+
Cl 1 de la secrecion de: cetonemia
HCOs glucagon
catecolaminas ACIDOSIS
cortisol | (pH .L)
hormona del crecimiento

Las mujeres embarazadas se encuentran mds predispuestas a presentar
cetoacidosis. Los sintomas comunes del embarazo como son las niuseas v el
vomito en el primer trimestre, llevan a mayor deshidratacién y aumento en la
produccién de los antagonistas de la insulina como el glucagon y las
catecolaminas, condicién que favorece la cetogénesis. Por otro lado, las mujeres
diabéticas embarazadas son mas propensas a infecciones, particularmente en el
tracto urinario, lo que se considera un factor desencadenante de la CAD®,

La gran variedad de sintomatologia de esta complicacién, no se presenta de
inmediato, sino progresivamente. Los pacientes inician con poliuria y polidipsia,
consecuencia de la hiperglucemia (normalmente sobrepasa los 250 mg/dL de
glucosa plasmaética), la cual causa diuresis osmoética y deshidratacion. Se presenta
astenia y pérdida de peso por el proceso catabélico acelerado, asi como nausea,
vémito y dolor abdominal causado por la hipercetonemia y el desequilibrio
hidro-electrolitico. Los pacientes cursan generalmente con hipotensién,
taquicardia, hipotermia, respiracion de Kussmaul (respiracién acelerada y
superficial) y depresi6n del estado de alerta®.

La otra complicacién aguda que se presenta con mayor frecuencia en
diabéticos es el sindrome hiperosmolar no cetogénico también conocido como
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hiperglucemia no cetogénica o hipertonicidad no cetogénica. Este sindrome
puede presentarse como la primera manifestacion de la diabetes tipo 2 y en
ocasiones como resultado de factores desencadenantes y/o en pacientes
descontrolados. Algunos de los factores que pueden desencadenar esta
complicaciéon son: la supresion inadecuada de hipoglucemiantes orales,
infecciones concomitantes, enfermedades concurrentes como infarto al miocardio,
accidente cerebral vascular, cirugias, etc®. Independientemente del factor
desencadenante, la causa de este sindrome, es la hiperosmolaridad extracelular,
resultado de la grave deshidratacion que es consecuencia de la diuresis osmética
por aumento importante y sostenido de las cifras de glucosa®®. El cuadro clinico
es insidioso, se instala durante varios dias e incluso semanas. Inicia con
descontrol de la diabetes, con hiperglucemia e hiperosmolaridad sin cetogénesis.
El paciente presenta polidipsia, poliuria y vémitos, lo que lo lleva a mayor
deshidratacién sin respiracion de Kussmaul. Es frecuente que existan datos
neurol6gicos que varian desde afasia, convulsiones, hemiparesia y signo de
Babinsky, hasta coma®®®.

1.1.4.2.CrOnicas

Aunque la DM se puede controlar con insulina, dieta, ejercicio,
hipoglucemiantes orales, o una combinacién de éstos, el tratamiento no ha
impedido que se presenten las complicaciones crénicas que afectan ojos, rifiones,
nervios y arterias. En los diabéticos, la ceguera es 25 veces més comiin que en los
no diabéticos y es producida por el dafio capilar de la retina que lleva a edema,
neoformacién de vasos v hemorragias. Los pacientes con diabetes también
presentan cataratas mads frecuentemente que los no diabéticos.

El dafio renal crénico con proteinuria, causado por el dafio capilar en el
glomérulo asociado a adelgazamiento de la membrana basal, es 17 veces mas
comtn en los diabéticos. Asi mismo, las alteraciones en el sistema nervioso
periférico de los diabéticos como la desmielinizacién por segmentos, se asocian
con una alta prevalencia de disfunciones motoras, sensoriales y autonémicas,
incluyendo impotencia que afecta al 40% de los pacientes hombres.

Entre los diabéticos, Ia enfermedad coronaria arterial y los infartos -
consecuencia de ateromas en arterias grandes y medianas- es dos veces mas
comun; y la enfermedad arterial periférica 3 6 4 veces mas®. La mortalidad en los
pacientes diabéticos por enfermedad coronaria es de 2 a 4 veces mas que en los

no diabéticos®?.
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La gangrena que lleva a amputacién es por lo menos 5 veces més frecuente
en los diabéticos.

La expectativa de vida de los diabéticos en promedio, es de tan s6lo 2
terceras partes que ¢l de la poblacién general®™. En el cuadro 4 se resumen las
complicaciones crénicas mas frecuentes de los pacientes diabéticos.

CUADRO 4. Complicaciones crénicas en pacientes diabéticos(30),
VASCULARES
Macrovasculares
s Arteriosclerosis coronaria acelerada
¢ Arteriosclerosis cerebrovascular acelerada
¢ Vasculopatia periférica acelerada
Microvasculares
+ Retinopatia
s Nefropatia
NEUROQPATICAS
Neuropatia Sensomotora
¢ Bilateral simétrica en extremidades inferiores (mas comn)
Bilateral simétrica en extremidades superiores
Meoenoneuropatia
Ulcera neuropatica
Amiotrofia diabética
Caquexia neuropética
Neuropatia Autonémica
Gastroparesia
Diarrea
Vejiga neurogénica
Impotencia
Reflejos cardiovasculares alterados
ENFERMEDADES VASCULARES Y NEUROPATICAS COMBINADAS
¢ Ulceras de piernas
e Ulceras de pies

1.2. Alteraciones en la Reproduccion de Pacientes Diabéticos.

La diabetes también afecta al sistema reproductivo. Los principales
problemas reproductivos de los pacientes diabéticos son los asociados con la
fertilidad y el mantenimiento de la gestacion, asi como el retraso en el desarrollo
del producto y altas tasas de malformaciones congénitas ©" .

Las disfunciones sexuales son muy comunes en hombres con diabetes de
larga duracién. Se ha reportado impotencia, eyaculacién retrégrada, pérdida de la
emisi6n seminal y alteraciones en la espermatogénesis™ **. La impotencia puede
ser en ocasiones la primera manifestacién de la enfermedad y puede deberse
hasta en el 82.7% de los casos a insuficiencia arterial de los cuerpos cavernosos.
La disminucién de la libido y una ereccién débil, son manifestaciones comunes
de la diabetes. Estos problemas pueden deberse a alteraciones endocrinas como
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disminucién de la hormona liberadora de gonadotropina hipotaldmica (GnRH) y
testosterona circulante®?,

Los problemas reproductivos en las mujeres diabéticas son: amenorrea,
oligomenorrea, alteraciones en la foliculogénesis, insuficiencia del cuerpo ltteo,
anovulacion, atrofia ovarica, involucién uterina, disminucién de los niveles de
progesterona, gonadotropinas y prolactina asi como problemas asociados a la
conservacién del embarazo'®> 1*% 1,

Los mecanismos por los que se presentan las alteraciones reproductivas en
mujeres diabéticas, atn no se han dilucidado, aunque se han asociado con
reduccion o falta de secrecién de la GnRH hipotaldmica, lo que trae como
consecuencia menor secrecién de hormonas gonadotrépicas y esteroideas, asf
como una respuesta disminuida del sistema de retroalimentacién positiva de los

esteroides ovaricos(®> %,

La presencia de embarazo complica atin més el ya de por si complicado
estado diabético en las mujeres. A finales del siglo pasado, la idea de que el
embarazo coexistiera con la diabetes era inconcebible debido a la alta tasa de
morbi-mortalidad materno-fetal que hacia practicamente imposible para estas
mujeres concebir. Posteriormente con el uso de la insulina, se ha logrado reducir
la mortalidad tanto de la madre como del producto, pero persisten
complicaciones asociadas de dificil control como las malformaciones congénitas
de los productos®™ ** 7%,

Ademés de las manifestaciones clinicas propias de la diabetes como son
poliuria, polidipsia y polifagia, las mujeres diabéticas embarazadas pueden tener
una gama de complicaciones que se enlistan el cuadro 5.

1.2.1. Alteraciones en el desarrollo de los productos.

El mecanismo por el que la diabetes materna puede alterar el desarrollo
fetal, no se ha podido establecer en forma definitiva. Se han implicado tanto
factores genéticos como ambientales en la teratogénesis de los productos de
madres diabéticas®”. Entre los factores ambientales estdn las alteraciones
metabélicas, la deficiencia de acido araquidénico® y la vasculopatia placentaria
entre otros"'".

Dependiendo de la etapa del desarrollo en la que se presente la
hiperglucemia, las alteraciones de los productos son diferentes.
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CUADRO 5. Complicaciones de la diabetes durante el embarazo.

SISTEMA

AFECCION

OBSERVACIONES

Metabdlicas

T peroxidacion lipidica®
t irregular de peso(b)

fluctuaciones de los niveles séricos de

= los hidroperoxidos estimulan la
biosintesis de prostaglandinas
inhibiendo la produccion de

glucosat) prostaciclinas; este desbalance es
» cetoacidosis (lipolisis acelerada)i2® muy perjudicial para el embrion 74,
e plucosuria®® = La albimina protege al embrion del
. % de albimina glucosilada® c%aﬁo causado por los radicales
s Hipertension arterial (sin toxemia}s libres de Ox.
=> HbAices el resultado de la reaccién
« 1 porcentaje de HbA1() entre la Hb Ay con cart'_’ohidratOS,
e 1 niveles de fructosamina®? como la fructosa 1,6 difosfato,
« ! lipoproteinas de alta densidad® glucoszlx 6 fosfato c? glucosa‘, q?zs’:‘i
¢ T concentraciones de triglicéridos® une'n al grupo amino terminal de la
e Tconcentraciones de VLDL®) valmla dela cadena p de la Hb "
. mediante un proceso no enzimatico,
» Tconcentraciones de LDL® irreversible y dependiente de la
o | concentraciones de HDL~olesterol(} concentracién de glucosa en el
s colesterol sin cambios aparentest) medio; los valores de HbA;.
e T cantidad de superéxido dismutasa _permiten evaluar niveles de glucosa
s Resistencia a la insulina4), de cuatro a ocho semanas antes de
» Niveles anormales de insulinat!) la determinaciént3)
e | concentracién de péptido C62)
Neuropatias s parestesiag® = Producto de desmielinizacién de los
s neuropatia periféricai® axones.
Vasculares « T nefropatia = El agravamiento de estas
« 1 retinopatiat4!) condiciones en la gestacion es
e« T neuropatiat4) transitorio y reversiblets, 4)
Respiratorias s Neumoniaé?
+ 1 prolactina®® = Influyen en los abortos espontdneos
Endécrinas o estradiol#® durante el primer trimestre
o 1 gonadotropina coriénical4)
» | de la filtraci6n glomerular(s) = Frecuencia de 22%1)
+ albuminuria®
Renal-urinarias |e [nfecciones urinarias®)
* urosepsists)
¢ uremial45
¢ pielitis hiperpirética(i®
¢ pielonefritis4%
Genitales * vaginitis monilidsica4?
» Insuficiencia placentaria(10 = Niveles bajos de estradiol y
Sistema Materno- lactogeno en placentat1d),
fetal Pre-eclampsia y eclampsia (loxemia)#1.42 | = Se presenta tres veces mas con
hidramnios y polihidramnics(3? hidramnios que sin |15
o 1 flujo uteroplacentariot® = Reduce el espacio intervelloso en la
placental4®).
¢ cantidad de a-fetoproteinats2)
Fetales o T concentracién de Hbt2)
o T frecuencia de hipocalemia#n
¢ 71 frecuencia de hipomagnesemia®)
s Enfermedad de las membranas hialinast0
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Las alteraciones al principio de la gestacibn incluyen: abortos
espontaneos®” y alteraciones en el desarrollo que dan como consecuencia la
presencia de malformaciones congénitas. Estas ocurren durante la embriogénesis
temprana, afectando uno o mas de los procesos de desarrollo y provocando
multiples defectos. En humanos, se inducen antes de la 7° semana

pOStCOnCepCién(M. 55.58)

Las malformaciones congénitas se definen como las anomalias estructurales
presentes desde el nacimiento y se clasifican en cuatro grupos:

e Malformaciones congénitas letales.- generalmente implican alteraciones a nivel
del sistema nervioso central®”, se les atribuye el 50% de las muertes
perinatales®” y pueden explicar per se la muerte intrauterina, o bien son
incompatibles con la vida extrauterina®".

e Malformaciones congénitas mayores.-pueden ser letales o requerir intervencién
quirtirgica o médica para ser afines con la vida extrauterina trayendo consigo
severas consecuencias psicol6gicas, fisicas o funcionales, comprometiendo la
calidad de la vida futura’® *> 2, Son aproximadamente dos veces mas
frecuentes en hijos de madres diabéticas que en hijos de mujeres no diabéticas,

siendo més frecuentes en necnatos con un marcado retraso en el crecimiento®"
63)

e Malformaciones congénitas menores.- son aqueilas que no afectan en forma
importante la vida futura e incluso pueden pasar desapercibidas®®. Su
frecuencia no difiere de manera significativa de lo que se observa en los
productos de madres sanas“”. Un ejemplo de malformacién menor en
productos de madres diabéticas es la presencia en la piel de pequefias manchas
de color café claro®®.

¢ Malformaciones congénitas multiples son aquellas que afectan a mas de un
6rgano o un sistema en el mismo individuo®" .

Las malformaciones congénitas en hijos de madres diabéticas son
generalmente miiltiples y no especificas e incluyen defectos tanto de reduccion
como de duplicaci6n®, aunque tienden a ocurrir ciertos patrones
individuales™. Se estima que del 2 al 3 % del total de los recién nacidos de
madres sanas tiene una anomalia congénita estructural o funcional al nacer de las
cuales, s6lo el 1% son mayores. Mientras que la incidencia de anomalias mayores
en hijos de mujeres con diabetes mellitus oscila entre 1.5 a 10 veces més que la de
los hijos de madres sanas® '* ' ¥ % % 6.7 14 incidencia de malformaciones
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congénitas tiene de 2.6 a 3% de mayor posibilidad en madres con diabetes

gestacional que en madres sanas”". Por lo general se encuentran més afectados

los productos del sexo femenino que masculino®. Actualmente, las

- malformaciones congénitas representan un 40% de las causas de muerte perinatal
en los hijos de madres diabéticas"* >,

Se ha observado que las mujeres diabéticas gestantes que presentan niveles
elevados de hemoglobina glucosilada (lo que refleja descontrol metab6lico de los
- 2 a 3 meses antes de-la determinacién de la HbA1.) en el primer trimestre de la
gestacién, presentan una mayor frecuencia de abortos espontdneos y de
malformaciones congénitas mayores que aquellas que se encuentran dentro del
rango de control “aceptable” de la diabetes. A pesar de mantener un buen control
en los niveles de HbAi., las mujeres diabéticas presentan un mayor riesgo de
tener hijos con malformaciones congénitas que las no diabéticas® > 7> ™ 79,

Se considera que la terapia con insulina y el control metabélico estricto de
la diabética embarazada en etapas tempranas de la gestacién e incluso antes de la
concepcién disminuye la tasa de mortalidad en la madre y su hijo, asi como el
riesgo de que éstos presenten malformaciones congénitas; sin embargo, otros
reportes revelan que éstas pueden aparecer a pesar de un buen control de la

I s, (48, 55, 57, 64, 73, 92-95)
ghucemia :

Por otro lado, se ha visto que la insuficiencia de insulina atin con niveles de
glucemia normales, se asocia a un retraso en el desarrollo de los embriones en
cultivo de ratas y aumenta la incidencia de malformaciones congénitas en estos

animales™,

1.2.2, Teratogénesis

La hiperglucemia per se tiene un gran poder teratogénico en el desarrollo
embrionario. Al parecer, en etapas tempranas del desarrollo, la glucosa puede
causar daifio en el DNA provocando mutaciones tales que impidan la expresién
de genes criticos para la embriogénesis normal”®. Este dafio, puede retrasar la
duplicacién del DNA y por lo tanto, la division celular, lo que interrumpe los
tiempos de los programas del desarrollo necesarios para la organogénesis. Hay
estudios que demuestran que atin una hiperglucemia moderada durante un corto
periodo de tiempo es capaz de producir mutaciones al DNA7®,

La hiperglucemia puede producir su efecto teratogénico mediante la
formacion de radicales libres de Oz, al menos in vitro. Se ha visto que la adicién
de citiolona, superéxido dismutasa (SOD), catalasa y glutatién peroxidasa a
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cultivos en suero diabético de embriones de ratas, tienen un efecto protector en el
embrién, sobre todo la SOD que disminuye el retraso en el crecimiento y las
malformaciones embrionarias“” . El efecto principal de los radicales libres de
Oz podria ser un aumento en la peroxidacién de los lipidos, aunque también se
deben considerar efectos directos sobre el DNA. Los productos principales de la
peroxidacion de los lipidos, los hidroperéxidos, son estimulantes de la biosintesis
de prostaglandinas, pero inhibidores de prostaciclinas, lo que produce un
desequilibrio perjudicial para el embrion“® ™.

Una de las hipétesis mas recientes sefiala que la produccién excesiva de
cuerpos cet6nicos”” *” —tales como el B-hidroxibutirato, que es uno de los que se
producen en mayor cantidad en animales con diabetes inducida®" *- estan
alterando el ambiente intrauterino y son los responsables del retraso en el
desarrollo de los embriones de ratas diabéticas y de las malformaciones
congénitas que presentan®”,

Actualmente se maneja la hipé6tesis multifactorial de la embriopatia
diabética. Tanto la glucosa como los cuerpos cetbmicos (en especial el -
hidroxibutirato) actian sinérgicamente para producir retraso en el crecimiento e
inducir malformaciones®”. Se ha demostrado que la adicién de B-hidroxibutirato
a los cultivos de embriones de ratas diabéticas, aumenta hasta en un 29% la tasa
de malformaciones comparada con aquellos cultivos en los que tnicamente se
utiliz6 suero hiperglucémico; mientras que la adicién de los inhibidores de
somatomedina exacerban la induccién de malformaciones producidas por los
cuerpos ceténicos y la glucosa® *®. Por esto, se concluy6é que la glucosa tiene un
papel en la teratogénesis mucho menos importante que el que presentan los

cuerpos cet6nicos, en especial el B-hidroxibutirato®”,

Los radicales libres de O también participan en la teratogénesis de los
productos de madres diabéticas. Se sabe que en el estado diabético, existe ademaés
depleciéon importante del glutation (GSH), el cual, se encuentra presente en la
mayoria de las células y juega un papel importante en la defensa celular contra el
estrés oxidativo, actuando como un amortiguador contra las especies reactivas de
oxigeno (ROS)"", En estudios recientes in vitro con embriones de ratas diabéticas
se ha asociado la disminucién de enzimas antioxidantes, tales como la
superéxido-dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), con el aumento en la incidencia
de malformaciones congénitas, disminucién del peso y del contenido de protefnas
de los productos. También, los antioxidantes de bajo peso molecular (LMWA) se
han encontrado disminuidos tanto en los embriones como en el saco vitelino de
embriones de ratas diabéticas®™. Incluso se ha observado que la adicién de
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antioxidantes tales como la vitamina C y vitamina E al medio de cultivo
diabético, puede disminuir el efecto de la diabetes en el embrion durante la

gestacion®® ¥

Existen otros factores asociados con la dismorfogénesis diabética. Las
lesiones angiopéticas de la vasculatura pélvica, tienen como consecuencia una
reducciébn importante en la perfusién placentaria y un transporte de nutrientes
reducido, lo que puede dar origen a alteraciones en la embriogénesis temprana
y/o al retraso en el crecimiento fetal®” *”, La vasculopatia diabética materna,
aumenta la incidencia de malformaciones congénitas hasta en un 11.8% .

También se han asociado otros factores maternos como la deficiencia de
zinc y la vitamina A con la presencia de embriopatias®’.

Todos estos factores, contribuyen de una manera u otra a la embriopatia
diabética; pero, para que exista un efecto teratogénico, se debe combinar la
presencia de un medio ambiente aberrante, con alteraciones en las mezclas
metaboélicas, un periodo gestacional critico y un minimo de exposicién a los
terat6genos®”,

En la etapa final de la gestacién, la muerte intrauterina y perinatal es 4
veces més frecuente en los hijos de madres diabéticas®”. Se ha propuesto que la
hipoxia y la acidosis fetal (sindrome de diestrés respiratorio (RDS)), al igual que
la hipoglucemia e hipocalcemia que presentan los hijos de madres diabéticas, son
la causa principal causa de morbi-mortalidad perinatal®95. La macrosomia o el
mal control de la diabetes durante el embarazo, también se han asociado con esta
condicién™® *?. La macrosomia, que se presenta en el tltimo trimestre de la
gestacion, se ha explicado por la transferencia placentaria de mayor cantidad de
glucosa y otros nutrientes. Este aporte adicional de nutrientes acelera la
maduracién secretora de los islotes fetales, provocando un estado de
hiperinsulinismo fetal'”, lo que aumenta el potencial anabglico en el feto®.

Se han observado alteraciones estructurales y funcionales en las placentas
de madres diabéticas con un alto contenido de glucégeno y una mayor capacidad
de unién de la insulina a la placenta® asi como un aumento en la actividad de la
tirosincinasa del receptor placentario de insulina, hecho que estd asociado a
productos macrosémicos®”.

Ademas de los abortos espontdneos®”, las anomalias que se presentan con
mayor frecuencia en hijos de madres diabéticas estdn enlistadas en el cuadro 6.
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La frecuencia relativa de las diferentes alteraciones con respecto a lo observado
en la poblacién general se presenta en el cuadro 77,

L1470, 89, 91, 10D

CUADRO 6. Principales alteraciones en los hijos de madres diabéticas (modificado de Reece y cols)

Sistema Sindrome de regresion caudal
Muisculo- Labio leporino con o sin paladar hendido
Esquelético | Costilla bifida.
Costilla "ondulada".
Transposicién de los grandes vasos con o sin defectos del septum ventricular.
Sistema Comunicaciones interventriculares (defectos del septum ventricular).
Cardio- Coartacion de la aorta.
Vascular | Comunicaciones interauriculares (defectos del septum auricular).
| Cardiomegalia.
Sistema Defectos del tubo neural, excluyendo anencefalia.
Nervioso Anencefalia con o sin hernias de elementos neurales
Central Hidrocefalia.
Microcefalia
Agenesia renal.
Sistema Rifién poliquistico.
Renal Duplicacién de uréter.
Situs inversu
Hidronefrosis.
Sistema Atresia duodenal.
Gastro- Atresia anorectal.
Intestinal | Sx. del colon izquierdo pequefio.
Retraso en el crecimiento fetal.
Otros Pseudohermafroditismo,
Arteria umbilical vnica,

CUADRO 7. Frecuencia relativa de las diferentes anormalidades con respecto a lo normal

ALTERACION FRECUENCIA

Defectos a nivel del sistema nervioso central 2.8
Defectos urinarios y renales 3.8
Deficiencias de los miembros inferiores 55
Defectos del campo de desarrollo (DFD) de la espina superior y 26.3
costillas

DFD de la espina inferior 39.3
Disgenesia caudal 53

Ademads de los efectos ya mencionados, el metabolismo materno alterado
por la diabetes, puede modificar la expresion de genes en células diferenciadas
que presentan menos replicacion durante el desarrollo. Los efectos a largo plazo,
dependeran de las células que se estén diferenciando, proliferando o llevando a
cabo su maduracién funcional®. Una de las lineas celulares que mas se altera es
la neuronal. El descontrol en el metabolismo materno -sobre todo con produccion
excesiva de cuerpos ceténicos- en las primeras etapas de la gestacion, puede
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modificar el desarrollo psicomotor subsecuente del nifio durante los primeros dos
afios de vida** ™, aunque éste se restablece en afos subsecuentes"'*”. Parece ser
que en general, la diabetes materna no altera el coeficiente intelectual o el
aprendizaje de los nifios comparados con los hijos de madres sanas. Sin embargo,
se han asociado niveles altos de cuerpos ceténicos en la madre -en especial de §-

hidroxibutirato- con un bajo IQ en los nifios menores de dos afios®* * 1910

Los hijos de madres diabéticas tienden a manejar indices de masa corporal
significativamente superiores a la de los hijos de madres sanas. Aunque los
niveles de glucemia en ayuno no son diferentes entre ambos grupos, sf lo son los
niveles de glucemia a las dos horas postcarga, asi como los niveles de insulina
postcarga. Es mas frecuente que estos nifios desarrollen diabetes ya sea de tipo 1
6 2 6 que presenten por lo menos en una ocasién alteraciones en la Prueba de
Tolerancia a la Glucosa entre los 8 y 17 afios de edad. Asi mismo se ha
encontrado una relacién directa entre los niveles de insulina en el liquido
amni6tico y la obesidad de los hijos, lo que sugiere una hiperestimulacién del
pancreas desde la etapa fetal con el posterior desarrollo de la obesidad"*”,

1.3. Modelos Animales.
La imposibilidad ética de realizar el estudio de los mecanismos

subyacentes de la embriopatia diabética en humanos en las primeras etapas del
desarrollo -que es cuando ocurre el mayor dafio- hace necesario recurrir a
modelos en animales que puedan proveer una aproximacién directa para tratar
de identificar los factores teratogénicos y los mecanismos a través de los que estos
operan. Es importante enfatizar que debido a que la diabetes es un padecimiento
multifactorial, en el que intervienen factores tanto genéticos como epigenéticos,
que al combinarse dan como resultado la manifestacién de la enfermedad, los
estudios realizados en animales unicamente mimetizan la condicién de
"hiperglucemia" presente en este padecimiento, pero dejan de lado otros factores
tales como los genéticos, por lo que ningan sindrome en animales corresponde
exactamente a ninguna forma de diabetes en el humano. Esto hace necesario
tomar con reservas los resultados de estos estudios en su extrapolacién a

humanos %%,

La diabetes puede inducirse experimentalmente a través de cirugia,
infeccién viral y la administracién de hormonas o de agentes quimicos. Esto nos
permite el estudio de los eventos bioquimicos, hormonales y fisiolégicos que
ocurren en este estado.
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Los primeros intentos de producir diabetes experimental se hicieron en
perros a través de la pancreatectomia parcial o total. Este procedimiento también
fue el primero que se utiliz6 para causar diabetes en ratas gestantes, en las que se
observa una elevada mortalidad de las crias"'*'*?.

Al lesionar quirargicamente en forma selectiva a las células del nucleo
ventromedial del hipotdlamo de ratas, se logr6 que éstas desarrollaran una
diabetes experimental que semeja a la tipo 2, presentando obesidad,
hiperglucemia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina*®,

La epinefrina, el glucagén, los glucocorticoides y la hormona de
crecimiento, tienen un efecto antagonista al de la insulina. Cuando estas
hormonas se encuentran en cantidades elevadas, ya sea por la presencia de
tumores o por la respuesta al estrés, se reduce la tolerancia a la glucosa y se
presenta la hiperglucemia. La epinefrina y el glucagén administrados en altas
dosis a animales, tienen el mismo efecto anti-insulina que el que se presenta en
humanos. Incluso se ha reportado la presencia de hiperglucemia e hiperplasia de
las células beta del pancreas en animales a los que se les administré
hidrocortisona o0 ACTH!*,

Se han considerado un ntmero importante de virus asociados con el
desarrollo de la diabetes tipo 1 en humanos y en animales. El mecanismo de
accién de los virus, puede ser variado. Algunos pueden atacar y destruir
directamente a las células B por el efecto citolitico propio del virus o bien,
indirectamente por una respuesta autoinmune que es iniciada y aumentada por
el virus'®. La presencia de diabetes en estos casos, se correlaciona con la
habilidad de las células beta para mantener la duplicacién viral'”. En el cuadro
8, se enlistan los principales virus que inducen el desarrollo de diabetes en

humanos y animales.

Otro mecanismo para inducir diabetes es la administracién de diversos
agentes quimicos que son de tres tipos:

a) Los que son t6xicos para las células beta del péncreas y las destruyen,
produciendo un efecto citot6xico irreversible.

b) Los que actiian sobre las células beta del pancreas produciendo un efecto
citotoxico reversible.
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c) Los que aumentan los requerimientos endégenos de insulina, estresan al

pancreas y secundariamente producen diabetes (cuadro 9) *%.

CUADRO 8. Virus que inducen el desarrollo de diabetes en animales y humanos

(105}

VIRUS HUESPED FACTORES GENETICOS -
RNA-virus
Coxsackie B ratén +
primates no humanos +
humanos no determinado
Encefalomiocarditis raton +
hémster o+ )
Mengovirus ratén +
Virus que afectan pies y boca cerdos, ganado no determinado
Retrovirus raton +
humanos no determinado
Rubéola hamster no determinado
conejos no determinado
humanos no determinado
Virus bovino ganado no determinado
Virus de la parotiditis humanos +
Reovirus ratéon +
DNA-virus
Virus Kilham de la rata rata +
Citomegalovirus humanos no determinado
Epstein-Barr humanos no determinado
Varicela zoster humanos no determinado

CUADRO 9. Agentes quimicos que inducen diabetes.

Agentes con efectos Agentes con efecto
citotdxicos irreversibles en | citotdxico reversible en las Otros agentes
las células beta células beta
s Aloxana s 6 aminonicotinamida ¢ Anticuerpos anti-
¢ Estreptozotocina s L-asparginasa insulina
+ Difenilthiocarbazina e Azida * Somatostatina
s Oxine-9- « Cianida ¢ Catecolaminas
hidroxiquinolona » Ciproheptamina * Glucocorticoides
¢ Vacor ¢ Acido dehidroascérbico |* Glucagon
s Fluorida
¢ lodoacetato
+ Malonato
¢ Tiazidas
e 2-deoxiglucosa
« Mannoheptulosa

El gran avance de las técnicas genéticas ha permitido contar con modelos
animales que presentan diabetes en forma espontdnea. Entre los modelos
genéticos de diabetes tipo 2 se encuentran el ratén ob/ ob (mutacién de obesidad
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de la cepa C57BL/6]), el ratén db/db (mutacién para diabetes del ratén ob/ob),
el ratén KK (derivado de la cepa Kasukabe, presenta obesidad moderada y DM
tipo 2), el ratén NZO (ratén obeso de Nueva Zelanda), la rata obesa de la cepa
Zucker (fa/fa Zucker) que no presenta hiperglucemia aunque si resistencia a la
insulina y la rata diabética fa/fa Zucker, desarrollada a partir de la fa/fa que
presenta hiperglucemia, obesidad y resistencia a la insulina)'® '°”, Entre los
modelos para diabetes tipo 1 se encuentran el ratén NOD (ratén diabético no
obeso) derivado del ratén albino de la cepa JchICR, que desarrolla
espontdéneamente DM tipo 1 autoinmune mediada por células T"*® y la rata Bio-
Breeder (BB), derivada de la cepa Wistar, que presenta una diabetes cetogénica,
sin obesidad, muy similar a la que se presenta en humanos'® '** ' 1a
importancia de esto radica en la posibilidad de poder ofrecer modelos mas
parecidos — por tanto mds validos— a la condicién humana de lo que lo hacen los

modelos de diabetes inducida®®?.

1.3.1. Induccion Quimica de la Diabetes.
Los agentes quimicos mds utilizados en la induccién de diabetes por sus

efectos citotOxicos irreversibles en las células B son la aloxana y la
estreptozotocina.

1.3.1.1. Aloxana.
1.3.1.1.1. Fé6rmula y vida media.
La aloxana, un anélogo del ciclo de la urea, fue el primer agente quimico
descrito con la capacidad de producir diabetes permanente en animales de

laboratorio"** ''? (figura 2).

T
1

Aloxana

Figura 21"

La aloxana tienen una vida media de 2.8 min. después de la administracién
intravenosa de 50 a 100 mg/kg. A los 10 minutos de administrada es casi
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imposible detectarla en circulacién. Es extremadamente inestable en soluciones
acuosas a pH neutro!''",

El efecto diabetogénico de la aloxana es répido, evidenciado por una
hipoglucemia aguda una hora posterior a la administracién seguida de una
franca hiperglucemia a las 48 horas''".

1.3.1.1.2. Mecanismo de accion.

- La aloxana causa diabetes destruyendo las células B de los islotes
pancredticos"'”, Su mecanismo de accién preciso no se conoce, aunque puede
actuar tanto en la membrana como en el interior de la célula B“'* ', Sus efectos
diabetogénicos se encuentran bloqueados tanto por los azticares metabolizables o
no metabolizables (D-glucosa y 3-O-metil- D-glucosa), lo que involucra a los
transportadores de glucosa en la membrana, que comparten estos azticares'''”,
Una vez dentro de la célula B, la aloxana podria tener varios mecanismos de
accién:

1. - Se ha visto que interacttia con hexocinasas, proteincinasas y ciertas enzimas
esenciales para la funcién de las células B. La glucocinasa es particularmente
sensible a la inhibici6bn por aloxana; de hecho, las enzimas con grupos
sulfidrilos son los primeros blancos de la aloxana y probablemente las
causantes de la toxicidad celular''® "'V, En animales como el cuyo en los que
las células B no presentan zinc, la aloxana no produce diabetes, por lo que se
ha propuesto que la interferencia con el metabolismo con este oligoelemento

sea importante para su accién’'®,

2. - Otro mecanismo posible de accién es la produccién de H20:''?, La aloxana es
una molécula altamente reactiva que se reduce a 4cido dialur6nico que es
posteriormente auto-oxidado nuevamente a aloxana, resultando en la
produccién de HO;, Oz Or y radical hidroxilo"'”, lo que induce la
fragmentacién del DNA, tanto in vivo como in vitro. Esto origina que se
estimule el sistema de reparacién del DNA por la poli-ADP-ribosa sintetasa
(polimerasa), enzima nuclear que necesita de NAD (nicotinamida adenin
dinucle6tido). El aumento en la actividad de esta enzima puede llevar a la
deplecién intracelular de NAD lo que en su caso puede alterar la habilidad de
sintesis de insulina de la célula B. También se ha sugerido que la formacién de

" radicales libres puede ser responsable del dafio de las células ',
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La aloxana tiene especificidad citotoxica por las células B pancreéticas,
dejando practicamente sin afeccién al resto de las células del islote, sin embargo,
presenta varios problemas:

1. Es muy inestable a pH fisiblégico““‘ 2 Esto la hace ser més efectiva cuando
se aplica por via intravenosa. Por via intraperitoneal también puede inducir
diabetes, aunque el éxito es menor*?,

2. Los azucares de la dieta tienen un poder protector para las células g% 1),

3. La dosis necesaria varia dependiendo de la especie y la edad del animal. Hay
especies que son mas sensibles a la aloxana como los perros, ratas y ratones v
otras en las que no tiene efecto como en el cuyo"'® y los pollos''”. Aan en las
especies sensibles, s6lo la mitad de los animales tratados se hacen
diabéticos'*?,

4. Se ha visto que las células B pancredticas tienden a recuperarse en nimero y
funcioén a través del tiempo, lo que se ve reflejado en un aumento de los niveles
sanguineos de insulina, los cuales practicamente se normalizan a los 20 dias de
induccién de la diabetes con aloxana en ratas(194).

5. Dependiendo de la dosis, la aloxana puede producir dafio severo en otros
tejidos como el rifién‘''?, Esta condicién puede ser reversible, mientras que el
dafio a las células B es mas duradero o incluso permanente. Ambos efectos son
dosis dependiente, por lo que el ajustar la dosis para evitar el dafic renal,
limita la severidad y duracién de la diabetes que induce*®. La alta toxicidad
de la aloxana produce una elevada mortalidad en las ratas"%''®,

1.3.1.2 Estreptozotocina.

1.3.1.2.1. Formula y vida media.

La estreptozotocina (STZ) es un antibi6tico de amplio espectro producido
por el Streptomyces achromogenes. Es un anédlogo de la glucosa (2-deoxi-2-[3 metil-
3-nitrosourea] 1-D-glucopyranosa) (figura 3) que ha sido ampliamente utilizado
como agente antitumoral y diabetogénico, ya que presenta una citotoxicidad

especifica in vivo sobre las células B del pancreas sin afectar otros tejidos®® '% '
119, 120)
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Figura 3'"'% 129

|
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No

Estreptozotocina

Tiene una vida media de 5 minutos y es eliminada de la circulacién de 4 a 6
horas. Se ha demostrado que su efecto es severo y no reversible. La
hiperglucemia que produce se considera como una forma especifica sin
cetogénesis ni elevacién de acidos grasos libres ®* '°% 1> 12D,

La STZ produce degeneracibn de los islotes de Langerhans.
Histol6gicamente los islotes presentan disrupcién y un marcado decremento o la
completa ausencia de grénulos de secrecién en las células %> ¥, A dosis bajas,
puede ocasionar dafio del DNA y provocar apoptosis de las células B del
pancreas, mientras que en dosis mayores la forma predominante de muerte
celular es la necrosis”'> '*”, Administrada in vivo a dosis de 40 mg/kg de peso
por dia en 5 dias consecutivos causa apoptosis, mientras que a dosis tnica entre
100 y 200 mg/ kg de peso provoca necrosis de las células p'> ',

1.3.1.2.2.Mecanismo de accion.

Audn no se sabe con exactitud cual es el mecanismo de accién de la
STZ, aunque se han propuesto varios y méas bien podria ser una combinacién de
éstos. La STZ se une a las membranas de las células B del péncreas. El
reconocimiento de la STZ se da por un receptor especifico en la superficie de las
células B —mayor afinidad por el anémero o de la parte glucosamina- el
transportador de glucosa 2 (GLUT2). Se ha visto que las células que expresan
transportador de glucosa 1 (GLUT1) pero no GLUT2, no se afectan por esta

sustancia'?>,

Una vez dentro de la célula, ejerce su accion por varias vias:

1. Generacién de 6xido nitrico (NO). Aunque el proceso metabélico preciso que
lleva a la formacién de NO no se conoce, puede involucrar a la degradacién
espontanea de la STZ(06 1), Parece ser que la generacién de NO in vivo,
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depende de la presencia de un pH 4cido y temperatura elevada, generédndose
aun en la oscuridad®?. Asi mismo, se ha demostrado que los macréfagos
activados -producto de la reaccién inflamatoria- promueven la produccién de
NO mediando la destruccién autoinmune de las células B del péncreas, sin que
se observe lIISllhtlS (103,106, 113, 116, 123, 126, 127, 128)

2. Metilacién.- El proceso de metilacién causa la fragmentacién del DNA( 12, .
Durante su degradacién, la STZ genera iones de carbono altamente reactivos
(CHs*) formados por la descomposicién de la nitrosourea’®”. El CHs* tiene'la
capacidad de alquilar las bases del DNA, lo que produce la ruptura de sus
puentes en varias posiciones'’”. Esto trae como consecuencia que -a bajas
dosis- las células B activen la via dependiente de p53, quedando en arresto
celular en la fase Gi, permitiendo que el DNA dafado sea reparado por
excisién -proceso de reparacién que utiliza a la poli-ADP-ribosa-sintetasa.
Cuando el dafio es lo suficientemente severo para que el DNA no pueda ser
reparado, estas células inician el proceso de apoptosis'* ',

3. Energia celular. Se cree que la STZ es responsable del decremento del NAD -el
cual es utilizado como sustrato por las enzimas nucleares—, interrumpiendo su
sintesis y produciendo su hidr6lisis por la activacién de la poli-ADP-ribosa. La
STZ produce un severo decremento de NAD a los 20 minutos de haber sido
aplicada. Esto coincide con el tiempo de mayor fragmentacién del DNA!'* %9,

4. Radicales libres. Se ha visto que la STZ induce una acumulacién de radicales
superéxido e hidroxil que fragmentan una considerable cantidad de DNA
después de siete minutos y la fragmentacién casi total se observa después de
veinte minutos"'?, Incluso se ha visto que la super6xido-dismutasa, tiene un
efecto protector en las células B del pancreas, por lo que se ha concluido que el
estrés oxidativo tiene importancia en la citotoxicidad de la STZ!"* %9,

La explicacion integral al dafio que produce la STZ a las células § del
pancreas reune las hip6tesis antes mencionadas. Segtin ésta, la STZ, a través de la
produccién de super6xido, generaria peroxinitrito, el cual se disociaria a NO y
radicales hidroxilo, causando dafioc en las células . Posteriormente el dafio
nuclear y mitocondrial se repararia por la activacién de la poli-ADP-ribosa-
sintetasa. Esta enzima utiliza NAD como sustrato y las concentraciones de éste
decrecen a los 20 minutos de que se administra la STZ, por lo que el mecanismo
no resulta lo suficientemente efectivo y la célula inicia un proceso apoptético.
Ademas, la administracién crénica de bajas dosis de STZ produce una respuesta
inflamatoria en la que existe migracién de monocitos de la circulacién que se
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diferencian en macr6fagos. Estas células fagocitan a las células B pancreaticas v
liberan mediadores citoquimicos (NO). Posteriormente ocurre una infiltracién

linfocitaria! %’ (figura 4).

Figura 4. Posible mecanismo de accién de la aloxana y la estreptozotocina en la célula p.
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1.3.1.2.3.Via de administracion.
La STZ se puede administrar por via intravenosa, intraperitoneal,

subcutanea, intracardiaca e intramuscular (cuadro 10)'®. La administracion
intravenosa, produce una hiperglucemia inmediata que dura aproximadamente 1
hora, seguida por un periodo de hipoglucemia —que dura aproximadamente 6
hrs— y puede ser el resultado de la liberacién no controlada de insulina por las
células B daniadas"'>'* %), La hiperglucemia estable se desarrolla a las 24 a 48
horas de la induccién y permanece de tres a cuatro veces mas elevada que la
normal junto con una disminuci6n sérica de insulina de aproximadamente el 50%
y reduccién de insulina intrapancreatica de por lo menos el 5%. Estos animales
presentan deplecién de insulina, aunque ésta no es absoluta, por lo que no

. . . « s+ (106
requieren de insulina para sobrevivir®?,
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Actualmente STZ ha sustituido a la aloxana, debido a su alta especificidad
caracteristica sobre las células § del pancreas, produce una diabetes con caracter
permanente, minimizando el dafio sobre otros tejidos, lo que permite mayor
sobrevida a los animales sin la administracién de insulina® ''?,

CUADRO 10. Dosis y via de administracion de la STZ.

Via dosis (mg/kg) peso (g) cepa glucosa (mmol/l)
V. 50 100-120 Sherman 16.5
i.v. 25-100 170-230 Wistar varia
iv. 25-85 1 150-250 Sprague-Dawley varia
iv. 30-100 150-200 Sprague-Dawley varia
ip. 40-60 350-450 Wistar varia
L.p. 100 200 Sprague-Dawley 25.3
iLp. 35 260-270 Wistar 27.5
iLp. 100 180-220 Sprague-Dawley >16.6
Lp. 70 140-160 Sprague-Dawley 23.9
L.p. 50 200-225 Sprague-Dawley 253
5.C. 40 dos veces - 170-190 Sprague-Dawley |- 25
5.C. 40 dos veces

i.c. 65 290-350 Sprague-Dawley 15.9
i.m. 20-120 100-300 Sprague-Dawley varia

Nota. i.v. intravenoso, i.p. intraperitoneal, s.c. subcutaneo, i.c. intracardiaco, i.m. intramuscular.

A través de estos modelos, se han realizado importantes estudios que han
contribuido al conocimiento de los probables mecanismos responsables de las
alteraciones que presentan los hijos de madres diabéticas"*.

1.4. Alteraciones en la Reproduccién de Ratas Diabéticas.

La induccién de un estado hiperglucémico en animales utilizando
diferentes sustancias ha permitido realizar una gran variedad de estudios,
incluyendo el impacto de la diabetes sobre la reproduccién y la fertilidad.

Al igual que en el humano, la diabetes en ratas tiene un efecto adverso
sobre la reproduccién*”, Las ratas macho diabéticas presentan un gran nimero
de manifestaciones similares a las que presentan los humanos. Existen
alteraciones en la libido, la eyaculacion y la espermatogénesis; disminucion en la
secreci6n de hormona luteinizante {LH), hormona foliculo estimulante (FSH),
prolactina (PRL) y testosterona (T), asi como reduccién en el peso del testiculo. La
respuesta hipofisiaria a la hormona liberadora de LH (LHRH) ex6gena no se
afecta severamente por la diabetes, y algunos estudios han demostrado que las
neuronas productoras de LHRH funcionan normalmente en machos diabéticos"*
36. 132 135 1) Go ha reportado disminucién de los niveles de T circulante con
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alteraciones morfol6gicas en las células de Leydig en ratas diabéticas. En ratas BB
(diabéticas esponténeas), existe un decremento de la testosterona circulante,
dafios en el epitelio germinal y menor peso de la prostata y testiculos después de
7 meses de vida“'*.

Las ratas hembras con diabetes inducida, presentan alteraciones en el ciclo
estral y disminucién de la fertilidad®® *”. El estro en estos animales ocurre en
forma irregular y el intervalo se prolonga de cada 6 dias en que ocurre
normalmente a cada 9 6 12 dias y el animal presenta predominio de la fase de
diestro. Cuando el estro ocurre, son capaces de aparearse, sin embargo debido a
la larga duracién del diestro y a la irregularidad del ciclo, el apareamiento se
dificulta’'®. De hecho, muchos de los investigadores que estudian el impacto de
la diabetes en la gestacion tienen que utilizar insulina para controlar la
hiperglucemia y poder aparear a las ratas diabéticas"*® "> 1,

La diabetes altera los patrones de ovulacién o maduracién del ovocito. La
dificultad para ovular es ocasionada por una disminucién de la hormona
luteinizante (LH) preovulatoria, situaciéon por la que se ha tenido que realizar
hiperestimulacién ovarica en algunos estudios''*". Esta falta de secrecién de LH
hipofisiaria se ha correlacionado con una inadecuada secrecién de hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH)"*?, De hecho, ambas hormonas (GnRH
hipotalamica y LH preovulatoria) se encuentran disminuidas en ratas diabéticas
comparadas con ratas sanas®® '*”, Otra causa puede ser la disminucién en la
sensibilidad de los ovarios a las hormonas hipofisiarias (LH y FSH) lo que
ocasiona infertilidad en ratas diabéticas descontroladas®® ' ' FEstas
alteraciones dependen del tiempo de evolucién y de lo severo de la diabetes"*?.

Se han observado indices de fertilidad bajos (probablemente por
fertilizacién retrasada) y aumento en la incidencia de la interrupcion del
embarazo™*" '*¥, Esto también puede deberse a que la diabetes materna altera a
los mucopolisacdridos de la membrana celular del ovocito comprometiendo la
fertilizacién o las divisiones subsecuentes®”.

La diabetes durante la gestacion no s6lo afecta a la madre, sino también al
producto en desarrollo. Provoca un incremento en el nimero de reabsorciones
que son, en los roedores, el andlogo de los abortos espontdneos y que representan
la situacién més severa del amplio espectro de alteraciones tempranas que
ocasiona la diabetes materna. Es importante sefalar que las reabsorciones reflejan
la pérdida de embriones severamente maiformados o multimalformados, debido
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a un dafio metab6lico severo en la etapa postimplantacién temprana, pero se
desconoce el mecanismo que induce las reabsorciones ©* ',

Las ratas diabéticas no controladas durante la gestacién, son incapaces de
aumentar de peso como lo hacen las sanas, mantienen niveles de glucosa
elevados, presentan glucosuria y sus higados y rifones son més pesados' *”. Asi
mismo, estas ratas presentan gestaciones de 2 a 2.5 dias mds prolongadas que las
sanas'*". Las crias de ratas diabéticas se encuentran igualmente afectadas, lo cual
se refleja en un menor nimero de crias por camada y en la reduccion en la talla y
peso al nacer"*" 3 14,

1.4.1. Alteraciones en el desarrollo de las crias.

Los estudios realizados en animales con diabetes experimental con
estreptozotocina o aloxana, presentan un menor niimero de implantaciones, de
fetos por camada, un mayor nimero de reabsorciones, retraso en el crecimiento,
mayor frecuencia de malformaciones congénitas y un menor nimero de crias
viables(lBS, 145, 147 -151).

Las anormalidades en el desarrollo se producen en las primeras etapas del
mismo''®” siendo las més frecuentes el retraso en el crecimiento y las
malformaciones congénitas. Los pardmetros de tamafio (longitud céfalo-caudal,
longitud cefélica, niimero de somitas) y el peso, se encuentran por abajo de lo
reportado para embriones de ratas no diabéticas*?. El mecanismo que da por
resultado este retraso tampoco se conoce, pero se presenta en las primeras etapas
del desarrollo y persiste hasta el final del mismo. Este retraso en el desarrollo
contribuye al bajo peso de las crias de ratas diabéticas al nacer. Actualmente se
sabe que el dafio inicial ocurre en el macizo celular interno que es el que dara
origen al embrién y se produce antes que inicie la organogénesis*?,

La mayoria de los estudios realizados con relacién a la embriopatia
diabética se han enfocado al anélisis de las anomalias congénitas discretas. Estos
estudios revelaron inicialmente que era posible provocar anomalias en hijos de
ratas con diabetes inducida sin predisposicién genética, con lo que quedaba
demostrado que era el factor metaboélico y no el genético el que determinaba esta
alteracion‘?.

En las crias de ratas con diabetes inducida, se han reportado alteraciones
como el retraso en el crecimiento y crias pequefias para la edad gestacional,
alteraciones semejantes a las encontradas en los humanos"** '*?, Las principales
alteraciones encontradas en ratas son: en el sistema nervioso central la
anencefalia, microcefalia, espina bifida y espina bifida oculta; en el sistema
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cardiaco la malrotacién cardiaca; en el sistema musculo-esquelético la
micrognatia, paladar hendido con o sin labio hendido, pie varo, costilla
“ondulada”, costilla bifida, costillas fusionadas, deformidad de las vértebras,
falta de osificacién de la columna lumbo-sacra, regresién caudal, craneosquisis,
alteraciones en los somitas y hernia abdominal®* 34145 147. 152 135160) (o34 11),

CUADRO 11. Alteraciones en las crias de ratas diabéticas.
SISTEMA ALTERACION

Sistema Nervioso Central |« anencefalia

» microcefalia

* espina bifida

¢ espina bifida oculta

Sistema Cardio-Vascular |e malrotacién cardiaca

Sistema Masculo- * micrognatia

Esquelético paladar hendido (con o sin labio hendido)

pie varo

costilla “ondulada”

costilla bifida

costilla fusionada

deformidad de las vértebras

regresién caudal

craneosquisis

alteraciones en los somitas

hernias

retraso en el crecimiento

peso bajo para edad pestacional

. @

Otros

La variedad de alteraciones en los productos de madres diabéticas abarcan
practicamente a todos los sistemas del organismo y no es posible identificar a una
0 a un grupo de malformaciones como propias de este sindrome. Esto se debe a
que la diabetes materna afecta muy temprano en el desarrollo a las tres capas
germinales de las que se derivan los diferentes 6rganos. Ademads, el dafio que se
produce no depende de un sélo factor (como podria ser la hiperglucemia), sino
que es de origen multifactorial®”. Hay que recordar que para que exista un efecto
teratogénico, se debe combinar la presencia de un medio ambiente aberrante, con
alteraciones en las mezclas metabdlicas, un periodo gestacional critico y un
minimo de exposicion a los teratégenos®”.

En ratas gestantes con un estricto control de la diabetes por medio de la
administraciéon de insulina, se observé una reduccién en la embrioletalidad y en
la incidencia de malformaciones congénitas; sin embargo, el estado
hiperglucémico de la madre en etapas tempranas del desarrollo tiene efectos
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irreversibles sobre las crias. Durante los estadios més tempranos del desarrollo en
los que se realizan los eventos morfogenéticos mas importantes, tales como la
gastrulacién, induccién del tubo neural y establecimiento de la simetria, es
cuando se puede producir el mayor ntimero de alteraciones quedando atn por
-~ estudiar los mecanismos que las determinan*”, Actualmente se ha propuesto
que el crecimiento fetal depende principalmente de la transferencia de nutrientes,
lo cual est4 determinado por la eficiencia placentaria, el flujo sanguineo uterino y
el aporte de nutrientes, factores que son alterados por la diabetes materna®,

La diabetes materna también altera la secrecién de insulina pancreatica de
los fetos y recién nacidos de las ratas diabéticas. En la diabetes moderada
(glucemia entre 120 y 200 mg/dl), la glucemia fetal aumenta y disminuye el
contenido pancredtico de insulina y somatostatina. En la diabetes severa
(glucemia >200mg/dl), el contenido pancredtico de insulina y somatostatina se
encuentra aumentado'*", Algunos estudios demuestran que, los fetos de madres
con diabetes severa presentan hiperglucemia y datos pancredticos de
hipersecrecién de insulina. La histologia pancreatica fetal ha revelado que la
hiperfuncién de los islotes de Langerhans es proporcional a la severidad de la
diabetes materna'** 1°V,

1.5. Repercusiones de la Diabetes Materna en la Vida Adulta de las Crias.
El ambiente intrauterino anormal que causa la diabetes -atin la moderada-
produce cambios morfolégicos y funcionales en el desarrollo fetal con
consecuencias para la vida posterior. A largo plazo, las hembras que se
desarrollaron en un ambiente diabético, pueden desarrollar intolerancia a la
glucosa y pueden presentar diabetes gestacional durante sus gestaciones"'®?.

A pesar de que se ha establecido que la condicién diabética de la madre
altera la morfologia y funcién de diferentes 6rganos y sistemas de los productos,
existen pocos reportes respecto a la repercusion de la diabetes materna en el
sistema reproductivo y su funcién en la vida adulta. Se ha reportado que el
desarrollo del eje hipotdlamo-hipéfisis-génada se encuentra retrasado en la

_progenie de las ratas con diabetes inducida con STZ. La sensibilidad de la
hipofisis a LHRH estaba reducida y los niveles de LH se redujeron en 1.5 veces
en la progenie adulta de ratas diabéticas comparadas con la progenie de ratas
normales. Estos resultados permiten llegar a la conclusién de que la progenie de
ratas con diabetes inducida con STZ desarrolla problemas en el mecanismo
regulador del sistema reproductivo (eje hipotalamo-hipéfisis-génada), aunque el
dafio no es tan grave como para imposibilitar la funcién del mismo'*”.
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Existen reportes sobre la alteracién en el comportamiento de las crias recién
nacidas de ratas diabéticas en comparacion con las crias de ratas no diabéticas.
Las crias de ratas diabéticas de 4 a 6 dias de nacidas, emiten un mayor numero de
llamadas ultrasénicas que sus pares control; ademas, al explorar su medio, lo
hacen con un olfateo disminuido y menor intensidad que las crias de ratas no
diabéticas. En la vida adulta estas alteraciones del comportamiento se superan,
no afectando ninguna actividad de estos animales!'””,

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La condici6én diabética materna provoca un ambiente intrauterino anormal
que puede inducir alteraciones en el desarrollo temprano de los productos de
ratas diabéticas, provocando gestaciones prolongadas, un menor ntmero de
productos por camada, un mayor nimero de reabsorciones, desarrollo y
crecimiento retardado y malformaciones congénitas. Aunque éste tltimo punto
se mantiene en discusién(0s,

Se ha visto que la diabetes materna puede ejercer su efecto teratogénico
desde la blastogénesis afectando a las tres capas blastodérmicas y como
consecuencia la diferenciacién de diversos 6rganos. El efecto sobre el mesodermo
intermedio altera la diferenciaciéon de los ovarios y de los testiculos lo que
consecuentemente provocara alteraciones en la gametogénesis, en la
esteroidogénesis y en las funciones hormono-dependientes como el inicio de la
madurez sexual y la fertilidad.

Se han realizado gran cantidad de estudios para determinar los
mecanismos a través de los cuales la diabetes materna ejerce sus efectos sobre las
crias, pero poco se ha estudiado sobre el impacto que tiene sobre la reproduccién
analizada desde la diferenciacién gonadal hasta su repercusién en la vida
reproductiva de las crias.

3. HIPOTESIS.

El efecto teratogénico de la condicion diabética materna provocara
alteraciones en el desarrollo embrionario de las crias lo que repercutira en el
inicio de la madurez sexual y la fertilidad.
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4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo General.

Determinar el efecto de la condici6én diabética de la madre sobre el
desarrollo, inicio de la madurez sexual y éxito reproductivo de las crias.

- 4.2. Objetivos Particulares. .

¢ Determinar si la diabetes inducida con STZ provoca:
1. Descontrol metabélico de la madre (hiperglucemia, cetonuria,

glucosuria)

. Alteraciones en el peso de la madre durante la gestacién

. Gestacion prolongada

. Menor ntimero de crias por camada

. Retraso en el desarrollo de las crias

. Disminucién de la viabilidad

. Menor sobrevida a 30 dias

. Incremento en la incidencia de malformaciones congénitas
macroscopicas.

9. Retraso en el inicio de la madurez sexual.

10.Disminucién del éxito reproductivo.

NN U R wN

5. MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron 99 ratas hembras Sprague Dawley con un peso entre 250 y 300
g. Se mantuvieron en condiciones de bioterio con temperatura controlada (22°-
25° y alternancia de luz/oscuridad (12/12), con acceso a agua y alimento ad
libitum. Se aparearon con machos de la misma cepa de fertilidad comprobada
colocandolas en relacién de 3 hembras y 1 macho durante la noche. La presencia
de tapén vaginal mucoso y/o espermatozmdes a la mafiana siguiente determmo
éste como el dia 1 de la gestacion.

Las hembras gestantes se dividieron en cuatro lotes:

Lote experimental I (EI).-
19 ratas gestantes a las que el dia 6 de la gestacién se administré por via

intraperitoneal una dosis de 60 mg/kg de peso de estreptozotocina en
amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.3. Se consideraron diabéticas aquellas
cuyos niveles de glucosa fueron > 200 mg/dl 48 horas después de la
administracién de STZ.
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Lote experimental II (EII).-

56 ratas gestantes a las que el dia 6 de la gestaciéon se administré por via
intraperitoneal una dosis de 50 mg/kg de peso de estreptozotocina en
amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.3. Se consideraron diabéticas aquellas
cuyos niveles de glucosa fueron > 200 mg/dl 48 horas después de la
administracién de STZ.

Lote control I (CI).-

.15 ratas gestantes a las que el dia 6 de la gestacién se les administré por via
intraperitoneal, el volumen determinado de acuerdo al peso corporal de
amortiguador de acetatos 0.1M pH 4.3.

Lote control II (CII).-
9 ratas gestantes a las que el dia 6 de la gestacién se puncionaron con aguja
del mismo calibre utilizado en los lotes anteriores.

A partir del dia 1 de la gestacion se les realizaron las siguientes

determinaciones entre las 8 y 10 a.m.:

1. Peso corporal 2 veces por semana.

2. Determinacion de glucosa sanguinea de la vena caudal 1 vez por semana
(Glucémetro de Bayer con tiras reactivas de Glucotide).

3. Determinaciéon de glucosuria 1 vez por semana (tiras reactivas Bayer
“cetodiastix”).

4. Determinacién de cetonuria 1 vez por semana (tiras reactivas Bayer
“cetodiastix”).

Se dej6 progresar la gestacion hasta el parto espontaneo y se determing:
Duracién de la gestacion.
. Ntimero de productos por camada.
. Viabilidad.
Deteccién macroscépica de malformaciones.
. Longitud coronilla-rabadilla.
. Longitud cabeza.
. Longitud cola.
Peso corporal !¢,

NS UTI R W

Las crias se mantuvieron con su madre hasta los 30 dias (destete), periodo
durante el cual a las madres se les sigui6 realizando las mismas determinaciones
que durante la gestacion. Estas se sacrificaron después del destete obteniéndose
la sangre total a través de la aorta. Se realiz6 la determinacién de Hb glucosilada
en sangre total y el resto de la muestra se centrifug6 a 3000 r.p.m. en la centrifuga
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Beckman GS-15R. Se separ6 el suero y congelé a -70°C para la posterior
determinacién de glucosa, triglicéridos, colesterol (analizador Kodak Ektachem
DT 60 II) e insulina (RIA).

Las crias se dividieron en 3 grupos: A, B, C y se les realizaron las siguientes
determinaciones:
1. Peso corporal 2 veces por semana.
2. Longitud cabeza rabadilla, cabeza y cola dos veces a la semana.
3. Determinacién de glucosa 1 vez por mes. :
4. Determinacién del inicio de la madurez sexual (hembras apertura de la vagina
aproximadamente a los 35 dias, machos, actividad sexual aproximadamente a
los 65 dias).

Grupo A- 7 crias de ratas EII (2 machos y 5 hembras), 18 crias de ratas CI (8
machos y 10 hembras) y 6 crias de ratas CII (6 hembras), se sacrificaron al mes de
nacidos (30 dias), obteniéndose el volumen total de sangre, la cual se centrifugé a
3,000 r.p.m. durante 10 minutos en una centrifuga Beckman GS-15R. Se separ6 el
suero y se almacené a -70°C para la posterior determinacién de glucosa, colesterol
y triglicéridos.

Grupo B.- 20 crias de ratas EII (15 machos y 5 hembras), 19 productos de ratas CI
(11 machos y 8 hembras) y 11 productos de ratas CII (6 machos y 5 hembras), se
sacrificaron a los dos meses de nacidos (60 dias) y se procesaron igual que el

grupo A.

Grupo C.- 16 crias de ratas EI (9 machos y 7 hembras), 14 crias de ratas CI (6
machos y 8 hembras) y 6 crias de ratas CII (4 machos y 2 hembras), se aparearon
con machos o hembras de fertilidad comprobada y se determiné el éxito de
apareamiento'””, Aquellas hembras que en 3 intentos sucesivos de apareamiento
no quedaron gestantes se sacrificaron y se manejaron como el grupo A. Aquellas
hembras que si quedaron gestantes, se les permitié terminar su gestacién hasta el
parto espontaneo y se determin:

. Duracién de la gestacion.

Numero de productos por camada.
Deteccién macroscopica de malformaciones.
Viabilidad.

. Longitud coronilla-rabadilla.

Longitud cabeza.

Longitud cola.

Peso corporal de productos.
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Los machos experimentales se sacrificaron o bien al dejar gestantes a las
hembras sanas en estro, o después de tres apareamientos sucesivos, sin que las
hembras quedaran gestantes. Se procesaron igual que el grupo A.

- 5.1.Andlisis estadistico

Los resultados se expresan en promedios mas/menos (1) desviacién
estandar. El analisis estadistico que se utiliz6 fue la prueba F de Snedecoll
conocida como prueba de analisis de varianza (ANDEVA), la cual consiste en la
comparacién de las diferencias cuadraticas (varianzas) entre e intragrupos. Se
~ considero significativa cuando el valor de p< 0.05. Para la comparacién especifica
de los grupos, se realiz6 una postprueba de Tukey.

5.2. Descripcién de Técnicas.
Las determinaciones de pardmetros bioquimicos se realizan por quimica seca en
el analizador Kodak Ektachem DT 60 II

Glucosa.- reaccion en la que la glucosa de la muestra reacciona con el oxigeno en
presencia de glucosa oxidasa.

Triglicéridos.- separaci6n de los triglicéridos de los acarreadores lipoprotéicos,
los triglicéridos son hidrolizados por una lipasa y se retiran los residuos de éc1do
ascorbico con ascorbato oxidasa.

Colesterol.- el colesterol se disocia de los acarreadores de lipoproteinas. Los
ésteres de colesterol se hidrolizan a colesterol libre que se oxida con colesterol
oxidasa. La reaccién final produce color a través de la cual se calcula la cantidad
de colesterol presente.

Las determinaciones de insulina se realizaron por RIA. Se utilizaron estuches
comerciales CIS Bio International. Todos los andlisis se realizaron de acuerdo al
protocolo proporcionado por los fabricantes en la Unidad Médica en
Endocrinologia I.M.S.5.

La determinacién de hemoglobina glucosilada se realizé en el DCA 2000 de
Bayer. En este andlisis se determinan las concentraciones de HbAi, la
concentracién de Hb total y la relacién entre ambas, que se informa como
porcentaje de HbAi.. Para la determinacion de Hb total, se usa ferricianuro
potasico, el cual oxida la Hb de la muestra a metahemoglobina. La
metahemoglobina forma entonces un complejo con el tiocianato, forméndose
tiocianmetahemoglobina, que es la que se mide. Para la medida especifica de la
HbA ;. se utiliza la inhibicién de la aglutinacion de particulas de latex, recubiertas
con un anticuerpo monoclonal de ratén, especifico para HbA:..
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5.3.Diagrama de Flujo.

MODELO EXPERIMENTAL
99 ratas gestantes de la cepa Sprague Dawley

LOTE CONTROL II

LOTE LOTE LOTE CONTROL 1
EXPERIMENTAL I EXPERIMENTAL II (CI) {CII)
(EI) (EIT) 15 ratas inyectadas 9 ratas puncionadas
19 ratas inyectadas con 56 ratas inyectadas con con amortiguador de con aguja del mismo
60 mg/kg de peso de 50 mg/kg de peso de acetatos 0.1 M y pH calibre que el usado
STZ STZ 4.3 en los lotes anteriores

[Eﬁtre las 8 y las 10 hrs (fase luminosa) se les mide:

cetonas en orina:

peso corporal:
2 veces por semana

glucosa de la vena
caudal:
1 vez por semana

glucosa en orina:
1 vez por semana

1 vez por semana

Se deja progresar la gestacién hasta el parto
espontaneo y se determina:

Duracion de| | Nimero de Viabilidad Peso de las Longitud de Detecci6n de
la gestacion crias por Vs crias cabeza, cabeza- malformaciones
camada no viabilidad rabadilla y cola macroscépicas
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La madre se sacrifico
después del destete - {*

CRIAS

{

Se mantuvieron con

la madre hasta el

7 crias del lote EII + 18 crias
del lote CI + 6 crias del lote

20 crias del lote EIl + 19 crfas
del lote CI + 11 ¢rias del lote

'/I\ destete (30 dfas)
HbA1. | [insulina | | glucosa | | triglicé- | | coleste- peso 2 veces| | longitud 2 | | glucemia 1 apertura
ridos rol por semana | | veces/sem. | |vez por mes vaginal
| ! I
GRUPO A GRUFPO B GRUPO C
16 crias del lote El + 14 crias

del lote CI + 6 crias del lote
CIl.

CIlI. CIIL.
b
Se sacrificé a los 30 Se sacrificé a los 60
dias dias
SUERQ
glucosa triglicéridos colesterol

Se dejaren crecer, Se
aparearon a los 100
dias
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}

[ Hembras |

r

S5e maneja
como lote EII

Se maneja
como lote Ell

Primer intento
de gestante
- apareamiento ‘
no
gestante
Segundo
intento de gestante
apareamiento
no gestante

I Machos l

r
Primer intento

de
apareamiento

hembra

gestante hembra no
gestante

Segundo
intento de
apareamiento

hembra no

hembra gestante

gestante

A

Tercer intento - Tercer intento
de gestante Se maneja de
apareamiento como lote ElI apareamiento

hembra

gestante

no hembra no
gestante gestante
SACRIFICIO |
SUERO
glucosa triglicéridos colesterol
(VLDL)
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6. RESULTADOS.

6.1. Niveles de Glucosa en Sangre.

Las ratas de los lotes experimentales que presentaron glucemias < 200
mg/dl a las 48 horas de la induccién, fueron eliminadas del estudio. Esto nos
indica la efectividad de la STZ para inducir diabetes a diferentes dosis.

De las ratas del lote EI el 37.57% se eliminaron del estudio, mientras que
del lote EII el 42.11% se eliminaron del estudio. La diferencia entre estos dos
grupos no es significativa (p =0.917) (tabla 1, grafica 1)

De los lotes CI y CII, todas las ratas presentaron glucemias menores de los
200 mg/dL

Los lotes El y EII presentan una diferencia significativa al compararlos con
los lotes CI y CII (EI vs CI p<0.001; EI vs CII p<0.001, EII vs CI p<0.001, EII vs CII
p<0.001).

Tabla 1. Porcentaje de ratas con glucemias <200 mg/dl

glucosa < 200 (o)
EI (n=19) 37.57*
EII (n=56) 4211*
CI (n=15) 100
CH (n=9) 100

Datos expresados en porcentaje. *p<0.001 vs CI/CII.. *p=no significativa vs EIl.

GRAFICA 1. Porcentaje de ratas con glucemias < 200 mg/dl
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6.2. Mortalidad.
Del lote EI el 31.57% de las ratas fallecieron. En el lote EII la mortalidad fue
del 7.27%. Esta diferencia es significativa con un valor de p<0.001.

En los lotes CI y CII la mortalidad fue nula. Al comparar a los lotes
experimentales con los controles, la diferencia es significativa en cuanto al
porcentaje de mortalidad (p< 0.001 respectivamente){tabla 2, gréfica 2).

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad durante el estudio

% de ratas que
LOTE mueren
EI (n=13) 31.57%
EIl (n=32) 7.27*
CI (n=15) 0
CII (n=9) 0

* p<0.001 vs CI/CIl *p<0.001 vs EII.

GRAFICA 2. Porcentaje de ratas que mueren durante el estudio
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* p<0.001 vs C1/ClL. *p<0.001 vs EIL

6.3. Peso.
Las ratas del lote EI disminuyeron de peso durante de la gestacién: peso

inicial (Pi)= 281.42 % 29.14, peso dia 22 {P») = 250.2 £ 13.17 y peso final (Pf) =
253.8 £19.96

Las ratas del lote EIl aumentaron de peso durante la gestacién; alcanzando
un pico maximo el dia 22, justo antes del parto, para disminuir por debajo de los
rniveles iniciales después del parto (Pi =273.41 + 27.28; P»=327.38 + 70.63; Pf
=258.74 + 46.69). La diferencia en pesos entre el lote EI 'y el EII, no es significativa
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el dia 22 de gestaci6n (p =0.076).

estos lotes no es significativa (p = 0.975).

Los grupos CI y CII, aumentaron en forma constante de peso durante la
gestacion, con un Pi =266.4 + 15.48 y 258.11 + 19.34; P»=364.62 + 60.76 y 395.75 +
38.21 y Pf =320.25 + 18.52 y 302.5 £ 25.15 respectivamente. La diferencia entre

La diferencia entre el lote EI vs CI y EI vs CII es significativa con un valor
de p< 0.001 para ambos lotes. La diferencia entre EIIl vs Cl y EII vs CII también es

significativa con un valor de p<0.001 para ambos lotes (tabla 3 y gréfica 3).

Tabla 3. Pesos de las ratas en diferentes dias de la gestacién

DiA 27

LOTE | DiA1 Diae | DiAs | DIA13 | DiA15 | DiA20 | DiA22
(&) (2 (g) (8) (8) g | (g (8
EI | 28142+ | 20758+ | 28111+ | 26333+ | 27167+ | 263+ | 2502+ | 2538+
(n=6) | 29.14 24.33 27.19 24.44 28.30 31.11* 13170 | 19.96°
EII | 27341+ | 2884+ | 27763+ | 27763+ | 29068 + | 30248+ | 327.38+ | 258.74 +
(n=29) | 27.28 30.01 28.48 30.25 3328 | 5067 | 7063* | 46.69°
C1 2664+ | 28307+ | 28627+ | 3024+ | 3044+ | 3566+ | 364.62+ | 32025+
(n=15) | 15.48 914 1357 14.39 27.65 3948 60.76 18.52
Co | 25811+ | 27944+ | 28156+ | 30111+ | 31388+ | 364+ | 39575+ | 3025+
n=9) | 19.34 20.55 17.26 21.55 2248 32.67 38.21 25.15

-Los valores se expresan en promedio i DE. “p=0.003 vs CI; p<0.001 vs CII. **p=0.003 vs CI, p=0.032 vs CII.

3p<0.001 vs CI/ CILI. °p<0.001 vs CI, p=0.016 vs CII. ®p<0.001 vs CI, p=0.003 vs CII.

GRAFICA 3. Curva de pesos durante Ia gestacién

Los valores se expresan en promedio + DE. *p=0.003 vs CI; p<0.001 vs CII. **p=0.003 vs CI, p=0.032 vs CIIL.
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6.4. Niveles de Glucosa en Sangre Durante la Gestacion.

La curva de glucemias durante la gestacién se muestra enla tablad4y enla
gréfica 4. Las ratas de los lotes EI y EIl mantuvieron durante toda la gestacién
glucemias con niveles superiores a 200 myg/dl, que incluso se elevaron en funcién
del iempo.

A partir del dia 8, 1a diferencia entre EI vs CI, EI vs CII; EIl vs Cl y EIl vs
ClII es significativa con un valor de p< 0.001.

TABLA 4. Glucemias durante la gestacién y después del parto

LOTE dia 6 dia 8 dia 13 dia 20 dfa 27
(mg/dl) (mg/dl) {mg/al) (mg/dl) (mg/dl)

EI 98 + 291.75+ 3062 £ 3408 457t

(n=6) 1605 29.03* 45.5% 33.39% 95.79**
EIl 87.61 t 303.12 34447 + 31479+ 35543+

{n=29) 11.505 64.61* 105.5* 716" 109.6*
CI | 836+ 914+ 8047 + 762+ 87375+

{n=15) 6.82 5.7%9 10.49 9.39 447
cn 88.78 + 93.78 £ 7311+ 7844 ¢ 90.67 +

(n=9) 6.63 4.7 499 5.08 4.46

Datos expresados <n promedios + DE. *p<0.001 vs Cl/CIL *p=no significativa vs EIl. Mp=no significativa
vs Ci/CII

GRAFICA 4. Curva de glucosa en sangre durante la gestacién
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Datos expresados cn promedios + [2E. *p<0.001 vs ClI/CIL *p=no significativa vs EIl. NSp=no significativa
vs CI/CIl

6.5. Niveles de Glucosa en Orina.

Los nivcles de glucosa en orina (glucosuria) en las ratas del lote El
alcanzaron un nivel promedio de 793.75 + 545.4 mg/dl el dia 13; 1,200 + 758.28
mg/dl el dia 20, hasta llegar a 2,000 mg/dl el dfa 27.

47




Las ratas del lote Ell presentaron 1,363.5 £ 867.3 mg/dl de glucosuria el dia
13;1,417.3 +737.3 mg/dl el dfa 20 y 1,763.15 £ 631.76 mg/dl el dia 27. Los niveles
de glucosuria de las ratas del lote EI no presentan diferencia significativa que los
del lote EIL '

Las ratas del lote CI y CII, no presentaron glucosa en otina durante la
gestacién. La diferencia de los niveles de glucosuria en los lotes EI vs C1y Cll y
Ell vs CI y ClI es significativa con valores de p< (.001 (tabla 5, gréfica 5).

Tabla 5. Niveles de glucosuria durante la gestacién

LOTE | dia6 dia 13 dia 20 dia 27
(mg/dl)|  (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
EI 0 79375t 1200 + 2000 +
(n=6) 545.4* 758.28* 500*
EIl 0 13625+ 14173 1763.16 +
(n=29) 867.3* 737.3 631.76*
I 0 0 0 0
(n=15) :
ca 0 0 0 0
(n=9)

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.001 vs CI/ClII, *p =no significativa vs EII.

GRAFICA 5. Niveles de glucosa en orina durante la gestacién.
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Datos expresados en promedio + DE. *p<0.001 vs CI/CII, *p= no significativa vs EII

6.6. Niveles de Cetonas en Orina.

El lote EI present6 un aumento en la concentracién de cetonas en orina
durante la primera mitad de la gestacién llegando hasta 141.88 + 51.27 mg/d],
disminuyendo paulatinamente hasta llegar a niveles promedio de 3 + 6.71 mg/dl
hacia el dia 27 de la gestacion.

El lote EIl present6 una elevacion moderada de las cetonas en orina
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durante la primera mitad de la gestacién, llegando a un pico maximo promedio
de 22.92 + 49.26 mg/dl el dia 20, para disminuir después del parto hasta llegar a
niveles promedio de 2.90 + 9.62 mg/dl. La diferencia entre los niveles de cetonas
del lote EI es significativamente mayor comparada con el lote EII el dfa 13 (p<
0.001) y el dia 20 (p=0.009).

Los lotes CI y CII presentaron ligeras elevaciones de cetonas en orina al
final de la gestaci6n. La elevacion de las cetonas durante la gestacion de los lotes
El vs CI/CII, es significativa con un valor de p<0.001. La comparacién de los
niveles de cetonas del lote EIl no presentan diferencia significativa al compararla
con I y CII con un valor de p=0.399 y p=0.491 respectivamente (tabla 6, grifica
6).

TABLA 6. Niveles de cetonas en orina durante la gestacién

LOTE| dia6 dia13 dia 20 dia 27
(mg/dl) | (mg/di) mg/dl) (mg/d1)
EI 0 141.88 + 72,0 + 3+
(n=6) 51.27* 81.98% 6.71N5
En 0 1113+ 292+ 290 +
(n=29) 36.97M 49.26N 9.620%
I 0 0 077 + 438 +
(n=15) 1.88 5.63
cI 0 0 0 0
(n=9)

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.001 vs EII, Cl y CII, *p<0.001 vs CI/CII °p=0.009 vs EII,
Nsp=no significativa vs EII, CI y CII.

GRAFICA 6. Curva de cetonas en orina durante la gestacién
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6.7. Quimica Sanguinea.
6.7.1. Glucosa.

El dia del sacrificio, la glucosa en sangre periférica del lote EI fue de 531.0 +
127.69 mg/dl y del lote EIl fue de 460.27 + 1623 mg/dl, que no representa
diferencia significativa (p= 0.59). La glucosa en sangre periférica del lote CI fue
de 104 £ 25.73 mg/dl y del lote CII fue de 96 + 32.45 mg/dl, tampoco representa
diferencia significativa (p=0.999) entre ellos, aunque si al compararlos con El v
EIl (EI vs CI p<0.001, EI vs CII p<0.001, EII vs CI p<0.001, EII vs CII p<0.001).
(tabla 7, gréfica 7a)

6.7.2. Colesterol.

Los niveles promedio de colesterol del lote EI el dia de sacrificio fueron de
74.50 + 24.08 mg/dL. El lote EII tuvo en promedio 66.16 + 20.17 mg/dl. Siendo la
diferencia no significativa (p= 0.772). Los niveles de las ratas del lote CI fue de
60.36 £ 16.21 mg/dl y del lote CII de 46.88 + 18.72 mg/d]l, lo que no representa
diferencia significativa (p= 0.377).

Las ratas del lote EI presentaron niveles de colesterol ligeramente mas
elevados que las del lote CI, esta elevaci6bn no es significativa (p=0.451), al
compararlos con los del lote CII, la diferencia se encuentra en el limite de
significancia (p=0.045). Las ratas del lote EII no muestran diferencia significativa
con las del lote CI (p=0.796) ni con las del lote CII (p=0.056). (tabla 7, grafica 7a)

6.7.3.Triglicéridos.

Los niveles de triglicéridos de las ratas del lote El el dia del sacrificio
fueron de 307.33 + 213.46 mg/dl y los del lote EII fueron de 157.58 * 114.11, lo
que representa una diferencia significativa con un valor de p=0.014.

Los niveles de triglicéridos de las ratas del lote CI fueron de 124.93 + 29.02
mg/dl y los del lote CII fueron de 72.78 + 28.87 mg/dl, que no representa
diferencia significativa entre ellos (p=0.661).

La diferencia entre las ratas del lote EI con las del lote CI es significativa
con un valor de p=0.005; la diferencia entre EI con CII también es significativa
con un valor de p=0.001.

Las ratas del lote EIl no presentan diferencia significativa de niveles de
triglicéridos con las ratas del lote CI (p=0.781) ni con las del lote CII (p=0.169).

(tabla 7, gréfica 7a)

6.7.4. Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

Las lipoproteinas de muy baja densidad, se calculan en base a los niveles
de triglicéridos, por lo que se comportan de manera similar a éstos. El lote EI
presentd 61.67 + 42.73 mg/dl, el lote EII present6 31.48 + 22.85 que representa
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diferencia significativa (p=0.013). El lote CI tuvo 25 + 5.79 mg/dl y el CII 14.67 +
5.66 mg/dl lo que no es significativo (p=0.669). La comparacién de EI con Cl v
CII es significativa (p=0.005, p=0.001 respectivamente). La comparacién de EII
con CI y CII no es significativa (p=0.786, p=0.176 respectivamente) (tabla 7,
gréfica 7a).

6.7.5. Hemoglobina glucosilada.

El porcentaje de HbA1. del lote EI fue de 6.23 +0.68 % y el del lote EII fue
~de 7.96 £ 1.9 %, lo que no representa diferencia significativa (p=0.186). El
porcentaje de HbA. del lote CI fue de 3.64 £ 0.43 % y el del lote CII fue de 3.49
0.31 % lo que no representa diferencia significativa (p=0.994). El lote EI al
compararlo con CI si presenta diferencia significativa con un valor de p= 0.024 y
con CII también con una p=0.025. La comparaciéon entre EIl y CI también es
significativa con un valor de p<0.001, al igual que con CII con un valor de
p<0.001 (tabla 7, gréfica 7b).

6.7.6.Insulina.
Las ratas del lote El, presentaron un promedio de insulina de 11.11 + 3.10

pUL mientras que las ratas del lote EII tuvieron un promedio de 17.85 + 5.35 uUL

La diferencia entre estos dos lotes es significativa (p=0.004).

Las ratas del lote CI presentaron un promedio de insulina de 18.11 £ 5.4
nUI mientras que las ratas del lote CII tuvieron 17.55 + 4.8 pUlL La diferencia
entre estos dos lotes no es significativa (p=0.993). La diferencia entre los lotes Cl y
CIHI con el lote El si es significativa (EI y CI p=0.007; EI y CII p=0.018). La
diferencia del lote EII con CI y CII no es significativa (EIl y CI p=0.878; EII y Cl
p=0.980) (Tabla 7, grafica 7c).

Tabla 7. Quimica sanguinea de las ratas del lote EL EII, CI y CII el dia del sacrificio.

LOTE glucosa colesterol triglicéridos VLDL HbA,, Insulina
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) {mg/dl) (%) pU/dl
ElI 531+ 745 % 307.33 61.67 + 6.23 1111+
(n=6) 127.69* 24 08NS 213.46* ° 42.73*? 0.68* 3.10*°
Ell 460.27 + 66.16 + 157.58 + 3148 £ 7.96 + 17.85 +
(n=29) 162.3* 20,177 114,115 22.85M8 1.9* 5.35N¢
CI 104 £ 60.36 + 12493+ 25+ 364+ 1811
(n=15) 25.73 16.21 - 29.02 579 0.43 54
ClI 9 t 46.88 £ 72.78 = 14.67 + 349+ 17.55
(n=9) 3245 18.72 28.87 5.66 0.31 4.8

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.01 vs C1/CI],

significativa vs CI/CII

2 p=0.014 vs EII, ° p=0.004 vs Ell, ¥ p=no
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GRAFICA 7a. Quimica sanguinea el dia del sacrificio.
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6.8. Mantenimiento de la Gestacion.

Las ratas del lote EI fueron incapaces de mantener la gestacién hasta el
parto espontaneo. El 23.64% de las ratas del lote EIl presentaron parto
espontdneo. La diferencia fue significativa (p=0.004). La diferencia de EI vs
Cl/CII fue significativa (p<0.001)

El 86% de las ratas del lote CI lleg6 al final de la gestacién, mientras que de
las ratas del lote CII, el 100% presentd parto espontdneo. No existe diferencia

sigm'ﬁcativa entre los dos lotes control.
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La diferencia de EII con CI es significativa con un valor de p=0.003 asi c6mo la
diferencia de EII con CII con un valor de p=0.002 (tabla 8, grafica 8).

Tabla 8. Porcentaje de ratas que mantienen la gestacién hasta el parto espontineo

% de ratas que mantienen
LOTE la gestacién
EI (n=6) o
EII (n=29) 44 82°
CI (n=15) 86.66
CII (n=9) 100 -

*p<0.01 vs EII, Cl y CHl; *p<0.003 vs Cl, p=0 002 vs CII.

GRAFICA 8. Porcentaje de ratas que mantienen la gestacién hasta el parto espontineo.
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*p<0.01 vs EII, CI y CII; ?p<0.003 vs CI, p=0.002 vs CIL.

6.9. Duracion de la Gestacion.

En las ratas del grupo EII, la gestacién se prolongé un promedio de 20.05
horas comparada con las ratas de los lotes CI y CII, lo que representa una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.006) (tabla 9, grafica 9)

Tabla 9, Promedio de dias de gestacion.

LOTE Dias

EII (n=13) 2423+ 0.89*
CI (n=13) 2316 + 1.03
CII (n=9) 2362+ 1.06

Datos expresados en promedio + DE. *p=0.006 vs CI/CII
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GRAFICA 9. Promedio de dias de gestacién
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Datos expresados en promedio + DE. *p=0.006 vs CI/ClI

6.10. Namero de crias por camada.
El lote EII, present6 un promedio de 9.31 + 2.43 crias por camada.

El lote CI present6 un promedio de 9.17 + 3.38 crias por camada.

El lote CII present6 un promedio de 8.666 + 3.08 crias por camada. La
comparacién estadfstica entre estos tres lotes no mostré diferencias significativas
(p=0.942) (tabla 10, grafica 10).

Tabla 10. Namero de crias por camada

LOTE EIl a cn
(n=119) | (n=110) {n=60)

Crias 9.31 9.17 8.66
+2.43N5 + 3.38 t 3.08

Datos expresados en promedio + DE. Mp=no significativa vs CI/CII

GRAFICA 10. Nimero de crias por camada
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6.11. Anailisis del lote EII.

Con el objeto de determinar cual de los pardmetros bioquimicos tienen
mayor influencia en el desarrollo de los productos, se realiz6 la comparacién de

las ratas del lote EII que sf tuvieron crias con las ratas que no tuvieron crias.

6.11.1. Peso:

Las ratas del lote EII que no tuvieron crias, fueron incapaces de aumentar
de peso durante la gestacién, presentando un Pi=275.46 + 35.64 gramos, un
P2=273.92 + 42.19 y un Pf =244.55 + 48.77 gramos. Las ratas que si tuvieron crias,
aumentaron de peso, presentando un Pi= 271.15 +18.21, un P»= 390.55 + 35.11 y
un Pf=275.77 + 35.45, 1o que representa diferencia significativa los dfas 20 y 22

(p<0.001) (tabla 11, grafica 11).

Tabla 11. Peso de las ratas del lote EIl que tuvieron o no crias durante la gestacién.

dias de gestacién

LOTE dial dfa6 | dia8 dia 13 dia 15 dia 20 dia 22 dia 27
Ell (g)_ (8) (&) (=) (&) (g) (8) (=)
Concrias | 27115+ | 290.23+ [286+27.45] 290.85+ 300.75 34042 + 390.55 £ 275.77t
n=13 18.21 30.25 22.46 20.97 45.30 35.11 3545
Sincrias | 27546+ | 28744+ | 271191 | 26744+ 28138+ 27443 27392+ | 24455+
n=16 35.64 31.63 29.30 33.13 40.20 36.00 4219 48.77
P =1.0 =1.0 =0.998 =0.899 =0.989 <0.001 <0.001 =0.665
Datos expresados en promedio + DE.

GRAFICA 11, Curva de pesos de las ratas que tuvieron o no crias.
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6.11.2.Niveles de glucosa en sangre:

Las ratas del lote EII que tuvieron crias (36.11%), presentaron un promedio
de glucemia de 295.75 mg/dlL Las ratas que no tuvieron crias (63.89%),
presentaron un promedio de 358 mg/dl. Esta diferencia es estadisticamente
significativa (p<0.001). La curva de glucemias durante la gestacién, muestra que
el grupo que no tuvo crias, presenta niveles superiores de glucemia durante la
gestacion, siendo significativa el dia 13 (p=0.015) (tabla 12 y grafica 12).

Tabla 12. Niveles de glucosa de las ratas que tuvieron o no crias del lote EIl
dia 6 dia 8 dia13 dia 20 dia 27

Con crias (n=13) | 8538 +10.02 | 277.15+1.28 | 282.85+49.24 | 288.17+49.43 | 334.83 £ 130.57
Sin crias (n=16) | 91.14 +11.58 | 329.08 + 67.86 | 380.81 + 108.02 | 330.19+81.19 | 379.90+ 8547
P =10 =0.746 =0.015 =0.899 =0.922

Datos expresados en promedio + DE.

GRAFICA 12. Curva de glucosas en sangre de las ratas del lote EII que si 0 no tuvieron crias

6 8 13 20 7
dias de gestacion

Datos expresades en promedio + DE, *p=0.015.

6.11.3. Niveles de glucosa en orina:

Los niveles de glucosa en orina de las ratas que no tuvieron crias del lote
Ell, comparadas con las que si tuvieron crias, no presentan diferencia
significativa durante la gestacién (tabla 13, grafica 13).

Tabla 13. Niveles de glucosas en orina en las ratas que tuvieron o no crias del lote EII,

dia 6 dia 13 dia 20 dia 27
Con crias 0 2000 1418.18 + | 159091 +
(n=13) 716.86 800.57
Sin crias 0 1500.07 + 1375 + 2000
(n=16) 771.93 789.05
P =1.0 =0.277 =0.849 =(.154

Datos expresados en promedio + DE.




GRAFICA 13. Curva de glucosas en orina de las ratas del lote EII que tuvieron o no crfas
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N5 p=no significativa.

6.11.4. Niveles de cetonas en orina:

Las ratas del lote EIl que no tuvieron crias, presentaron una elevacién en
los niveles de cetonas en orina hacia la mitad de la gestacién que se hizo maés
evidente hacia el dfa 20 (de 3 a 5 dias antes del parto), siendo estadisticamente
significativa con un valor de p=0.042 (tabla 14, grafica 14).

Tabla 14. Niveles de cetonas en orina de las ratas que tuvieron o no crias del lote EII

dia b dial13 dia 20 dia 27
LOTE EIl )

Con crias 0 1231+ 0 1.36 +
(n=13) 4438 452
Sin crias 0 16 + 4371t 6.67 +
(n=16) 44,85 35.84 16.33

P =10 | =0.776 =0.042 =0.761

Datos expresados en promedio i DE,

GRAFICA 14. Curva de cetonas en orina de las ratas del lote EII que si 0 no tuvieron crias
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6.11.5.Quimica sanguinea,

Los niveles de glucemia el dia de sacrificio no presentaron diferencia
significativa entre el grupo de ratas que tuvo crfas y el que no tuvo crias.
(p=0.559) (tabla 15, grafica 15a). Los niveles de colesterol de las ratas que no
tuvieron crias, fueron significativamente mas elevados que los de las que si
tuvieron crias (p=0.037) (tabla 15, gréafica 15a). Los niveles de triglicéridos de las
ratas que no tuvieron crfas, fueron significativamente mayores que en las que si
tuvieron crias (p=0.043) (tabla 15, grafica 15a). Los niveles de VLDL de las ratas
- que no tuvieron crias, fueron significativamente mayores que en las que si
tuvieron crias con un valor de p= 0.044 (Tabla 15, graficas 15a).

Los porcentajes de hemoglobina glucosilada fraccién Aic en ambos grupos
no presentan diferencia significativa con un valor de p=0.394 (Tabla 15, gréfica
15b).

Los niveles de insulina de las ratas que no tuvieron crias, son
significativamente menores que los de las ratas que si tuvieron crias (p=0.023).
(Tabla 15, grafica 15c).

Tabla 15. Quimica sanguinea de las ratas que tuvieron o no crias del lote EII

LOTE glucosa colesterol | triglicéridos VLDL HbA;, | Insulina
Ell (mg/di) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (%) (pU/d1)
Con crias | 487.08 +£190.9 | 58.92+ 16.32 | 108.9 £57.90 [21.75 £ 11.67 |8.29 + 2.42/20.38 + 4.47
(n=13)
Sin crias | 451.25+135.3 | 74.06 £ 19.98 | 197.47 +133.6 | 394 +26.78 |7.6+ 1.07|15.98 £5.25
(n=16)
p= 0.559 0.036 0.042 0.043 0.394 0.023

Datos expresados en promedio + DE. p<0.05 es estadisticamente significativa.

GRAFICA 15a. Quimica sanguinea de las ratas del lote EII con o sin crias.
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Datos expresados en promedio £ DE *p<0.05 significativa. ¥ p=no significativa
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GRAFICA 15b. Hemoglobina glucosilada de las GRAFICA 15c. Insulina de las ratas del lote
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6.12. Estudio de las Crias.
6.12.1.Viabilidad.

La viabilidad se define como el nimero de crias que nacen vivas y se
mantienen vivas por lo menos las primeras 6 horas postparto. Del lote EII el
64.46% de las crias fueron viables. Del CI el 100% de las crias fueron viables. Del
CII el 87.18% de las crias fueron viables.

La diferencia entre EIl vs CI y CII es significativa (p<0.001, p=0.009
respectivamente}) (tabla 16 y grafica 16).

Tabla 16. Porcentaje de viabilidad de las crias de los lotes EII, Cly CII
EI1 (%) CI (%) CII (%)
n=119 n=110 n=60
Crias viables 66.13* 2 98.18 87.19
Datos expresados en porcentajes. *p<0.001 vs CI. *p=0.009 vs CIL

GRAFICA 16. Viabilidad de las crias de las ratas diabética y no diabéticas
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*p=0.029 vs CI. *p=0.009 vs CII.
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6.12.2.Sobrevida.

La sobrevida se entiende como el tiempo que viven las crias a partir de las
primeras 6 horas posparto. No hubo diferencia significativa en la sobrevida de las
crias entre los lotes EII, CI y CII a los 8 dias de nacidas. A los 30 dias la diferencia
de EII vs CI es significativa con un valor de p=0.011, y la diferencia de EII vs CII
también es significativa con un valor de p<0.001 (tabla 17 y gréfica 17).

Tabla 17. Sobrevida de las crias hasta los 30 dias de vida (antes del destete)

de los lotes EIl, CI y CII.
= © 8dias 30 dias
LOTE (%) . (%)
EIl 93.90nNs 66.23* 2
(n=77)
a 98.15 88.23
(n=102)
cna 100 9%
{n=50)

Nsp=no significativa vs CI/CIL. *p=0.011 vs CI. *p<0.001 vs ClI

GRAFICA 17. Sobrevida de las crias a los 8 y 30 dias
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' 6.12.3 Peso y Talla al Nacer.
El peso y la talla de las crias del lote EII al nacer, no presenta ninguna

diferencia significativa comparados con los de las crias de los lotes CI y CII (tabla

18 y gréfica 18a y 18b).

Tabla 18. Peso y la talla al nacer de las crias.

EIl &l cn

n=119 n=110 n=60

peso 683 % 705+ 703+

(g) 1,020 0.92 0.8

talla 73.71 t 7424 + 75.83

(mm) 5.72N5 4.86 5.49

Datos expresados en promedio + DE. Mp= no significativa vs CI/CIL




Datos expresados en promedio 1 DE. Mp=no significativa vs CI/CII
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GRAFICA 18b. Talla de las crias al nacer
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6.12.4.Peso Durante el Primer Mes de Vida.

Datos expresados en promedio + DE. NSp=no significativa vs CL/CII

El incremento de peso de las crias del lote EII en el primer mes de vida, fue

menor que el de las de los lotes CI/CIL El dia 18 y 22 la diferencia es significativa
(EII vs CI p<0.001; EII vs CII p=0.017) aunque para el dia 25 la diferencia deja de

ser significativa (tabla 19 y grafica 19).

Tabla 19. Peso de las crias durante el primer mes de vida.

dia1 dia 4 dia8 | diall | dia15 | dial18 | dia22 | dia25 | dia30
LOTE| (g (8) (8 (8 () (g) 8) (8) (8
ENl | 683+ | 931+ | 1235+ | 183+ | 1921+ | 229+ | 303+ | 452% | 545%
(n=51)] 1028 [ 218 3N 4288 | 52 8.5 8.81° 13.2% | 13.8M
CI | 705+ | 1123+ | 1473+ | 216+ | 2638+ | 339+ | 416+ | 556+ | 667z
(n=90)| 092 15 3 5.1 6.3 8.4 105 14.1 13.7
CIT | 704+ | 1015+ | 139+ | 1963+ | 235+ | 299+ | 401 | 506+ | 600+
|m=48)| 08 14 21 3.2 45 46 104 13.6 206

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.001 vs CI, p=0.017 vs CIL *p=0.001 vs CI/CIl. Np=no

significativa vs CI/CIL
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GRAFICA 19. Curva de pesos durante le primer mes de vida
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Datos expresados en promedio + DE. ™p= no significativa vs CI/CII. *p<0.001 vs cl, p=0.017 vs CII.
2p=0.601 vs CI/CII

6.12.5. Talla Durante el Primer Mes de Vida.

Al nacer la diferencia de talla no es significativa entre los tres lotes, sin
embargo, con el tiempo, las crias del lote EII, tienden a crecer mds lentamente que
las de los lotes CI y ClII, siendo esta diferencia significativa a partir del dfa 11 de
vida con un valor de p<0.001 (tabla 20 y gréfica 20).

..Tabla 20. Talla de las crias durante el primer mes de vida.

DiA1 DiA g DiAs | DiA11 | DiA15 | DfA18 | DfA 22
LOTE (mm) (xrm) {mny) {mm) {mmn) {mm) {mm)

EII 73.72 + 89.43g+ | 10077+ | 11654+ | 12898 + | 14251+ | 166.21+
5.73N8 9.38N8 9768 | 1479* | 14.66* 20.18* 17.69*

C1 74.24 4 9500+ | 10911+ | 13018+ | 14691+ | 17035+ | 191.05+
4386 529 724 11.09 12.81 13.32 16.14

Ccu 75.83 + 9320+ | 10677+ | 12764+ | 1438+ | 16662+ | 195.75
5.49 6.04 7.34 8.10 11.72 8.36 17.98

Datos expresados en promedio + DE. ¥p= no significativa. *p<0.001 vs C1/CII

GRAFICA 20. Talla de las crias durante el primer mes de vida.

dias

Datos expresados en promedio £ DE Mp=

no significativa. *p<0.001 vs C1/CII
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6.12.6. Malformaciones Congénitas Macroscépicas.

Ninguna de las crfas de los lotes EIl, CI o CII, presentaron malformaciones
macroscépicas al nacimiento. '

6.12.7. Niveles de Glucosa en sangre.
Los niveles de glucosa en sangre de las crias de ratas diabéticas, no presentan diferencia
significativa al compararlos con los de ratas control. (p=0.058) (tabla 21, grafica 21).

Tabla 21. Glucemias de las crias de ratas diabéticas y no diabéticas

30 dias 60 dias 90 dias

LOTE (mg/d1) (mg/dl) (mg/dl)

EIl 91.33 + 92.25 + 92.56 &
(n=51)| 11728 9,338 8.74N8
a 93.54 £ 95.29 + 96.8 +
(n=85) 15.07 8.48 15.51

CIn 87.79 + 954 + 87.33 %
(n=44) 14.27 716 12.84

Datos expresados en promedio = DE. ™p= no significativa vs CI/CII

GRAFICA 21. Curva de glucemias de las crias de las ratas diabéticas y no diabéticas
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Datos expresados en promedio + DE. Np= no significativa vs CI/CII

- 6.12.8. Inicio de la Madurez Sexual.
La apertura vaginal de las ratas hembras, nos indica madurez sexual. Las
crias hembras de las ratas del lote EIl no presentan diferencia significativa en

cuanto al tiempo de apertura vaginal al compararlas con las crias de las ratas
control (p=0.998) (tabla 22 y grafica 22).




Tabla 22, Dia de apertura vaginal de las crias de las ratas de los lotes ElI, Cly CII

LOTE EIl I cu
n=17 n=42 n=26

Dias 47 + 474 45.06 =
postparto 3.7908 5.11 5.15

Datos expresados en promedio + DE. ¥p= no significativa vs CI/CII

GRAFICA 22, Dia de apertura de la vagina
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Datos expresados en promedio £ DE-Np= no significativa vs CI/CII

6.12.9. Fertilidad

Todos las crias macho de los tres lotes que se dejaron crecer para aparearse,
lo hicieron exitosamente, dejando gestantes a por lo menos una hembra. De las
crias hembra que se dejaron crecer para aparearse, no hubo diferencia
significativa en las que se aparearon con éxito dentro de los tres primeros intentos
(tabla 23 y gréfica 23).

Tabla 23. Porcentaje de crias hembras gestantes

LOTE EIl a aln
(%) (%) (%)
gestantes | 35.29™5 | 238 34.6

NSp= no significativa

GRAFICA 23. Porcentaje de crias hembras gestantes
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De éstas, no hubo diferencia significativa en el namero de dfas de
gestacion, el ndmero de crias por camada, el peso y talla de las crias al nacer, la
viabilidad de las crias ni en la sobrevida a 8 y 30 dias de las crias en ninguno de
los tres grupos. La curva de pesos y glucemias que presentaron estas ratas
durante la gestacién se muestran en las tablas 24 y 25 respectivamente, asi como
en las gréficas 24 y 25.

Tabla 24. Pesos de las crias de las ratas de los lotes EII, CI y CII durante la gestacién.

dia1l dia 6 dia 8 dia 13 dia 15 dia 20 dia 22 dia 27
LOTE (g) (g) () (&) () (8 (8) (g}
EIl 226.75 + 2435+ 242 + 264 + 2835+ 3385+ 366 + 280 +
(n=6) 12288 12.5N8 3ns 6N8 2,508 15.508 31NS 11N5
a 244 + 260+ 265+ 275+ 287+ 332+ 357 + 265 &
(n=10) 34 59 5.2 41 2 8.3 18.5 4
C1l 218+ 230+ 240+ 256 + 296 + 377t 325+ 266 +
(n=9) 5.8 8.5 .43 7.2 35 11 26.3 9

Datos expresados en promedio + DE. ™ p= no significativa vs CI/CII

GRAFICA 24. Curva de peso durante la gestacién de las crias de las ratas EII, CI y CIL
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Datos expresados en promedio + DE, ™ p= no significativa vs CI/CII

Tabla 25. Glucemias de las crias de las ratas Ell, CI y CIl durante la gestacién

LOTE dia6 dia 8 dia 13 dia 20 dia 22

(mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl)
EIl 79 % 805+ 755+ 67 + 74 +
{n=6) 12,58 118 17.3%8 ans NS
a 92+ 756+ 84+ 70 + 73+
(n=10) 8 6.54 10.12 12.3 25.23
cn 79+ 926+ 107 £ 82+ 89+
(n=9) 11.35 14.89 15.5 251 14.3

Datos expresados en promedio + DE. ¥ p= no significativa vs CI/CIlI
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Datos expresados en promedio £ DE. ™ p= no significativa vs CI/CII

7. DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Desde su descubrimiento a finales de los afios 60's, la STZ ha probado su
eficacia en la induccién de diabetes.en animales de experimentacién(% 16> 166 130),
modelo que ha contribuido al entendimiento de la patogénesis de esta
enfermedad'®”. La eficacia de la STZ como inductor de diabetes, se encuentra
directamente relacionada con la especie y la dosis. Se ha comprobado que la dosis
de STZ administrada al animal es determinante tanto en la induccién de la
diabetes, como para su cardcter permanente y la aparicibn de efectos

secundarios> 1% 130,

La administracién de 25 mg/kg de peso de STZ en ratas no produce
ningtn cambio en la glucosa sérica a los 7 dfas de la induccién. Dosis mayores de
100 mg/kg de peso causan una intensa necrosis de las células B del pancreas, con
cetonuria en las siguientes 24 horas y la mayoria de los animales mueren®,
Dosis entre 25 y 100 mg/kg de peso, producen estados diabéticos que varian en
su intensidad y aparicién de las complicaciones. Segtin varios autores, a esta
dosis (entre 25 y 100 mg/kg de peso) los animales no forman cuerpos
cetonicos'® ”. Con el objeto de prolongar la vida de los animales tratados y
evitar complicaciones como hipoglucemia, algunos autores han dividido la dosis
total en varias administraciones periddicas, sin embargo, se ha demostrado que
fraccionar la dosis no representa cambios significativos con respecto a la

administracién en una sola aplicacién'*®,




Las dosis utilizadas con mayor frecuencia, varfan entre 45 a 70 mg/kg de
peso. Se ha observado, que dosis entre 30 y 40 mg/kg de peso, producen un
aumento en los niveles de glucosa sérica entre el dia 1 y el dia 7, para
posteriormente normalizarse hacia el dfa 10; mientras que las dosis entre 50 y 70
mg/ dl producen un estado diabético permanente!'®. En los primeros momentos
de la induccién con STZ, existe hipoglucemia ocasionada por la destruccién
masiva de las células B y la consecuente liberacién de insulina. Este efecto es, al
parecer, el responsable de la muerte del animal durante las horas inmediatas a la
-induccién. En las ratas que sobreviven a este descenso- brusco de- glucosa

sanguinea, se instala un estado de hiper§lucemia permanente y se presentan las
complicaciones propias de la diabetes"°”, En este estudio, todas las ratas de los
lotes EI y EIl que mueren, lo hacen una vez instalada la diabetes, es decir,

después de las 48 horas de la induccién.

También se ha reportado que la STZ per se puede ocasionar alteraciones en
las crias de ratas in vitro"'*®, aunque no se ha podido corroborar que tenga accién
directa en el desarrollo de los productos in vivo, ya que las alteraciones que
presentan los fetos de madres con diabetes descontrolada, tienden a corregirse en
aquellas que han sido controladas con insulina®®”. Para descartar que los efectos
encontrados fueran causados por la accién de la STZ sobre la cria, todas las ratas
se inyectaron en el dia 6° de la gestacién (tomando como dia 1 el dia de
apareamiento), antes de la implantacién. Tomando en cuenta que la STZ tiene
una vida media de 5 minutos y es eliminada de la circulacién de 4 a 6 horas, nos
aseguramos que el dafio a las crias no lo causa el medicamento"'*”,

Para inducir el estado diabético en ratas hembras, la dosis que maés
frecuentemente se ha utilizado es de 60mg/kg de peso®" > ™ """ aunque hay-
grupos de investigacién que administran hasta 75mg/ kg de peso'’ (cuadro 11).

En ratas gestantes, también se ha utilizado a dosis 50mg/kg de peso 0% ' 1413
157. 166, 174)

(106)

CUADRO 11. Administracién de la STZ a las ratas hembra

Via de Dosis Peso Cepa Glucosa
administracién (mg/ke) (2) ~ (mmol/])
LV. 55 170-180 Wistar 35.3
iLv. 20-40 234 Albino 7.1-29.2
i.p- 75 175-200 Sprague-Dawley 24-25
i.p. 40-80 200-250 Wistar 13-21
ip. 50 200 Sprague-Dawley 20.2

Nota: i.0. intravenoso, ip. intraperitoneal.
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En este estudio, se inyect6 al lote EI con dosis de 60mg/kg de peso, con lo
que se consigui6 que el 57.9% de las ratas presentara niveles de glucosa sérica
superiores a los 200 mg/dl a las 48 horas de la induccién; con una glucemia
promedio de 348.93 mg/dl a lo largo de la gestacién. Estos niveles se
mantuvieron elevados durante toda la gestacién, hasta el dia del sacrificio. Sin
embargo, la mortalidad en este lote fue elevada, alcanzando el 31.57% y ninguna
de estas ratas logré tener crias.

En el lote EII que fue inyectado con-dosis de 50 mg/kg de peso de STZ, se

observé que el porcentaje de ratas que alcanzaron niveles de glucosa superiores a

los 200 mg/dl a las 48 horas de la induccién era practicamente igual, e incluso
ligeramente mas elevado que el del lote El El promedio de glucemia durante la
gestacion fue de 329.45mg/dl, lo que es similar a lo presentado por el lote EI Sin
embargo, la mortalidad se redujo significativamente pasando del 31.57% en el
lote EI a 7.27% en el lote EIl. Es importante sefialar que el 23.64% de las ratas del
lote EII concluyé la gestacién, presentando partos espontdneos, lo que también
representa una diferencia significativa con EL

Los lotes CI y CII no presentaron en ningiin momento glucemias superiores
a los 200 mg/ dl, manteniéndose con un promedio de glucosa en sangre de 83.86 y
85.25 mg/dl respectivamente, lo que representa una diferencia significativa con
El y ElL. Ninguna de las ratas control muri6 durante el estudio y el porcentaje de
ratas que tuvieron partos espontdneos fue de 86% en el lote CI y 100% en el (I, lo
que también representa una diferencia significativa con los lotes EI y EIL

Estos resultados demuestran que la STZ a dosis de 50mg/kg de peso es
igualmente efectiva para inducir diabetes que la dosis de 60mg/kg de peso, con
la ventaja de ser menos t6xica para las ratas, lo que disminuye significativamente
la mortalidad y les permite concluir su gestacion.

Tanto con 60 como con 50 mg/kg de peso de STZ se alcanzaron niveles
elevados y estables de glucemia durante toda la gestacion, que sobrepasaron
significativamente los niveles que presentan las ratas control. Los niveles
significativamente mayores de HbAi. que presentaron estas ratas el dia del
sacrificio es un indicador de que los niveles de glucemia de las ratas
experimentales se mantuvieron crénicamente elevados durante toda la gestacién,
afectando todo el tiempo el desarrolio de las crias hasta su nacimiento.

El efecto teratogénico de la hiperglucemia es dependiente de la dosis y la
edad del embrion"’®. Una elevacién crénica de la glucosa en sangre afecta a los
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embriones desde etapas tempranas del desarrollo en las que se estdn llevando a
cabo un gran mimero de eventos importantes para el desarrollo como la
gastrulacién, la induccién neural, la determinacién de la simetria, etc. De hecho,
durante este periodo, los genes que controlan la mayor parte de los eventos del
desarrollo se encuentran activados’® '*, Sin embargo, para que la glucosa
produzca efectos dismorfogénicos claros en el embri6én por lo menos in vitro, es
necesario que las concentraciones de glucosa sean de 50mM/1 (900 mg/dl) o
mas'”" 1" Las alteraciones que produce van desde malformaciones menores
hasta alteraciones incompatibles.con la vida que dan como resultado muerte del -
producto™®,

Al comparar en el lote EII a las ratas que tuvieron crias con las que no lo
hicieron, se observé que las ratas que no tuvieron crias presentaron una elevacién
significativa de la glucemia en el dia 13 de la gestacién, momento critico del
desarrollo de las crias, por lo que puede ser considerado un factor importante en
la muerte intrauterina de los fetos. La glucosuria (glucosa en orina) por su lado,
refleja la elevacién de la glucosa sanguinea por arriba del umbral de resorcién
renal. Desde las primeras 48 horas de induccién de la diabetes, ambos lotes
experimentales presentan niveles de glucosuria elevados los cuales van en
aumento durante la gestacion. El lote EII el dia 13 de la gestacién presenta niveles
significativamente més elevados que los del lote EI; sin embargo, esta diferencia
estd dada por las ratas que no tuvieron crias del lote EIl, ya que al hacer el
analisis por separado, se observé que las ratas que si tuvieron crias tuvieron
niveles significativamente menores de glucosuria que las ratas que no tuvieron
crias.

Otro de los factores que se ha relacionado en la génesis de las alteraciones
en el desarrollo es la presencia de cetonuria. Las cetonas en orina nos reflejan por
un lado la disminucién de los niveles de insulina, reduccién de la disponibilidad
tisular de la glucosa y consecuentemente el aumento en la lipélisis al interior de
las células, lo que lleva a la sobreproduccién de cuerpos cet6nicos -f-
hidroxibutirato, #acido acetoacético y acetona. El higado, es incapaz de
metabolizar la gran cantidad de cuerpos ceténicos que se estdn produciendo y
éstos son excretados en la orina. Por otro lado, la falta de glucosa tisular
promueve el incremento de la glucogendlisis hepética lo que redunda en mayor
hiperglucemia® *. La produccién excesiva de cuerpos cet6nicos (especialmente
B-hidroxibutirato) durante la gestacién, en periodos criticos del desarrollo, es
aparentemente la responsable del retraso en el desarrollo y de las malformaciones
congénitas de los embriones“* *. En los procesos teratogénicos de la diabetes los
cuerpos cetdnicos tienen probablemente un papel mas significativo que el de la
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hiperglucemia *! ** aunque al unirse estos dos factores, el efecto se sinergiza“”
®>. Las ratas del lote EI presentaron altas concentraciones de cetonas en orina, con
un pico el dia 13 de gestacién que disminuye lentamente hasta casi llegar a
niveles normales en la etapa posparto. Ninguna de estas ratas tuvo crias, por lo
que se asume que el dafio producido por la hiperglucemia mds los cuerpos
ceténicos promovié el desarrollo anormal de los productos en forma tan
importante que les ocasion6 la muerte intrauterina y ulterior reabsorcién. El lote
EIl presenta una elevacién de cetonas en orina significativamente menor que el
lote EI con un pico hacia el dia 20 (2 a 3 dias antes del parto). De éste lote, s610 el
36.11% de las ratas pudo tener crias. Esto nos refleja que aunque en este lote el
dafio fue menor -probablemente por que las cetonas no se encontraron muy
elevadas en la primera etapa de la gestacién- el dafio fue suficiente para inducir
muerte fetal intrauterina y por lo tanto reabsorcién de los embriones en la
mayoria de las ratas. Cuando analizamos por separado a las ratas que mo
pudieron tener crias, observamos que presentaron niveles significativamente
mayores de cetonas en orina durante la segunda mitad de la gestacién que las
ratas del mismo lote que sf tuvieron crias. Estas ratas también presentaron niveles
significativamente mds elevados de glucosa en sangre el dfa 13 de la gestacién, lo
que habla de la sinergia de estos dos factores en la teratogénesis. Los lotes control
por su parte no presentan cetonas en orina. En un estudio con ratas gestantes
diabéticas, s6lo una de las inyectadas con 50 mg/kg de STZ presentd cetonuria,
dlSII'lll‘llll 66 de peso y no tuvo evidencia de haber estado gestante al término de la
misma‘'*®,

Otros parametros que comunmente se encuentran alterados en las ratas
diabéticas son los triglicéridos y las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL)“?, En este estudio, el lote EI, present6 niveles de triglicéridos y de VLDL
significativamente elevados al compararlos con los lotes EIl, CI y CII Estos tres
altimos no presentaron diferencia significativa entre ellos. Otros autores han
observado en sus estudios elevacién de los triglicéridos en ratas diabéticas”, lo
que concuerda con los resultados del presente estudio. De hecho, el aumento de
los triglicéridos se correlaciona con una mayor cetogénesis, ya que la falta
absoluta de insulina y de glucosa disponible provocan un aumento en la lip6lisis
y por consiguiente en los niveles de 4cidos grasos libres, los cuales son oxidados
en el higado, incrementando la produccién de cuerpos ceténicos, cetonuria y en
tltimo de los casos acidosis (pH{)®. En este estudio es notorio que el lote que
presenta niveles més elevados de cetonas en orina (EI), tiene asi mismo, niveles
significativamente mds elevados de triglicéridos y VLDL. Al analizar por
separado a las ratas del lote EIl que no tuvieron crias de las que sf tuvieron, se
observan niveles significativamente mayores de triglicéridos y VLDL. Estos
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resultados concuerdan con lo reportado por otros autores“” que encontraron que

la relacién entre los niveles elevados de glucosa, triglicéridos y B-hidroxibutirato
estdn directamente relacionadas con un aumento en las reabsorciones y
malformaciones de los embriones de 11 dias post-coito (dpc). :

Otro factor que afecta el desarrollo es la insulina, la cual tiene un efecto
protector contra la produccién de cuerpos ceténicos®. En este estudio, se
observé que las ratas del lote EI presentaron niveles significativamente menores
-de insulina que el resto de los lotes. Al analizar a las ratas del lote EII que no
tuvieron crias, observamos que también tuvieron niveles significativamente
menores de insulina que las ratas que si tuvieron crias. Estas ratas (que no
tuvieron crias), presentaron niveles mayores de cetonuria, de triglicéridos y de
VLDL. Asf pues, la correlacién de éstos pardametros ~hiperglucemia, cetonuria,
hipertrigliceridemia e hipoinsulinemia- puede servir para predecir el desarrollo
de los productos de madres diabéticas y su estricto control puede prevenir la

aparicién de malformaciones e incluso la muerte intrauterina®*?.

(179, 180, 181, 182) (146,

Existen estudios tanto en humanos como en ratas diabéticas
171175, 183, 189) o los que se ha observado que las concentraciones de colesterol
plasmaético estdn elevadas, sin cambio o disminuidas. Las ratas de este estudio,
presentaron o bien ligeros aumentos, ningfin cambio ¢ disminucién en las
concentraciones plasmaéticas de colesterol el dia del sacrificio. Los niveles de
colesterol de las ratas del lote EI no son significativamente diferentes de los de las
ratas del lote EIl. Las ratas del lote EII que no tuvieron crias, tampoco presentan
diferencia significativa con las que sf tuvieron crias.

La severidad de la diabetes experimental, se ha asociado con la falta de
aumento de peso de los animales. Las ratas inyectadas con dosis de STZ entre 55
y 65 mg/kg son incapaces de aumentar de peso’®®. Esta misma alteracién se da
en ratas gestantes. En el estudio realizado, las ratas del lote EI —que fueron
incapaces de concluir la gestacién—, no s6lo no aumentaron de peso durante la
gestacién, sino por el contrario, disminuyeron. Las ratas del lote EIl por su parte,
practicamente no aumentaron de peso hasta dos dfas antes del parto (dia 22),
para después descender hasta llegar a un peso menor del que tenfan cuando
iniciaron el estudio. La diferencia de los lotes EI y EII es significativa en el dia 22.
Esto se debe a que las ratas del lote EII que si tuvieron crias, aumentan por efecto
del crecimiento fetal justo antes del parto. Una vez nacidas las crias, la diferencia
deja de ser significativa. Las ratas de los lotes CI y CII, por su parte, aumentan
constantemente de peso, presentando una diferencia significativa con las ratas de
los lotes El y EIL
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La gestacién prolongada de las ratas diabéticas es un mecanismo que
compensa el bajo peso de las crias”®. En un estudio con ratas diabéticas gestantes
en las que se retiraban por operacién cesarea dos o tres fetos el dia 21 de la
gestacion, éstos fueron significativamente mas pequefios que los fetos de las ratas
no diabéticas. Al resto de las crias se les permitié nacer por parto esponténeo y
éstas no presentaron diferencia significativa en pesos al compararlas con las crias
de madres no diabéticas. Las ratas diabéticas tuvieron gestaciones 15 horas mas
prolongadas que las ratas no diabéticas, lo que llevé a los autores a la conclusién
que la gestacién prolongada permitia compensar el bajo peso de las crias. Al
interrumpir en diferentes dias la gestacién, los fetos de las ratas diabéticas fueron
significativamente mas pequefios que los de las ratas normales"®”, En estudios
recientes, se ha observado que los fetos de 20 dfas de gestacion de ratas diabéticas
pesan y miden significativamente menos que los de ratas normales"®, En este
estudio, las ratas diabéticas tuvieron un promedio de gestacién de 20.05 horas
mas que las ratas del lote CI y CII, lo que es estadisticamente significativo. La
gestacion prolongada de estas ratas, permite que el peso y la talla de las crias sea
semejante al que tuvieron las crias de las ratas control. El peso de las crias de las
ratas del lote EII no presenta variaciéon significativa con las crias de las ratas de
los lotes CI y CII. Tampoco hay diferencia en el niimero de crias por camada. Sin
embargo, la viabilidad de las crias del lote EII fue significativamente menor que
la que presentaron las crias de las ratas control. Existen otros autores que han
reportado casos similares, en que la viabilidad de las crias de ratas diabéticas es.
significativamente menor que en las crias de las ratas no diabéticas, aunque el
peso y la talla sean semejantes’?. La sobrevida a 8 y 30 dias no presenta
diferencia significativa entre los tres lotes.

Las crias de las ratas diabéticas, aumentan menos de peso y talla durante el
primer mes de vida que las crias de las ratas control, especialmente desde el dia
18 para el peso y 11 para la talla. Este hecho se puede explicar por la existencia de
un ambiente metabélico intrauterino alterado que les da una menor probabilidad
de desarrollarse adecuadamente durante la vida extrauterina, por un lado, y por
el otro, hay que tomar en cuenta que las crias se mantuvieron con sus madres
hasta el destete, lo que significa que las madres diabéticas fueron menos
eficientes en alimentar a sus crias debido a que sus condiciones generales
empeoraban cada dia.

Se ha reportado que los fetos de ratas diabéticas presentan hiperglucemia,
hiperkalemia y aumento del contenido de glucégeno en el higado”®®. Asi mismo,
las crias de ratas diabéticas tienen hiperglucemia al nacer e incluso pueden llegar
a presentar intolerancia a la glucosa en la vida adulta"®®. En este estudio, la
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curva de glucemias de las crias de ratas diabéticas se mantiene por arriba de la de
las crias de ratas no diabéticas, aunque siempre en los limites normales y sin que
sea estadisticamente significativo.

En cuanto a la funcién del sistema reproductivo de las crias que
sobreviven, se puede apreciar que no hay diferencias notables entre las hijas de
ratas diabéticas y las de ratas normales. Existe un estudio en el que se reporta que
el sistema hipotdlamo-hip6fisis-génada de las crias hembras de ratas con diabetes

inducida con STZ, se desarrollaba posteriormente .que en las crias de ratas

normales. También se encontraba disminuida la sensibilidad de la hipdéfisis a la
LHRH vy los niveles de LH de las crias de ratas diabéticas, eran 1.5 veces menores
que los de las crias de madres normales, llegando a la conclusién que las crias
que se desarrollan en un ambiente diabético, presentan des6rdenes- en los
mecanismos reguladores del sistema reproductivo, aunque nada tan grave que
haga imposible que este sistema funcione"'*”. En este estudio, datos indirectos de
madurez sexual como el dfa de apertura vaginal, no present6 diferencia entre el
lote experimental y los lotes control. Ademads, las crias de madres diabéticas que
sobreviven, son perfectamente capaces de aparearse, manteniendo gestaciones de
la misma duracién que las crias de las ratas control, sin alteraci6én de los
pardmetros metaboélicos durante la misma (niveles de glucemia) y con el mismo
ndmero de crias por camada; las cuales son de peso, talla y viabilidad semejante
a la de los lotes control. Asf pues, a pesar de que el ambiente anormal en el que se
desarrollan las crias de ratas diabéticas tiene una clara afeccion en las etapas
tempranas del desarrollo intrauterino (dado por un mayor ntamero de
reabsorciones), asi como en las primeras horas de la vida extrauterina (menor
viabilidad), parece no tener repercusién a largo plazo en las funciones
reproductivas, ya que las crias de ratas diabéticas no presentan diferencia
significativa en dia de apertura vaginal y éxito reproductivo al compararlas con
las crias de las ratas control.

8. CONCLUSIONES.
8.1. Conclusion General:

La condicién diabética de la madre, afecta negativamente el desarrollo de
las crias medido en la capacidad de las madres de concluir la gestaciéon y en la -
viabilidad de las crias; aunque aquellas que logran sobrevivir, no presentan
diferencia en el inicio de la madurez sexual y el éxito reproductivo medido como
la capacidad de quedar o dejar gestantes.
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8.2. Conclusiones Particulares:

1. La induccién de diabetes con 50mg/kg de STZ es menos téxica para las ratas y
sus crias que a dosis de 60 mg/kg de peso. La hiperglucemia resultante es de
caracter permanente,

2. Los factores que tienen mayor influencia en las alteraciones en el desarrollo de
las crias de ratas diabéticas son la hiperglucemia, la cetogénesis, la
hipertrigliceridemia y la hipoinsulinemia.

3. La gestacién prolongada en las ratas diabéticas, les permite tener crias de'la
misma talla y peso que las de las ratas normales; sin embargo, la viabilidad de
éstas es significativamente menor.

4. En las crias de ratas diabéticas que logran sobrevivir la fertilidad no se ve
alterada (inicio de la madurez sexual y éxito reproductivo).
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S5TZ
GLUT
NO
LH
FSH
PRL

LHRH
BB

ip

Diabetes Mellitus

Organizacién Mundial de la Salud
Diabetes Mellitus Insulino Dependiente -
Diabetes Mellitus No Insulinra Dependiente
Sindrome

Glucosa plasmatica en ayuno
Poscarga de glucosa

Curva de Tolerancia a la Glucosa
Hemoglobina

Hemoglobina Glucosilada
Hemoglobina Glucosilada fraccién 1c
Cetoacidosis Diabética

Acidos Grasos Libres

Hormona Liberadora de Gonadotropinas
Lipoproteinas de muy baja densidad
Lipoproteinas de baja densidad
Lipoproteinas de alta densidad
Super6xido Dismutasa

Acido Desoxirribonucleico

Glutatién

Especies Reactivas de Oxigeno
Catalasa

Antioxidantes de bajo peso molecular
Coeficiente Intelectual

Defectos del campo de Desarrollo
Hormona Adrenocorticotrépica
Ratén Diabético no Obeso

Aloxana

Nicotidamina adenin dinucle6tido
Estreptozotocina

Transportador de Glucosa

Oxido Nitrico

Hormona Luteinizante

Hormona Foliculo Estimulante
Prolactina

Testosterona

Hormona liberadora de LH

Bio-Breeder

intraperitoneal
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EI

EIl

CI

CII
ANDEVA
Pi

P2

Pf

Experimental I

Experimental II

Control I

Control II

Analisis de Variancia

Peso inicial

peso el dia 22 de la gestacién
peso final
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