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I. RESUMEN

La hiperglucemia materna produce una serie de alteraciones en el
desarrollo de las crias, entre las cuales destacan las malformaciones
congénitas y el retraso en el crecimiento y desarrolio. Se ha demostrado
que el efecto que la diabetes materna ejerce sobre los embriones se
produce desde la blastogénesis por lo que afecta la diferenclacion de
diversos érganos; en el mesodermo intermedio, altera la diferenciacion
de las gonadas. Se determind el efecto de la condicion diabética
materna inducida con estreptozotocina (STZ), sobre la diferenciacion de
la gonada masculina de fetos de 20 dias de gestacién. Para esto se
" utilizaron 85 ratas hembras gestantes de 250 a 350g de la cepa
Sprague-Dawley. A 23 se les Inyecto ip 60 mg/kg de peso de STZ el dia
6 de la gestacion (E!); a 51 se les inyectd ip 50 mg/kg de peso de STZ el
dia 6 de la gestacion (Ell), a 6 se les inyectd el vehiculo de disolucién de
la STZ (C!) y 5 se puncionaron con aguja del mismo calibre que {os otros
lotes (Cll). Se consideraron diabéticas a las ratas con niveles > 200
mg/dl de glucosa sérica a las 48 horas de la induccion. Se monitorearon
la glucosa sérica, cetonuria, glucosuria y el peso corporal cada semana.
El dia 20 de gestacién se sacrificaron {as ratas por dislocacion cervicat,
se disecaron y extrajeron los fetos, anotandd el numero peso y talla. A
los fetos machos se les extrajeron los testiculos, los izquierdos se
procesaron para microscopia de luz y los testiculos derechos se
procesaron para su observacion al microscopio electrénico de barrido. El
analisis de la estructura de los testiculos de los fetos de ratas diabéticas,
reveld una reduccion en el nimero de cordones seminiferos con una
distribucién irregular, y una escasa regién medular de la gonada. La
reduccion en el nimero de espermatogonias asi como la pérdida de los
puentes citoplasmicos fue notoria. Las células pre-Sertoli presentaron
una distribucién irregular; el tejido intersticial fue abundante con una
reduccién en el nimero de células de Leydig. Se llegd a las siguientes
conclusiones: La diabetes materna altera el desarrolio de fos testiculos
de sus crias provocando: a) una disminucion en el nimero, y una
distribucién irregular de los cordones seminiferos b) reduccion del
nimero de espermatogonias c) alteracion de la distribucion de las.
células pre Sertoli y d) reduccion en el nimero de células de Leydig lo
que provocara alteraciones en la gametogénesis, esteroidogénesis y
consecuentemente en la eficiencia reproductiva.



1. Antecedentes
1.1. Diabetes.

1.1.1. Concepto.

La Diabetes meliitus (DM) es la expresién clinica de la absoluta o
relativa: deficiencia de insulina que afecta aproximadamente entre 20 a
30 millones de personas en el mundo‘".

Aunque la deficiencia de insulina puede ser reducida por la
dieta, la inyeccién de insulina, la terapia de agentes hipoglucemiantes
orales, y los tratamientos estandares no previenen el desarrollo de
complicaciones crénicas que afectan oérganos tales como los ojos, el
rifién, los nervios y las arterias!”.

En términos mas concretos la DM es una enfermedad que
produce Alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, grasas y
proteinas; cuando la enfermedad alcanza pleno desarrollo, se
caracteriza por hiperglucemia en ayunas y, en la mayoria de pacientes
con larga evolucion de la enfermedad, se presentan complicaciones
microangiopaticas, en especial renales y oculares, asi como
macroangiopatia con afeccidbn de arterias coronarias, enfermedad
vascular periférica y neuropatial*?.

1.1.2. Clasificacion.

La clasificacion de la diabetes mellitus y otras categorias de la
intolerancia a la glucosa fueron publicadas en 1979 por el National
Diabetes Data Group (NDDG), de los Institutos Nacionales de Salud,
en Estados Unidos (Cuadro No. 1)%3)



CUADRO No. 1.

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS Y OTRAS CATEGORIAS
RELACIONADAS

(Grapo Nacional de Datoq sobre Diabetes, Institutos Naclonales de Salud Estados Umdos, 1979)

CLASES CLINICAS
DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus dependiente de insulina o tipo I (DMID) -
Diabetes mellitus no dependiente de insulina o tipo II (DMNID)
No obeso

Obeso

Diabetes asociada con otras situaciones o sindromes
Enfermedad pancredtica

De etiologia hormonal

Inducida por sustancias quimicas ¢ farmacos
Anormalidades del receptor de insulina

Sindromes genéticos

Misceldneas

Dlabetes mellitus gestacional (DMG)
ANORMALIDADES DE LA TOLERANCIA ALA GLUCOSA (ATG)

’ No cbeso
Obeso

- Asociada con otras situaciones o sindromes (misma subdmsnén de la DM asociada con otras
situaciones o s:ndromcs)

CLASES CON RIESGO ESTADISTICO*

Anormalidad previa de tolerancia a la glucosa, DM o ATG previas, sin alteracién bloquimica
presente .

Anormalidad potencial de la tolerancia ala glucosa. Pacicntes con historia familiar de DM,
macrosomia, problemas obstétricos, miembros de tribus con prevalencia alta de DM, gcmelo |dént|co a
otro con diabetes, anticuerpos a islotes positivos, obesos.

En 1980 el comité de expertos de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) propuso una nueva clasificacién, la que fue revisada en
1985 (Cuadro No. 2) .
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Cuadro No. 2

~Clasificacién de la diabetes melhtus y otras categorias relacmnadas
(Comlté de Expertos de la OMS 1985)

A. CLASES CLINICAS
DIABETES MELLITUS ' '

Diabetes mellitus dependientes de insulina (DMID)

‘Diabetes mellitus no dependientes de msulina (DMNID)
No obeso
Obeso

Diabetes relacionada con malnutricién (DMRM)
Diabetes pancredtica fibrocalculosa - ‘
Diabetes relacionada con desnutricién y con deficiencu proteica,

Diabetes asoclada con otras sitraciones o sindromes
Enfermedad pancredtica
Enfermedad de etiologia hormonal
Inducida por sustancias quimicas o firmacos. N
Anormalidades de 1a molécula de insulina o sus mceptores
Ciertos sindromes genéticos :
Misceldneas

Diabetes mellitus gestacional (DMG)

" ANORMALIDAD DE LA TOLERANCIA A LA GLUCOSA ' '_ .
No Obeso

Obeso
Asociada con otras situaclones o sindromes

B. CLASES CON RIESGO ESTADISTICO*
Anormalidad previa de tolerancia a 1a glucosa .
Mismo criterio que NDDG . e
Anommalidad potencial de tolerancra ala glucosa
Mismo criterio que NDDG ' ' :

* Sujetos con tolerancia a la glucosa normal, con riesgo aumentado de desarrollar diabetes

Ambas clasificaciones tienen en comuin el abandono de
termmologla previa como diabetes quimica, limitrofe, subclinica latente
y diabetes asintomatica®®**. Ademas de no considerar el aspecto
dinamico de la enfermedad que al evolucionar presenta elevaciones
de glucemia en un mismo dia, lo que provoca la expresion fenotipica
de la misma varie de individuo a individuo de acuerdo al tiempo de
evolucién, la existencia de complicaciones y el estilo de vida®3%.




En el caso de la diabetes tipo 1l no se considera la interrelacion
estrecha entre resistencia a la insulina y su secrecién®®#,

Tomando en cuenta los puntos anteriores e} comité de Expertos -
de la Asociacion Americana de Diabetes en 1997 propuso una nueva
clasificacion etiolégica de la DM, que se muestra en el cuadro 334

Cuadro No. 3.

Clasificacion etiologica de la diabetes mellitus*

I. Diabetes tipo 1** .
Destruccidén de células p que conduce a una
deficlencia absoluta de insulina.
A.Mediada por mecamsmos Inmunolégicos
B.ldiopética.

II. Diabetes tipo 2%* . .. - .

Existen variaciones que van desde eI predominlo
de la resistencla a la insulina con relativa
deficlencia de ésta, hasta el defecto predominante
en la secreclén con- reslstencla a Ia aocién de la

hormona.’ . = . P

IXI1. Otros tipos especrﬂcos.

A. Defectos genéticos de la funcién de 1a célula p:
1.En cromosoma 12, HNF-1aa {(MODY3})
2.EN cromosoma 7, glucocinasa (MODY2)
3.En cromosoma 20, HNF4a (MODY1)
4.En ADN mitocondrial =
5.0tros

B. Defectos genéticos en la accién de la Insullna,
1.Reslstencla a la Insulina llpo A
2. eprechaunismo
3.Sindrome de Rabson-Mendehall
4.Dlabetes lilpoatréfica
5.0tros

C. Enfermedades del péncreas exderino.
1.Pancreatitls
2. Traumatismo/pancreatectomia
3.Neoplasla
4.Fibrosis quistica
§. Hemocromatosls
6.Pancreatopatia fibrocalculosa
7.0tras

D. Endocrinopatias
1.Acromegalia

. 2.8indrome de Cushing
3.Glucagonoma
4.Feocromocitoma
8.Hipertitoldismo
6.Somatostatinoma
7.Aldosterona

Otras.

E. Sustanclas quimlcas o drogas capaces de lnduc!r
dlabetes: ) )
Pentamldina
Acido nicotinica
. Glucocorticoldes
Hormaona tiroldea
Dlazdxldo . - ’
Agonistas p-adrenérglcos ‘
Tiazldas :
Difenilhidantoina
a-Interferén .
otras - )

IPENPARENS

=

F. Infecclones

1. Rubedla congénltl

2 cltomegalovlms

3. Olras

G. Formas poco comunes de dlabotu medlada

Inmunolégicamente: .
1. Sindrome del hombre rigido
2. Antlcuerpos contrl el receptor de Insullna
3.  Ofras. - T

H: Otros sindromes que algunas veces 8. asoclan con
dlabetes g .
Sindrome de Down

Sindrome de Kilnefefter .

Sindrome de Turner -~ .~ |
Sindrome de Wolfram - S
Ataxia de Friedrelch - Ol
Corea de Huntington '
Sindrome de Lawrmce Moon Ba!del
Distrofia mlotonlcs: R
Porfifa '~ SRR

Sindrome de Prnder wiln

Otrog

CRNDAMGN

10.
1.

IV.

Diabetes mellitus gestaclonal

*Traducida del articulo criginai del Cémite de Expertos de Amerian Diabetes Assoclation, 1997,
** Los paclentes pueden requerir tratamiento con insulina en alguna etapa de la enfermedad.

1.4.3. Diagnéstico.




Se reconoce que puede haber pacientes de categorias
intermedias que no relnan las caracteristicas para el diagndstico de la
diabetes:

¢+ FPG < 110mg/dL = glucosa de ayuno normal.

¢ FPG > 110 mg/dL y < 126 mg/dL = FG = intolerancia a la
glucosa de ayuno.

¢ FPG > 126 mg/dL = diagnostico provisional de diabetes
que debe confirmarse!®®, |

La curva de tolerancia a la glucosa es una de las pruebas
clinicas que contribuye de una forma importante al diagnéstico de la
diabetes. Es una prueba especialmente util para el diagnostico en
aquellos pacientes que no manifiesten sintomas y que sus niveles de
glucemia en ayuno se encuentren sélo un poco alterados, o bien en
aquellos en los que exista alguna duda en el diagndstico'**®,

Consiste en la toma de una muestra de sangre en ayuno para
determinar los niveles basales de glucemia. Posteriormente se
suministran por via ora!l 75 g de glucosa disuelta en agua, que se debe
ingerir en 2 a 3 minutos. En nifios la carga de glucosa debe de ser 175
mg/Kg de peso hasta un maximo de 75 g. Las mujeres embarazadas
requieren una carga de 100g. Dos horas después de la ingesta de
glucosa se toma una segunda muestra de sangre®*®.

Para que sea valida la prueba de tolerancia a la glucosa, debe
cumplir con los siguientes criterios:

% Debe realizarse por la mafana, 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 ningun tipo de ejercicio.

% Se deben tomar en consideracion todos aquellos factores
que interfieran con los resultados de la prueba.

+ Hay que tomar en cuenta cualquier respuesta adversa que
se presente durante la prueba como nausea, diarrea, etc'.

lLas categorias correspondientes cuando se utiliza la curva de
tolerancia a la glucosa (CTG) son:
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< A las 2 h poscarga (2hPG) < 140 mg/dL = tolerancia normal
a la glucosa. .

% 2hPG > 200 mg/dL = diagnéstico provisional de diabetes
que debe confirmarse.

E! ubicar el punto de corte de 140 mg/dL a las 2 h en la curva de
tolerancia a la glucosa (2h-CTG) permite identificar a mas personas
con alteraciones de la homeostasis de glucosa, de las que se
 detectaban al determinar la glucosa en ayunas con el valor limite de
110 mg/dL®>°)

Otra de las pruebas de laboratorio para el diagnéstico de la
diabetes, es la determinacion sanguinea de la hemoglobina
glucosilada fraccion A (HbA)®47)

Esta prueba se fundamenta en que durante la vida del eritrocito,
debido a la permeabilidad de su membrana a la glucosa, la
hemoglobina se incuba con la glucosa de la sangre y como ésta es
una sustancia reactiva, el resultado es la glucosilacién de los sitios
receptivos de los aminoacidos de la hemoglobina!®®").

Tomando en cuenta el promedio de vida del eritrocito, aquellos
que estén entre 30 y 90 dias de vida son los que van a predominar y
como la glucosilacion depende de la concentracion integrada de la
glucosa en el tiempo, la informacién que proporciona la medicién de la
hemoglobina glucosilada es el valor integrado de las ocho semanas
precedentes a la toma de la muestra®®”.

La HbA se forma por glucosilacién no enzimatica de la porciéon N-
terminal de la cadena B de la hemoglobina A,®.

La cuantificacion de hemoglobina glucosilada se basa en la
proporcion o porcentaje total de hemoglobina que ha sido glucosilada
por lo que es una medida relativa que requiere utilizar una
metodologia reproducible y llevar a cabo todas las determinaciones en
un aparato confiable y preciso!®.

La fraccion 1c de la HbA (HbA:c) ha sido aceptada como
indicador de la concentracion media diaria de la glucemia en los dos
meses precedentes!'®*".



Los niveles obtenidos mediante la determinacion regular de
HbAic conducen a cambios en el tratamiento de . la diabetes,
mejorando el control metabdlico lo que se traduce en una disminucion
. de los niveles de HbA1c. Por lo que 1a medicién cada dos o tres meses
de HbAwc se ha recomendado para monitorear el tratamiento
prolongado de los pacientes con diabetes®” '™,

Se ha establecido que el valor normal de hemoglobina
glucosilada fraccion A (HbA,) es de 3 a 6% y 5 a 8% el de la
hemoglobina glucosilada fraccion A1 (HbA4) en términos absolutos, los
valores de HbA1 son 1-2 % superiores a los de HbA« y un 1% de
cambio de los niveles de la HbAic 0 de la HbA, corresponde a un
cambio en el promedio de la glucosa sanguinea de 35 mg/dL (1.9 mM)
Si se considera gque los niveles de glucosa sanguinea tienden a
aumentar con la edad aun en los individuos no diabéticos, en los
pacientes de edad avanzada valores de HbA:c de 8-9% pueden
relacionarse con un nivel aceptable de control en pacientes
diabéticos™.

Pacientes con diabetes tipo 1 tienen valores promedio de HbAic
de 8 a 9% y de hemoglobina glucosilada (HbA) de 10-11% que
corresponden a valores promedio de glucosa de 200 mg/dL (11.1
mM/L). Los adolescentes presentan valores 0.5-1.0% mayores, con
una glucosa sanguinea de 20-40 mg/dL por arriba de los valores de
los adultos. Ei 95% de los pacientes tienen HbAc de 5-13% y HbA de
6-15%. Los pacientes de reciente diagnostico o los mal controlados la
presentan de 20-25%.

1.1.4.Complicaciones.
Las complicaciones de la diabetes pueden ser agudas vy
cronicas:

1.1.4.1. Complicaciones Agudas.

Dentro de las complicaciones agudas se encuentran
principalmente la cetoacidosis diabética (CAD) y el sindrome
hiperosmolar no cetécico, menos frecuentemente se presentan la
hipoglucemia y la acidosis lactica'"?.



La CAD provoca hiperglucemia debido a la ausencia casi
absoluta de insulina asi como el incremento de la produccion de
glucosa por el higado via la gluconeogénesis y la glucogendlisis!'*'*.
durante la CAD también se producen hipercetonemia, acidosis
metabélica y - alteraciones hidroelectroliticas''?. Por lo general se
presenta en los pacientes con diabetes tipo 1 de reciente diagnostico o
sin control adecuado. Cuando se presenta en pacientes con diabetes
tipo 2, se requieren factores que 10 desencadenen como infecciones,
infartos, traumatismos, estrés, hipertiroidismo, feocromociioma o la
iﬁgﬁgﬁign de medicamentos como esteroides, agonistas adrenérgicos,
etc .

Durante la cetoacidosis se producen cuerpos ceténicos de una
manera similar a los que se forman durante el ayuno prolongado en
pacientes sanos. La cetogénesis se puede atribuir a la deficiencia de
insulina, que tiene un efecto anticatabdlico para la inhibiciéon de la
cetogénesis, glucogendlisis, lipdlisis y gluconeogénesis, este efecto se
consigue con bajas concentraciones de insulina, por lo que debido a
que la deficiencia de insulina en diabéticos es mas pronunciada, la
hipercetonemia es mucho mas severa!'®.

Durante fa CAD se presenta una secrecion contra-reguladora de
hormonas que tienen acciones catabdlicas. Este efecto inicia con un
aumento en la secrecion de glucagon, seguido de la secrecidon de
cortisol y catecolaminas, las que actuan aumentando las fuentes de
energia para elevar la produccion y liberacion de glucosa y estimular la
lipolisis actuando sobre los ftrigliceridos; esto promueve Ila
cetogénesis''*" (figura 1).

-La cetoacidosis diabética debe considerarse como un estado en
el que el organismo utiliza todas sus defensas Para proteger al cerebro
del dafio que puede resultar de la hipoglucemia''*">.

La CAD se puede presentar también durante la gestacion en
mujeres diabéticas; afecta principalmente a mujeres gestantes que

cursan con diabetes tipo 1, pero también puede presentarse en
embarazadas diabéticas tipo 2 y en diabetes gestacional‘'%'%',

FIGURA 1.- Fisiopatologia de la cetoacidosis diabética
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En mujeres gestantes se presenta una mayor predisposicion a E!
CAD. Las nauseas y el vomito que son sintomas comunes durante el
primer trimestre del embarazo favorecen la cetogénesis debido a una
mayor deshidratacion y al aumento en la produccion de hormonas
antagonistas de la insulina como el glucagon y las
catecolaminas!'>**"),

Otro factor desencadenante de la CAD en las mujeres diabéticas
embarazadas son las infecciones en el tracto urinariot'®.

La CAD, puede poner en peligro la vida de la madre y del
producto’?. La tasa de mortalidad fetal durante un episodio de CAD
varia entre el 30 y 70% por lo que se considera que entre mas severa
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sea(!gz alteracién metabdlica materna mayor puede ser el dafio para el
feto!'213.14)

La sintomatologia de la CAD no es inmediata sino progresiva,
inicia con poliuria y polidipsia que son consécuencia de la
hiperglucemia (generalmente mayor a los 250 mg/dL de glucosa
plasméatica) y ademas son causa de diuresis osmoética y
deshidratacion!’®. Se presenta astenia, pérdida de peso debido al
proceso catabdlico acelerado, nausea, vomito y dolor abdominal
"causado por la hipercetonemia y el desequilibrio hidro-electrolitico. Los
pacientes cursan ademas con hipotensién, taquicardia, hipotermia,
respiracion de Kussmaul (respiracion acelerada y superficial) y
depresion del estado de alerta'>'*. |

El sindrome hiperosmolar no cetogénico o hiperglutemia no
cetogénica o hipertonicidad no cetogénica es otra de las
complicaciones agudas que se presenta con mayor frecuencia en
diabéticos'?.

Los factores desencadenantes de esta afeccion pueden ser entre
otros, 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 directa de
este sindrome, es la hiperosmolaridad extracelular, que se produce
por la deshidratacion causada por la diuresis osmotica debida al
aumento importante y constante de los niveles de glucosa‘?.

El cuadro clinico inicia con descontrol de la diabetes,
hiperglucemia e hiperosmolaridad sin cetogénesis; se presenta
polidipsia, poliuria y vémito con lo que se produce una mayor
deshidratacion sin respiracion de Kussmaul. Frecuentemente se
presentan alteraciones neurologicas que varian desde afasia,
convulsiones, hemiparesia y signo de Babinsky hasta coma .

1.1.4.2. Complicaciones cronicas

Los tratamientos para el control de la' DM no impiden Ila
manifestaciéon de complicaciones cronicas que afectan entre otros a
ojos, rifiones, nervios y arterias''. |
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En los pacientes diabéticos, complicaciones tales como la
ceguera son 25 veces mas comunes que en los no diabéticos; esta
afeccién se produce por daio capilar de la retina que desencadena
edema, neo-formacién de vasos y hemorragias. Los pacientes con
diabetes también presentan catarata con mas frecuencia que los no
diabéticos™'®. |

Alteraciones cronicas a nivel capilar producen adelgazamiento
de la membrana basal glomerular, lo que se refleja en un dafio renal
cronico con proteinuria que es 17 veces mas comun en los pacientes
diabéticos. En el sistema nervioso periférico de los pacientes
diabéticos se puede producir la desmielinizacion por segmentos, lo
que se asocia con una alta incidencia de disfunciones motoras,
sensoriales y autonémicas entre las que se incluyen la impotencia que
afecta al 40% de los pacientes masculinost’™®.

Dentro de las complicaciones cronicas presentes con mayor
incidencia entre los pacientes diabéticos estan la enfermedad
coronaria arterial, los infartos y la enfermedad arterial periférica. La
mortalidad por enfermedad coronaria en los pacientes diabéticos es de
2 a 4 veces mas que en los no diabéticos!" ™. La gangrena que lleva a
amputacién es por lo menos 5 veces mas frecuente en los diabéticos.
La expectativa de vida de los diabéticos en promedio, es de tan sélo 2
terceras partes que el de la poblacion general™'®. (Cuadro 5)
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CUADRO 5. Complicaciones crénicas en pacientes diabéticos"®.

VASCULARES
Macrovasculares :
¢ Arteriosclerosis coronaria acelerada - -
¢ Arteriosclerosis cerebrovascular acelerada
e Vasculopatia periférica acelerada
Microvasculares
+ Retinopatia -
» Nefropatia

[ NEUROPATICAS ‘ I ]
Neuropatia Sensomotora ' -'
Bilateral simétrica en extremidades inferiores {mds comin)
Bilateral simétrica en extremidades superiores
Mononeuropalia
Ulcera neuropdtica
Amiotrofia diabética
Caquexia neuropética

Neuropatia Autonémica

Gastroparesia
Diarrea

Vejiga neurogénica
Impotencia
Reflejos cardiovasculares alterados

ENFERMEDADES VASCULARES Y NEUROP TICAS
COMBINADAS

o Ulceras de plernas
¢ Ulceras de pies

1.1.5. Pancreas y diabetes.
El nombre pancreas deriva de las raices griegas “pan” que
significa "todo" y "creas" que significa carne.

En humanos el pancreas es un érgano de 70-150g de peso y 15-
25 c¢m de longitud. Estad conectado al duocdeno por la ampolla de
Water, en donde el conducto pancreatico principal se une con el
conducto biliar comun.

Los términos cabeza, cuello, cuerpo y cola son utilizados para
designar las regiones del érgano de proximal a distal. En los roedores
la forma del pancreas es menos definida que en humanos!'”.



El pancreas es un drgano esencialmente importante para la
digestion y la homeostasis de la glucosa en organismos superiores.
Alteraciones de la funcidbn del pancreas provocan diferentes
enfermedades debilitantes tales como diabetes, pancreatitis y cancer
de pancreas''®.

El pancreas posee una funcién tanto endocrina como exocrina.
“Endocrinamente libera enzimas al tracto digestivo, mientras que
exocrinamente se secretan diferentes hormonas al torrente sanguineo
para coordinar y regular el uso de la glucosa‘'""®.

El pancreas exocrino es una glandula acinar lobulada vy
ramificada en la que las células secretoras estan agrupadas dentro de
acinos. Son de forma piramidai con nucleos basales; presentan un
arreglo regular de reticulo endoplasmico rugoso, un aparato de Golgi
prominente y numerosos granulos que contienen enzimas digestivas
en forma zimogénica'’?.

La luz de los acinos es pequeifa y puede ser terminal o
intercalar. En la unién de los acinos y los conductos estan las células
centroacinares que son cuboidales bajas, ricas en mitocondrias; estas
células secretan los com?onentes no enzimaticos del jugo pancreatico,

incluyendo bicarbonato!'?.

Los conductos estan alineados con las células epiteliales
columnares; en los conductos se encuentra un pequefio grupo de
células globosas con bordes en cepillo similares a los del intestino. La
secrecion del jugo pancreatico es regulada por estimulacion hormonal,
principalmente por secretina, colecistoquinina y gastrina, también por
estimulacion neural. Los acinos y conductos pequefios estan cubiertos
con una delicada capa de tejido conectivo, el cual llegara a ser mas
extenso alrededor de los grandes conductos!’?.

Las células endocrinas estan agrupadas dentro de los islotes de
Langerhans, que son pequefios grupos celulares esferoidales
compactos embebidos en el tejido exocrino. Existen cuatro tipos
principales de células endocrinas. Las o que secretan glucagon, las B
que secretan insulina y también un antagonista de la insulina
denominado amilina, y constituyen la mayoria de celulas en el isiote,
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las & que secretan somatostatina y las PP que secretan el polipéptido
pancreatico™".

Los islotes ricos en células PP se encuentran generalmente en la
parte posterior de la cabeza, derivada del botén pancreatico ventral del
embrion. Las células endocrinas productoras de glucagon,
somatostatina, amilina y péptido Y estan presentes no sdlo en el
“pancreas, también en el intestino®").

Todos los tipos celulares del islote ademas de sus hormonas
especificas expresan un nimero de productos génicos caracteristicos
de células neuroenddcrinas tales como enolasa neurona-especifica,
receptor a la toxina del tétanos, antigeno A2b5 y la proteina de
homeodominio LIM islet-1%4",

Embrionariamente el pancreas se origina a partir de dos brotes
que se desarrollan a los lados dorsal y ventral del duodeno!"’-182% %),

El boton ventral se forma inmediatamente adyacente a la parte
posterior del diverticulo hepatico, y el dorsal se origina en el lado
opuesto del tubo digestivo. Debido a la rotacién del estémago y el
duodeno, el boton ventral y el orificio hepatopancreatico se mueven
alrededor hasta que ellos llegan a hacer contacto y se fusiona con el
botén dorsal('7:18.20-22) '

El boton ventral forma la regién posterior de la cabeza, o proceso
uncinado, mientras que la regién dorsal forma las regiones restantes
del 6rgano!7:1820.22)

El conducto ventral se fusiona con ta regién distal del conducto
dorsal para convertirse en el conducto pancreatico principal (conducto
de Wirsung), y la region proximal del conducto dorsal se convierte en
un pequefio conducto accesorio (conducto de Santorini) que presenta
su propia apertura hacia el duodeno!'”"*2%%2_(figura 2)



Figura 2. Desarrollo del pancreas.
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Figura 2 (A) Anatomia del pancreas adulto. (B} Localizacion de los botones
pancreaticos dorsal y ventral en el embrién. (C) Histologia de un acino
pancreaticol'”.

1.1.5.1. Insulina

La insulina es una proteina dimérica unida por puentes bisulfuro,
es sintetizada como un precursor de cadena simple que primero pierde
el péptido sefial, y pierde un segmento conocido como péptido C,
antes de llegar a ser la molécula hormonal madura. La insulina madura
es almacenada en granulos secretores cuya liberacion es controlada
por el nivel de glucosa en sangre.

Los efectos de la insulina sobre sus tejidos blanco, son
metabdlicos, promueven la captacion de glucosa e inducen la
mitosis®®. Esta actia via un receptor tipo tirosin cinasa que tiene un
mayor blanco intracelular, una proteina denominada sustratol del
receptor de insulina. Este puede ser un intermediario en la
estimulacion de Ip3 cinasa y la ruta de las MAP-cinasas®.

1.1.5.1.1. Estructura
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La estructura de la insulina y sus genes se han conservado a
través de la evolucion, reflejando su importancia en la regulacion del
metabolismo. En humanos, el gene que codifica la pre-pro-insulina, el
dltimo precursor de la insulina, esta localizado en el brazo corto del
cromosoma 11 (en estrecha relacién al IGF-2), tiene una longitud de
1355 pares de bases y su region codificante consiste de tres exones;
el primero codifica el péptido sefial en el N-terminal de la pre-pro-
insulina, el segundo la cadena B y:Parte del péptido C vy el tercero el
resto de! péptido C y la cadena A®"%%),

La transcripcion y el splicing remueven los intrones y producen
un mensajero de 600 nucledtidos cuya traduccion da lugar a la pre-
pro-insulina que es un polipéptido de 11.5 kDa que se descarga al
reticulo endoplasmico rugoso, donde enzimas proteoliticas
inmediatamente segmentan la pre-pro-insulina en pro-insulina,
removiendo el péptido sefial®'*.

La pro-insulina es un péptido de 9kDa que contiene !as cadena A
y B de la insulina (de 21 y 30 residuos de aminoacidos (aa)
respectivamente) unida por el péptido C (30-35 aa). La conformacion
estructural de la pro-insulina y la insulina son muy similares y la
funcion principal del péptido C es la de alinear los puentes bisulfuro
que unen las cadenas A y B, de este modo la molécula es
correctamente plegada®®'??,

La pro-insulina es transportada por microvesiculas al aparato de
Golgi donde es empaquetada en vesiculas limitadas por membranas
que contiene una bomba de protones dependiente de ATP(2123.24)

La conversion de pro-insulina en insulina es iniciada en Golgi y
continda dentro de los granulos secretores maduros por la accion
secuencial de dos endopeptidasas (pro-hormona convertasas 2 y 3) y
la carboxipeptidasa H. Estas enzimas aseguran una rapida
segmentacion en sitios especificos, previniendo una fragmentacion
posterior de la insulina; actGan juntas para remover la cadena del
péptido C, liberando dos dipéptidos segmentados formando finalmente
la insulina'®"224,

La insulina tiene una baja solubilidad y coprecipita con iones zinc
para formar microcristales dentro de los granulos secretores. La
precipitacion tambien es facilitada por un bajo pH dentro del granulo, el
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cual es creado por la excision y perdida de los aminoacidos basicos
durante la conversién proteolitica®" %44,

La insulina y el péptido C son almacenados juntos en l0s sacos
granulares y son finalmente liberados en concentraciones
equimolares; bajo condiciones normales, 95% def producto hormonal
es secretado como insulina y menos def 5% como pro-insulina no
convertida®'%24)

1.1.5.1.2. Regulacién de la biosintesis.

Las células B modulan la produccién y la liberacién de insulina en
respuesta a los cambios en la demanda metabdlica. Un incremento
agudo (<2 h) en la concentracidn de glucosa extracelular y ciertos
otros azucares resulta en un rapido y dramatico incremento en la
sintesis de pro-insulina. Existe una relacién sigmoidal entre . las
concentraciones de glucosa y la actividad biosintética, con un
incremento en los niveles de glucosa entre 2-4mmol/l. Esto es mas
bajo que el incremento para la estimulacion de la secrecion de
insulina, y posiblemente asegura una adecuada reserva de insulina
dentro de la célula B. La concentracion de glucosa en las células f§ no
actia sobre la tasa de conversién de pro-insulina a insulinat®"2324),

En circunstancias en las que se presenta una sobreproduccion
de insulina por las células B, los granulos pueden fusionarse con
lisosomas dentro de los que su contenido (principalmente insulina y
péptido C) es destruido por accion proteclitica; ésta degradacion
intracelular de granulos es denominada crinofagia®"#>2%.

Los granulos de insulina tienen una apariencia tipica, con un
amplio espacio entre un centro electro-denso, estan limitados por
membrana. La forma del centro cristalino es caracteristico para cada
especie y por razones desconocidas esta varia ampliamente entre las
especies. Los granulos contienen insulina y péptido C en altas
concentraciones, junto con zinc, el cual participa en la cristalizacion de
la insulina en el granulo y probablemente no contribuye a la regulacién
de las concentraciones de calcio citoplasmico. La membrana de los
granuios contiene las enzimas responsables de completar la
conversion de pro-insulina a insulina. El granulo también contiene un
amplio rango de otros polipéptidos, de los que se han caracterizado
dos, B-granina, un analogo de la cromogranina A, el cual es un
componente de vesiculas secretoras neuroendécrinas originalmente
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identificadas en la médula adrenal; su abundancia es de 0.1 a 0.3% de
la insulina y su funcién es para facilitar el almacén de la hormona en el
granulo®'2>24

1.1.5.1.3. Mecanismo de secrecion.

En célutas p normales la insulina es liberada por un proceso de
exocitosis en el que los granulos se desplazan hacia la membrana
celular; la membrana det granulo y la membrana celular se fusionan
produciéndose la liberacion del contenido de los granulos. La
-~ membrana del granulo que se ha integrado a la membrana plasmatica
es parcialmente reabsorbida por endocitosis hacia el interior de la
célula, y reciclada hacia el aparato de Golgi ?"#%2%.

1.1.5.1.4. Regulacién de la secrecion.

E! mayor determinante fisico de la secrecion de insulina. en
mamiferos es la concentracion de glucosa sanguinea, aunque muchos
otros agentes metabdlicos, endécrinos, neuronales y farmacolégicos
pueden influir sobre las células p +"%2-

Las células B son extremadamente sensibles a cambios de
glucosa extracelular dentro de rangos fisiologicos muy estrechos.
Concentraciones de glucosa menores a 5 mM/L no afectan la tasa de
liberacién de insulina, mientras que un incremento en la tasa de
secrecion se presenta con niveles de glucosa extracelular entre 5.5 y
17 mM/L, con una estimulacion media maxima de 8 mM/L. La
glucocinasa, es el factor tasa-limitante para la fosforilacion de la
glucosa en las células B y aparentemente actia como el "sensor de
glucosa”, el cual se acoFIa a la secrecion de insulina para regular los
niveles de glucosa‘®!2>24).

La glucosa puede ser metabolizada dentro de la célula  con el
proposito de estimular la liberacién de insulina. Esta es fosforilada por
fa glucocinasa y entra a la glucdlisis para producir adenosin trifosfato
(ATP); éste cierra canales de potasio sensibles a ATP en la membrana
de la célula B causando su despolarizacion que dirige un influjo de
calcio extracelular a través de canales voltaje dependientes en la
membrana de las células B. El incremento en la concentracion de
calcio citosolico activa la translocacion de los granulos y la
exocitosis?"*>%%.
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En general se considera que la secrecion de insulina depende no
solo de la glucosa, sino del acople de estimulos de secrecion que en
su_conjunto dirigen la activacién de distintos caminos de sefializacion
como pueden ser el AMPc, los iones calcio (tal vez actuando a traves
de proteinas reguladoras calcio-dependientes, como calmodulina y la
proteina cinasa C), metabolitos de fosfoinositoles ( IPs y DAG) y acido
araquiddnico, los que pueden actuar también como mensajeros
intracelulares, dirigiendo finalmente la estimulacién de la secrecion de

insulina®"?2*_ Fig.3

1.1.6. Diabetes Experimental.

1.1.6.1. Inducciodn de la diabetes

La diabetes puede producirse experimentalmente a través de
cirugia, infeccion viral y la administracion de hormonas o de agentes
quimicos>2°.

Los primeros intentos de inducir la diabetes experimental se
realizaron por técnicas quirtrgicas en perros por pancreatectomia
parcial o total®?®,

Posteriormente mediante la lesion selectiva de las células del
nucleo ventromedial del hipotalamo de ratas se logro que desarrollaran
una diabetes semejante a la tipo 2, caracterizada por obesidad,
hiperglucemia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina'*®.

Hormonas como la epinefrina, el glucagon, los glucocorticoides y
la hormona de crecimiento tienen un efecto antagonista al de la
insulina. La epinefrina y el glucagon administrados en altas dosis a los
animales, producen hiperglucemia. Incluso se ha reportado que la
administracion de hidrocortisona 0 ACTH producen hiperglucemia con
hiperplasia de las células beta del pancreas®.
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FIGURA 3.-Mecanismo regulador de la liberacién de Insulina.
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Los virus representan otro mecanismo de induccion de la
diabetes, estan asociados con el desarrollo de la diabetes tipo 1 en
humanos y en animales. Pueden destruir directamente a- las células 3
por efecto citolitico propio del virus o bien actuar indirectamente por
una respuesta autoinmune 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®”.

Otro mecanismo para inducir diabetes es via la administracion de
diversos agentes quimicos que pueden ser de tres tipos: aquellos que
destruyen fas células beta del pancreas y producen un efecto
citotoxico irreversible; los que actuan sobre las células beta del
pancreas produciendo un efecto citotdxico reversible; y los que
aumentan los requerimientos enddégencs de insulina, produciendo un
estrés oxidativo al pancreas y secundariamente diabetes“>?®. (Cuadro
6)

5(25:26)

Cuadro No. 6 Agentes quimicos inductores de diabete

. Aloxana

Agentes
quimicos
inductores
de

diabetes.

De efecto
irreversible en
cel B

De efecto
reversibie en
cel. p

Estreptozotocina -
_ Difenithiocarbazina

* Oxina-9-hidroquinolona.

© NVaeor -0 . -

Otros H
agentes o

~ 6-aminonicotinamida
L-asparginasa

CAzida -

" Cianida -
Ciproheptamina

cido . ‘

hedehidroascorbico

. Fluorida =~

%, Jodoacctato -

Tiazidas
2-deoxiglucosa’
Mannoheptulosa .

..

R

» < H

.

Anticucrpos antiinsulina
Somatostatina - -
Catecolaminas

"~ Glucocorticoides

" Glucagon "
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En la actualidad el avance de !a manipulacion genética ha
permitido establecer modelos animales que presentan diabetes en
forma espontanea®®®?. Estos modelos y el tipo de diabetes que
presentan se resumen en el siguiente cuadro 7:

Cuadro 7. Modelos Animales de diabetes espontanea® 3",
Modelo Biolégico Caracteristicas - - Tipo de :
B . o dlabetes

% - Raton NOD : . - |Derivado - del---ratén - - ~T
‘ - albino de .la. cepa L

_ - . (JchICR. DT

#» Rata Bio-Breeder|Derivada de la  cepaj- .~

(BB) ' Wistar, presenta

' diabetes cetogémca sm

obesidad.

Ratén ob/ob Mutacién de obesidad|.

o ' de lacepa C57BL/6J. . |

Ratén db/db Mutacién para diabetes| -~ Ti

. jdel ratén ob/ob. N

Ratén KK Derivado de la. cepa| =

Kasukabe, presenta

: ... |obesidad moderada. - -

Ratén NZO - |Ratén obeso de Nueva .

- ~ |{Zelanda. - ' '

< Rata - obesa|No presenta |
Zucker hiperglucemia pero si
resistencia a la insulina.
%  Fafa/Zucker Presenta hiperglucemia,
obesidad y resistencia a
la insulina.

1.4.6.2. Induccidén Quimica.

1.1.6.2.1. Aloxana

La Aloxana (AL) fue el primer agente quimico diabetogénico
descubierto por Dunn y Mc Letchie, en estudios de nefrotoxicidad. Es
una potente toxina selectiva para células p del pancreas en ratas y
ratones cuando se suministra intravenosamente en una dosis unica®®?.

La AL es un andlogo ciclico de la urea (Figura 4),
extremadamente inestable en soluciones acuosas a pH neutro, su
tiempo de vida medio es de 2.8 min. en dosis de 50 o 100 mg/Kg de
aloxana. Dependiendo de la cepa, y el sexo altas dosis de AL (entre
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S50 y 80 mg/kg de peso) son generalmente efectivas en producir
hiperglicemia crénica®32),

Figura 4.
ALOXANA
N
H
&) =0
(0] NH
il
o

El efecto diabetogénico de la aloxana es rapido, produciendo una
hipoglucemia aguda a una hora post-administracién, seguido por una
hiperglucemia franca a las 48 horas. En el analisis de microscopia
electrénica se muestra que las células B sufren necrosis®®*.

1.1.6.2.2. Estreptozotocina

La Estreptozotocina (STZ) es un antibictico de amplio espectro
producido por Strepytomyces achromogenes. En su estructura quimica
la STZ (Figura S)contiene una molécula de glucosa con una alta
reactividad de la cadena de nitrosurea que es suficiente para iniciar la
accion citotéxica. La movilidad de la glucosa lleva este agente hacia
las células B del pancreas, donde se une al receptor de membrana
para generar un dafio estructural®'%34.3%)

A nivel intracelular son tres las vias principales mediante las que
la STZ induce la muerte de fas células p:

1. Metilacidn: el efecto deletéreo de la STZ da por resultado la
generacion de radicales CHj; estos radicales causan la
fragmentacion del DNA por alquilacion de las bases en varias
posiciones y esto resulta en la activacion de la poli-ADP-ribosa
sintetasa como parte del mecanismo de reparacion celular®*3%

Figura 5. Estreptozotocina
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2. Radicales libres: El peréxido de hidrégeno es producido por las
células pancreaticas como respuesta a la exposicion a STZ tanto
in vivo como in vitro; sin embargo, como la superdxido dismutasa
es un detector de radicales libres, puede proteger contra las
propiedades diabetogénicas, estos datos indican que el estrés
oxidgj)vo podria participar en la determinacién de la toxicidad por
STZ¥.

3. Oxido nitrico {NO): aunque el proceso metabdlico preciso que
lieva a la formacion de NO no se conoce, puede involucrar a la
degeneracion de STZ. Se ha observado que los macréfagos
activados -producto de la reaccion inflamatoria- promueven la
produccion de NO mediando la destruccion autoinmune de las
células B del pancreas sin que se observe insulinitis.

Cualquiera que sea el mecanismo para la generacion de NO por
STZ, este sera implicado significativamente en su citotoxicidad sobre
las células pi**3°).

1.1.7. Diabetes inducida y reproduccion.

La diabetes provoca alteraciones en la funcién reproductora, se
han reportado modificaciones del eje hipotalamo-hipéfisis-gonada, asi
como problemas de infertilidad y disfuncién reproductora tanto en el
sexo femenino como en el masculino, ¢7%,

En ratas macho con diabetes inducida se reportaron diversas

alteraciones en el tracto reproductor®*®) Ford en 1984 encontro que
en las ratas macho la diabetes inducida produce atrofia de las
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glandulas sexuales accesorias, pero no altera el peso del testiculo ni la
cantidad de espermatozoides en el epididimo®®®.

Estudios realizados con relacion al metabolismo de la glucosa en
el tibulo seminifero y epididimo, encontraron que el testiculo no es
dependiente de insulina, debido a que la presencia de esta hormona
en altas concentraciones no tiene un efecto sobre el metabolismo de la
glucosa en el tibulo seminifero o en el espermatozoide. Sin embargo,
Hassan informa cambios en el peso de los 6rganos reproductores, €l
contenido testicular y epididimario asi como en la produccion de
testosterona en células de Leydig tanto en cultivo como in vivo,
ademas de un decremento en los niveles séricos de [a hormona
luteinizante (LH)"“.

Se ha demostrado que ratas macho diabéticas presentan
deficiencias en la secrecién de diferente hormonas como la foliculo-
estimulante (FSH), LH, prolactina y testosterona (T), asi como un
incremento de la sensibilidad en la retroalimentacion negativa dada
por T “'42 Hassan atribuye et decremento en LH a alteraciones del
eje hipotalamo-hipodfisis-génada, concluyendo que el decremento en
los niveles de LH y T no es significativo en las ratas diabéticas y que
este decremento es secundario a los desordenes
espermatogénicos**?,

En el caso de las hembras diabéticas también se han reportado
disfunciones reproductivas, las principales estan asociadas con atrofia
ovarica, foliculogénesis anormal, insuficiencia en la liberacién de
progesterona del cuerpo liteo, involucién uterina y problemas
asociados con el mantenimiento de la prefiez*?.

Existen diferentes estudios sobre las alteraciones a nivel del e;e
hipotalamo hipofisis y del efecto de la diabetes sobre éste!??4344:45:45.47)
Valdés et al en 1991, reportaron que en ratas hembras con diabetes
inducida se produce anovulacion, lo que se asocia con una reduccion
de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y demostré que las
concentraciones hipotalamicas de GnRH son mas bajas en las
hembras tratadas con STZ que en hembras normales, indicando que
el estado diabético produjo, un dafio generalizado en el hipotalamo
que se restablece con el suministro de estrogenos. Se demostro que la
hipofisis responde mas ampliamente en ratas diabéticas tratadas con
estrogenos que en ratas sin tratamiento, manifestando, que es el
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hipotalamo el sitio primario de disfuncién y que la respuesta alterada
de la hipofisis a la estimulacién con estrogenos, es secundaria a la
disfuncién hipotalamica. En conclusién, la funcién . hipotalamica
alterada puede dar como resultado diferentes anormalidades,
especialmente en el sistema porta hipofisiario, 0 bien puede ser debida
a diversos cambios metabdlicos asociados con la condicion
diabétical*?.

Kienast (1993)- demostré6 que los mecanismos de
~ retroalimentacion positiva de LH estan severamente alterados en la
rata diabética. Stegar y Kienast en 1993 estabiecieron que en ratas
hembras diabéticas tratadas con STZ tienen una amplificacion en la
respuesta a la retroalimentaciéon negativa de los estrégenos, que
aparentemente se debe mas a un incremento en su capacidad para
inhibir el metabolismo de la norepinefrina hipotalamica, que a su
accion directa sobre la hipdfisis. Se establecidé que ademas de los
efectos de la STZ sobre la secrecion de LH, también incrementa la
liberacibn de dopamina e inhibe e! efecto estimulante de los
estrogenos sobre la produccion in vitro de prolactina!*®4®4).

1.1.8. Diabetes inducida y desarrollo.

Los experimentos realizados con animales de laboratorio con
diabetes inducida por estreptozotocina han demostrado la presencia
de malformaciones congénitas, resorciones y retardo en el desarrollo.
En ratas gestantes con un control estricto de la diabetes por
administracién de insulina, se presenta una reduccibn en la
embrioletalidad y en la incidencia de malformaciones congénitas'®®>.

La alteracidon en la relacion materno-fetal, resultado de la
diabetes durante la gestaciéon ofrece una evidencia importante de la
modulaciéon de la glucosa y la insulina sobre el crecimiento-fetal.
Aunque un incremento de la glucosa fetal y la disponibilidad de
insulina estan estrechamente relacionados con el desarrolio de
macrosomia fetal, poco se conoce acerca de los mecanismos a traveés
de los cuales la diabetes materna limita el crecimiento fetal en ratas.
Se ha demostrado que el exceso de glucosa puede contribuir en un
retraso en el crecimiento fetal, sin embargo no se conoce el
mecanismo a través del cual ejerce esta influencia *°.
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Estudios en modelos experimentales acerca del efecto de la
diabetes materna sobre los productos amplian el conocimiento sobre
este tema®™>).

~ Eriksson (1984) ©73%%) (tiliza embriones de 11.5 dias de
gestacion de ratas con diabetes inducida y observé un retraso en el
crecimiento y desarrolio, con una reduccion significativa del eje antero-
posterior, en el nimero de somitas y en el contenido de proteinas
totales y DNA del embrién, pero sin un alto indice en la tasa de
malformaciones del tubo neural®V. La diabetes materna puede
comprometer el crecimiento y desarrollo intrauterino durante el periodo
coincidente con el establecimiento de la circulacién de la placenta
corioalantoidea®®*%.

En estudios posteriores en ratones con diabetes inducida . por
STZ, se encontré que la incidencia de defectos del tubo neural en los
embriones de madre diabética es tres veces mas alta que en
embriones de no diabéticas, las principales alteraciones ocurren en
estructuras del cerebro medio y posterior, provocando defectos de
cierre del tubo neural ©%,

Phellan et al. en 1997 encontraron que la expresion del gen
Pax3, un gen que es requerido para el cierre de! tubo neural, se
reduce considerablemente en los embriones de madres diabéticas,
ademas este gen se relaciona con una alta tasa de células
apoptoticas, encontradas en estos defectos neurales®’. Estos
hallazgos sugieren que Pax-3 es un gen muy importante en el control
del desarrollo y que ias alteraciones de su expresion en embriones de
madres diabéticas, producen alteraciones del sistema nervioso asi
como induccién de apoptosis en éste®.

Menegola en 1995, realizd estudios con embriones de rata en
cultivo, para lo cual extrajo embriones de 9.5 a 10 dias de gestacion,
de madres con diabetes inducida con STZ y madres normales,
cultivandolos en suero de rata normal y en suero de rata diabética;
encontrd que los embriones de madre normal cultivados en suero de
rata normal, no manifestaron embriopatias; sin embargo, los
embriones de madres normales cultivados en suero de madres
diabéticas presentaron retraso en el crecimiento manifestandose en el
diametro del saco vitelino, la longitud de la cabeza o la longitud total y
retraso en el cierre del tubo neural en algunos embriones'®®.
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Encontraron que el desarrollo de los embriones obtenidos de madres
diabéticas cultivados en suero normal fue semejante al de los
embriones normales cultivados en suero diabético, sin.embargo, en
este estudio una tercera parte de los embriones de este grupo
presentaron severas malformaciones. En los embriones de madres
diabéticas cultivados en suero de madre diabética se observd un
deterioro ligeramente mayor de las condiciones de los embriones en
comparacion con los otros grupos (%0,

1.2. Diferenciacion gonadal en roedores.

1.2.1. Origen de las células germinales primordiales.

Durante el desarrollo gonadal, en el embrion se presentan
diferentes tipos celulares que al diferenciarse establecen dos lineas
celulares caracteristicas de las génadas fetales, éstas son la somatica
y la germinal®”. La linea germinal tiene su origen en un tipo celular
especifico que corresponde a las Células Germinales Primordiales
(CGPs), que se caracterizan por su origen extra-gonadal, y por su
capacidad migratoria desde su sitic de origen hasta su establecimiento
en la cresta urogenital®’%?.

Las CGPs se distinguen de las células epiteliales porque
histoquimicamente son positivas a fosfatasa alcaling®>* %"y
presentan altas concentraciones de glucégeno'®. Morfolégicamente
las CGPs son de gran tamafo, su nicleo es grande y redondo, con
inclusiones en su citoplasma dentro de las cuales se ha establecido 1a
presencia de un material electrodenso fibrinogranular denominado
"nuage” ®' % que se ha detectado en el citoplasma de células

germinales de al menos 80 phyla®".

El "nuage" es un material citoplasmico que no se encuentra
delimitado por membrana, generalmente esta asociado a grupos de
mitocondrias, y se localiza en el citoplasma perinuclear; este material
es caracteristico de muchos estados de desarrollo de las células
germinales'®®%% 8.

En los diferentes grupos animales en los gue el nuage esta
presente se ha observado en €l la presencia de RNA y proteinas, por
lo que se considera que esta estructura contiene los determinantes
citoplasmicos de la linea germinal®"%%°%.
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En muchos organismos la diferenciacion de las células
germinales depende de una region especializada de citoplasma en el
embrién, denominada plasma germinal, que se asemeja en morfologia
y ultraestructura al nuage®%%2%% |

En los mamiferos no se ha reconocido el plasma germinal, pero
el nuage se ha caracterizado en muchas especies de mamiferos®".

El plasma germinal es distinguible en todos los casos por la
presencia de organelos especializados denominados granulos
germinales. Al igual que el nuage los granulos germinales no estan
rodeados de membrana, pero son distinguibles por microscopia
electronica como particulas fibrosas electrodensas®°"%4),

Tanto et plasma germinal como el nuage han sido relacionados
con la diferenciacion de las células germinales, en ambos casos se ha
identificado en su composicién a la proteina Vasa, lo que indica una
probable relacion entre esas estructuras®'®.

El gen VASA tiene un papel central en diferentes aspectos de ia
diferenciacion de las células germinales, codifica una proteina que es
miembro de la familia de proteinas de caja DEAD que son RNA
helicasas. La proteina Vasa es un componente esencial del plasma
germinal y es determinante para la diferenciacion de la linea
germinal©'®,

El gen VASA es conservado en especies de invertebrados vy
vertebrados, incluyendo a C. elegans, Xenopus, pez cebra, raton, rata
y humanos®.

En mamiferos la segregacion de la linea germinal inicia cuando
el embrién separa sus poblaciones celulares en trofoblasto y macizo
celular interno; cuando la masa celular interna se segrega en
endodermo primario y ectodermo primario, el endodermo pierde la
capacidad de formar células germinales, quedando esta capacidad
restringida al ectodermo®®® &4,

En el ratén se ha demostrado que poco antes de la gastrulacion
al dia 6 del desarrollo embrionario (E 6) y durante la gastrulacion
temprana (E 6.5), las CGPs se localizan en la region proximal del
epiblasto’®"%?.
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En esos estadios las células de las que se derivan las CGPs se
encuentran constituyendo una franja circular en la region del epiblasto
adyacente a la region extraembrionaria: en este estadio no ha tenido
lugar la segregacion de la linea germinal de la somatica, por o que en
esa region se pueden encontrar diferentes tipos celulares tanto de la
linea germinal como de la linea somética que dara origen a diferentes
tipos celulares del mesodermo extraembrionario'®’-6264),

La restriccion hacia el linaje germinal ocurre durante las primeras
16 horas de la gastrulacion (E7), en este momento las CGPs se
identifican en el mesodermo extraembrionario posterior a la linea
primitiva, en este estado se distinguen por primera vez de otras células
por la expresion de fosfatasa alcalina y la poblacién estimada es de 45
a 100 células®®*®"%*,

Cuando ésta regién se invagina durante la gastrulacion las CGPs
son llevadas hacia e! interior del embrién localizandose en el epitelio
del intestino en desarrollo en el estadio E8®":6264)

Oct-4 es un miembro de la familia de factores de transcripcién
POU que se expresan durante el desarrolio temprano desde el estado
de ocho celulas en todo el epiblasto; Oct-4 en mamiferos puede ser el
responsable de mantener la toti-potencialidad de la linea germinal en
ratones!®"%%).

Durante la gastrulacion tardia (E8.5) la expresion de Oct-4 es
restringida a las CGPs que continlan expresando Oct-4 hasta su
diferenciacion en gametas, por ello se considera que Oct-4 mantiene
la identidad de la linea germinal por supresion de otros caminos de
diferenciacion®"4.

De esta manera Oct-4 es el primer marcador especifico de la
linea germinal identificado; una down-regulation de é! se refleja en una
pérdida del potencial para formar células germinales, por lo que ha
sido propuesto como el que determina la linea germinal en los
mamiferos®'54,

1.2.1.1. Migracion de las células germinales primordiales.
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Durante diferentes dias las células germinales de raton se
mueven a través del embrion, siguiendo una compleja ruta a través de
diferentes tejidos. Los mecanismos que dirigen el movimiento de las
CGPs probablemente cambian durante la fase migratoria, y pueden
dividirse al menos en dos fases®"%.

Durante la primera fase (7.5 al 9 dpc), las células se mueven del
limite posterior de la linea primitiva hacia el intestino medio,
incorporandose a la pared intestinal, en este momento las células son
llevadas por los movimientos morfogenéticos del intestino en
desarrollo, desplazandose de una manera pasiva (Buehr). En este
estado las CGPs no presentan caracteristicas ultraestructurales o
fenotipo migratorio®"®%.

Cuando las CGPs alcanzan el intestino medio (9dpc), desarrolian
seudépodos y otras estructuras caracteristicas de células capaces de
desplazamiento ameboideo®"®*.

Durante la segunda fase de migracion (9.5 a 12.5 dpc.) comienza
la migracién a través del mesenterio dorsal hacia el primordio de la
goénada, que es alcanzado alrededor del dia 11.5 "%,

Las CGPs para su migracién se unen entre si formando grandes
redes, lo que sugiere que la agregacion puede ser determinante para
la migracion(®'%2%%_(figura 6)

Existen diferentes mecanismos por los cuales las células
germinales pueden migrar; tales mecanismos pueden ser la
quimiotaxis (atraccién de las células por una sustancia producida por
la goénada en desarrollo); la guia de contacto (movimiento de las
células a lo largo de un camino molecular preformado en el sustrato), y
la adhesion diferencial (las CGPs responden a contactos célula-célula
para maximizar ia fuerza de adhesion). Todos estos mecanismos han
sido demostrados en otros sistemas, pero nose han demostrado,
posiblemente porque otros factores no conocidos pueden intervenir en
la migracion de las células germinales'®.
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Figura 6. Mecanismo de migracion de las células germinales primordiales de la
rata. A= CGPs, B= mesodermo extraembrionario, C= linea primitiva, D= intestino
primitivo, E= crestas genitales, F= mesenterio dorsal, G= intestino anterior, H=
saco vitelino

Durante la etapa migratoria las CGPs expresan diferentes
receptores sobre su superficie entre los que se encuentran el antigeno
estado especifico embrionario (SSEA1), y la integrina o6p1,
necesarios 6para el reconocimiento de los sustratos de migracion
celulart®3:629),

Dos de los mejor caracterizados genes en el ratdon son Dominant
White-spotting (W) y Steel (Sl). W codifica el receptor de tirosina
cinasa c-kit que se expresa en la superficie de las CGPs. Sl codifica al
ligando de c-kit, también conocido como factor Steel (SF) que se
expresa a manera de gradiente a lo largo de la ruta de migracién de
las CGPs y en el primordio de la génada®".
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Estudios en cultivos de CGPs muestran que la interaccion c-
kit/Steel es requerida para la supervivencia de las CGPs, a su vez c-kit
puede ser reqzuerido par la migracion, mediando la adhesion y la
~ quimiotaxis‘®" 82,

La funcion de la interaccién c-kit/Steel en la supervivencia de las
CGPs, lleva a la hipdtesis de que la liberacién local del factor Steel
puede controlar la posicion de las CGPs (sufren apoptosis si no estan
en un sustrato de Steel), y que una pérdida de su control es uno de los
factores en la formacion de tumores de células germinales extra-
gonadales en humanos®" %2,

Por otra parte se ha observado que las CGPs para su
desplazamiento requieren de fibronectina y laminina como sustrato®®”,
existen evidencias que sugieren que las crestas genitales secretan
una proteina perteneciente a la familia de TGF-1 (Factor de
crecimiento transformante beta 1) que es capaz de atraer a las CGPs
del rat6n'®? %8

Otro evento importante durante la migracion es la proliferacion, lo
que lleva a que el numero CGPs se incremente de una poblacion
aproximada de 100 células en el estadio E7-8 a cerca de 25,000 en la
cresta urogenital para el E 13" %2,

En el cuadro 8 se presenta un resumen de los eventos y factores
que influyen sobre la migracién de las células germinales del raton®:
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Cuadro B8

FACTORES DE CRECIMIENTO QUE GONTROLAN LA MIGRACle DE LAS CELULAS g
GERMINALES EN RATON. .- R

Factor " o o Efecto sqbr.ei'cGP‘s (réf,)

: " . “.1) Inhibe la prolliferacién de PGC
"TGFp1 . . . - 2) efecto quimiotrépico; anticuerpos
s o S bloquean el efecto qunmiotrépico dela
cresta genital en. cultwo (Godln y
. Wylla 1991). .‘: .

Interleucina/Familia de citocinas L S ' P
LIF, incluyendo LIF, Oncostatina Proliferacién y supervivencia de CGPs.
M, IL6, CNTF . - _

+ ' a) Sobrevivencia de CGPs (Dolcl et al, 1991; Godln ¢t al,
- 1981; Matsul et al, 1991); @n combinacién con LIF (u ~
otras citocinas de la misma familia) y bFGF,
Factor Steel - @stimula la proliferacién (Matsul et al., 1992; Resnick et al., [}
' 1992). Migracion de CGP (Buehr et al.,1993)

. interleucina 4 L ' o | Sobrevivencia d_é CGF? (Cooké et al..isssj .

" EGF Mitégenos de CGPS (Cooke et al, observaclones no p.ubm:aduj.

1.2.2. Cresta urogenital

El sistema urogenital se deriva del mesodermo intermedio, que

se localiza entre el mesodermo paraxial y el mesodermo Iateral:
(57.69,70,71)

Este mesodermo realiza una extensiva transformacion epitelial
para generar los conductos y tubulos que componen a la cresta
urogenital. El primer evento de la diferenciacion del mesodermo
intermedio es la formacidén del conducto de Wolf, el cual progresa
rostrocaudalmente desde el nivel cervical del embrion hasta la

cloaca®"%.
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El conducto de Wolf corre paralelo a un segmento de
mesodermo intermedio, que es el corddn nefrogénico a partir del cual
se desarrollan tres rifiones embrionarios: pronefros, mesonefros y
metanefros, con esta secuencia espacial y temporal.

El primer y mas anterior tipo de rifidn es el pronefros, que se
forma de una transformacion epitelial del mesénquima del corddn
nefrogénico, formando tubulos que presentan un arreglo linear y se
unen al conducto de Wolf ©"%) Mientras el pronefros representa un
verdadero o6rgano excretor para los peces y los anfibios, este
permanece como una estructura rudimentaria y transitoria en los
reptiles las aves y los mamiferos®’%9.

Posteriormente aparece el mesonefros, caudalmente al
pronefros, y se desarrolla de una forma similar. Sin embargo los
tibulos mesonéfricos pueden ser funcionales durante la vida
embrionaria de algunos mamiferos®:%%,

El metanefros comienza su desarrollo cuando el botdn uretérico
se forma en ia porcién caudal del conducto de Wolf y contacta con el
mesénquima metanéfrico en la regidon caudal del cordén
nefrogénico®™® La formacion del metanefros requiere sefales del
botdbn uretérico que inducen al mesénquima metanéfrico a
condensarse y proliferart®®? En este momento inician sefales
reciprocas del mesénquima que inducen al boton uretérico a crecer y
ramificarse; de esta manera se forma el sistema colector del rindn. A
su vez el mesénquima induce que en los extremos de las
ramificaciones se formen los glomérulos, y el epitelio tubular proximal
y distal®"%?,

El factor de transcripcion WT-1 se expresa en el mesénquima no
inducido y se requiere para la respuesta de induccion. A su vez el
receptor de tirosina cinasa c-ret es esencial para el crecimiento y la
ramificacion del uréter, mientras que Wnt-4 se requiere para la
formacién de los tubulos metanéfricos 7%,

En los machos los tubulos mesonéfricos y el conducto de Wolf
pierden su funcion excretora y son transformados en el tracto genital.
El tracto genital se origina en las hembras a partir del conducto de
Muiler, que también se deriva del mesodermo intermedio, y se
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- desarrolla Jnaralelo al conducto de Wolf mucho mas tarde en el
desarrollo (769

Cuando se establece el dimorfismo sexual el conducto de Wolf y
el mesonefros degenera en las hembras mientras que el conducto de
Muller degenera en los machos769

Se considera que Pax? es crucial para la conversibn de
meseénquima en epitelio durante Ia diferenciacién del metanefros. Se
sugiere que Pax2 es el regulador primario del desarrollo urogenital, por
lo que Pax2 controlaria la jerarquia de genes implicados en |a
diferenciacién del mesodermo intermedio©®

La diferenciacion gonadal ocurre por la interacciéon de dos tipos
celulares: las células germinales primordiales que migraron y poblaron
la regién gonadal, y las células somaticas formadas en la cresta
urogenital®). Se realiza en tres fases: la formacién de Ia cresta
urogenital, el establecimiento de la gonada indiferenciada y la
diferenciacién sexual gonadal. Independientemente del sexo
Cromosomico machos y hembras llevan a cabo las dos primeras
etapas‘67'7°‘72’.

Cuando las CGPs flegan a la cresta urogenital, se encuentran
con diferentes tipos de células somaticas de origen mesodérmico.
Entre ellas células mesoteliales, mesenquimatosas, mesonéfricas y
endoteliales. Los dos primeros tipos celulares son los que participan
directamente en la formacién de la génada indiferenciada como
Células precursoras. Las células mesonéfricas y endoteliales en
cambio, son parte de tejidos ya diferenciados (el mesonefros y sistema
circulatorio respectivamente) que sélo indirectamente participan en la
morfogénesis de la gbénada, aunque este punto sigue siendo
controversial ya que algunos estudios apoyan la intervencion de
ceélulas mesonéfricas durante el desarrollo gonadal(77%

1.2.3. G6énada indiferenciada

L}

La diferenciacidon tisular que antecede a la diferenciacion
fisiologica del testiculo o del ovario se realiza en el primordio
gonadal®"™.
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La linea celular somatica del primordio gonadal comprende a tres
tipos celulares; las células mesenquimatosas que se encuentran.
laxamente distribuidas, céiulas mesoteliales originadas del epitelio
celomico y las células endoteliales que provienen de los vasos
sanguineos que invaden la zonat%"%,

A'la llegada de las CGPs a la gbnada indiferenciada, las células
mesenquimatosas y las mesoteliales adquieren una alta actividad
proliferativa. En este momento se observa una condensacion de
celulas de origen mesotelial y mesenquimatico clue forman un
agregado compacto denominado blastema gonadal?®7®.

A partir de este primordio embrionario, se diferenclan dos tejidos
gonadales: los cordones sexuales y el estroma.

Los cordones sexuales son arreglos epiteliales delimitados por
una lamina basal que contienen en su interior a las CGPs: en el
estroma se encuentran células de tipo mesenquimatoso y vasos
sanguineos que irrigan a la génada indiferenciada. Estan presentes
algunos tubulos del mesonefros que desde esta etapa inicial
mantienen estrecha refacién con la génada™® 79

Las células mesonéfricas son reclutadas hacia el epitelio
gonadal, contribuyendo también a las poblaciones celulares del
primordio gonadal. En estos estados tempranos del desarrollo
gonadal, los tubulos mesonéfricos forman puentes continuos hacia las
céiulas epiteliales de la génada tanto en crestas genitales de machos
como de hembras!"%73.74.7),

Por lo tanto, el estado indiferenciado de la gonada corresponde a
la colonizacion de la cresta gonadal por parte de las CGPs, y a la
proliferacion de las células somaticas de la regién urogenital, que
daran origen tanto al tejido epitelial como al tejido estromatico que
constituyen a su vez los elementos histoldgicos precursores del ovario
o del testiculo en hembras o machos respectivamente!™ 79,

En etapas tempranas del desarrollo de roedores (11dpc), las
génadas de ambos sexos son morfolégicamente idénticas, pero en el
caso de los machos genéticos ya existe una diferenciacion de la
goénada a nivel molecular. A partir de los 10.5 dpc se inicia la expresion
del factor determinante dei testiculo (Sry) y se continda hasta los 12.5
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dpc momento en el que se inicia la diferenciacion histologica del
testiculo® 74 79,

Las gonadas emergen sobre la superficie ventromedial del
mesonefros, por un engrosamiento del epitelioc celdbmico de ésta
region, tanto en hembras como en machos de entre 10.5 y 11.5 d.p.c.
(8-18 somitas). Durante el desarrollo temprano de la génada el epitelio
celdmico es una superficie de multiples linajes celulares que se
delaminan de la superficie celémica y se mueven hacia el interior de la -
génada, tanto en embriones XY como en XX"%727) En este estado el
primordio de la gbnada semeja a un-epitelio estratificado sobre Ia
superficie del mesonefros!™,

Subsecuentemente las células somaticas proliferan y forman un
agregado denominado “blastema gonadal”; posteriormente se inicia el
depdsito de lamina basal entre las células del blastema gonadal,
permitiendo que se formen cordones sexuales de tipo epitelial, este
tejido queda entonces separado del estroma mesenquimatoso, situado
en el area dorsal de la cresta genital a o largo del mesonefros;
constituyendose la gbénada indiferenciada que presenta un
componente epitelial en donde quedan incluidas las CGPs, y un
componente estromatico en donde se encuentran vasos sanguineos,
celulas precursoras del te{'ido conjuntivo de la gonada y de las células
intersticiales de la génada'’®747"®).

Al terminar esta etapa se puede apreciar en la gbénada
indiferenciada un componente epitelial que contiene a la mayoria de
las células germinales y un componente estromatico a partir del que se
desarrollaran los vasos sanguineos, las células precursoras del tejido
conectivo de las goénadas y las células intersticiales esteroidogénicas.
Esta etapa abarca de 9.5-11.5d.g 797473,

1.2.4. Diferenciacion de testiculo.

En los mamiferos la primera manifestacion estructural de la
diferenciacién sexual, se detecta en la génada de los machos. En el
ratén la diferenciacion del testiculo se inicia a.los 12 dpc y lo primero
que se observa es una separacion gradual de los cordones sexuales
del epitelio superficial de la génada. Esta separacidén se produce una
invasion y proliferacion de tejido mesenquimatoso y vasos sanguineos
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provenientes de ia regiébn mesonéfrica, que provoca la compactacion
de los cordones, ahora denominados cordones seminiferos!™® 74 7).

El traslado de los cordones sexuales a la regién medular de la
gonada es un movimiento morfogénico que implica cambios en la
adhesividad de las células epiteliales y un depdsito de moléculas de
ldmina basal, principalmente laminina y colagena'™.

Las células que rodean a los cordones testiculares se aplanan en
- forma paralela a la lamina basal, estas células al diferenciarse se les
denomina células mioides, que son las encargadas de formar la Jamina
basal'”®junto con ias células de Sertoli™®

Las células miodes ultra-estructuraimente se caracterizan por
tener un reticulo endoplasmico rugoso muy desarrollado, en el espacio
extracelular adyacente a ellas se observa gran cantidad de material
fibrilar como colagena y fibronectina‘”"

~ En el interior del cordén seminifero se encuentran las células
germinales, que son de tamafno grande (> a 10u), redondas,
localizadas en el centro del cord6n‘"*7%),

Las células de Sertoli se polarizan en la base del cordén
seminifero, son elongadas y colindan unas con otras por encima de Ia
lamina basal’%747®),

Las funciones principales de las células de Sertoli son el soporte
de las CGPs y la sintesis de la hormona anti-Mlleriana (AHM),
responsable de la regresion de los conductos de Muller; la sintesis de
AHM se presenta tanto en testiculo fetal como en testiculo adulto.

Las células de Sertoli forman un epitelio de tipo columnar y
presentan prolongaciones citoplasmicas que rodean a las CGPs;:
proliferan solo durante la etapa fetal y por un corto periodo de la etapa
postnatal™).

El origen de las células de Sertoli es controversial, se plantea,
un origen dual, siendo este tanto de los conductos mesonéfricos que
invaden a la gbnada en estadios tempranos (11.5 dpc) y del ePitelio
celémico en estadios posteriores de la diferenciacion (12.5) 707478,
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Las celulas de Leydig se diferencian a partir del tejido intersticial,
y son las encargadas de la sintesis de andrégenos en el testiculo. Se
diferencian poco después que ios cordones seminiferos,

En el raton la diferenciacién de las células de Leydig se hace
evidente a los 14 dpc'’®, y en la rata entre los 18.5-19.5 dpc””;
presentan gran cantidad de mitocondrias de crestas tubulares que son
caracteristicas de células productoras de esteroides”®

El origen de las céluias de Leydig es controvertido, sin embargo
se ha detectado la presencia de dos marcadores de celulas
esteroidogénicas, comunes a las adrenales y a las génadas: Factor
esteroidogénico 1 (Sf1) y Dax1 (dosage sensitive reversal, adrenal
hipoplasia congenita, critical region on the X geneil) en ia regién
anterior del mesonefros. Mediante el uso de anticuerpos anti-SF1 se
ha observado que esta poblacidn celular tiene un comportamiento
migratorio en estadios posteriores distribuyéndose una parte a las
adrenales y otra en relacion con las células germinales hacia el interior
de la génada”®. Estas evidencias, asi como estudios con Microscopia
Electronica y marcadores especificos establecen también la
posibitidad de un origen mesonéfrico de las células de Leydig"?.

1.2.5. Regulacién génica de la diferenciacién gonadal

En mamiferos se requieren cuando menos cuatro genes para el
desarrollo de la génada bipotencial: SF-7 (Factor esteroidogénico 1);
Wt-1 (gene asociado al tumor de Wilms); Lim 1y Lhx 9 7®),

SF-1 se expresa en el primordio gonadal durante la
embriogénesis temprana, es un factor de transcripcién que pertenece
a un ordenado sistema de regulacion y determina la ex?resién “‘down-
stream” de los genes requeridos para la gonadogénesis {/*7279-81),

En estadios muy tempranos de la gonadogénesis los embriones
tanto masculinos como femeninos expresan SF-7 cuando el
mesodermo intermedio se condensa para formar la cresta
urogenital®®,

SF-1 regula la expresion adrenal y gonadal de genes requeridos
para la esteroidogénesis, en los que se incluyen las esteroide
hidroxilasas, la 3f hidroxiesteroide deshidrogenasa, el receptor de
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adrenocorticotropina y la proteina = aguda reguladora
esteroidogénica’’®®®. Ademas de este mecanismo regulador, SF-1
también se expresa en la hipdfisis anterior y en el hipotadlamo y regula -
la expresion de MIS (AHM, hormona antimilleriana); de acuerdo a
estas evidencias se considera que SF-1 regula la expresién de las
hormonas responsables de la diferenciacion sexual masculina, sin

gggﬁartar la posibilidad de que tenga otros efectos en el eje endocrino

Al término de la diferenciacion testicular SF-71 se localiza en las
células de Leydig y en las células de Sertoli"®.

Un segundo gen esencial para el desarrolio renal y gonadal es
WT-1, este gen codifica un factor de transcripcién con 3 dedos de zinc,
e inicialmente fue identificado por su asociacién con el tumor de
Wilms'®?. Durante el desarrollo se expresa en altos niveles en
derivados del mesodermo intermedio, encontrandose en el desarrolio
de rif6n de testiculo y ovario y del mesotelio®® con lo que se
establece que WT-1 regula la expresién de genes blanco esenciales
para la gonadogénesis tanto en hembras como en machos %),

Otro gen relacionado con el desarrollo de la gonada bipotencial
es LIM-1, deleciones homocigas de este gen en ratén producen una
pérdida del desarrollo de las génadas y rifiones®. LIM-1 es un gene
con caja homedtica que regula la produccién de una molécula
organizadora en muchas especies estudiadas experimentalmente.
Junto con WT-1 y SF-1 se relaciona en la maduracion de la cresta
urogenital, pero su papel preciso en la induccién gonadal no ha sido
analizado en detalle, debido en parte a la letalidad producida en
embriones con supresion de Lim-1©%)

Lhf-9 es un gen con caja homedtica LIM; esta presente en la
cresta urogenital de ratones al dia 9.5 dpc, se expresa en el epitelio y
en las células mesenquimatosas subyacentes, regulando su
proliferacién y la expresion de Sf-1, como un paso esencial para ia
formacién de la gbnada indiferenciada. Se considera que Lhf-9 es
parte de la regulacién corriente arriba de SF-1°,

Una vez que la gbnada se ha constituido, el evento que
desencadena la diferenciacion sexual masculina es la expresion del
gene SRY (region determinante del sexo del cromosoma Y). SRY es
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necesario y suficiente para iniciar la cascada del desarrollo
masculino®®

El papel principal del cromosoma Y en la regulacion de la
morfogénesis testicular fue primeramente elucidado a finales de los
anos 50s. Posteriormente la investigacion sobre la identidad de un
factor determinante testicular (TDF) fue restringida hacia el brazo corto
del cromosoma Y; y se propuso el antigeno de histocompatibilidad
mascuiina-especifico H-Y como responsable de la diferenciacion
masculina; sin embargo esta regién fue descartada debido a que se
encontré tanto en hombres como en ratones machos que poseian
testiculos, la ausencia del antigeno HY(287-89)

Posteriormente mediante el analisis de translocaciones en
machos fenotipicos XX y analisis de delecion en hembras fenotipicas
XY, definieron una region determinante del testiculo en el brazo corto
del cromosoma Y. Dentro de ésta region identificaron un segmento de
140 kilobases presente en un paciente masculino XX y ausente en
pacientes femeninos XY, que corresponde a un gen conservado en
esta porcion de Y, (denominado dedo de zinc Y, o ZFY), que codifica
una proteina de uniébn al DNA que contiene un dedo de zinc. Sin
embargo este gen posteriormente se demostré que estaba ausente en
machos XX7287-89)

En las Ultimas décadas mediante andlisis citogenéticos en
ratones y humanos se ha demostrado que el cromosoma Y lleva un
locus que induce el desarrollo masculino de individuos XY y XX con
traslocaciéon. En este locus se ha identificado un gen denominado S
(region determinante sexual del Y) en ratones y SRY en humanos 727%

888789 " Sry codifica un factor de transcripcion que presenta un
motivo de 79 aminoacidos que pertenece a la clase de proteinas de
alta movilidad (HMGbox), y son proteinas no histonas que presentan
sitios especificos de union al DNA provocando el plegamiento de la
cromatina 78-81.84.85)

Aparentemente el plegamiento del DNA es parte del mecanismo
mediante el cual Sry induce la "down-regulation” de la transcripcién de
genes que pertenecen a la cascada génica que dirige la diferenciacién
masculina, sin embargo los factores que disgaran la activacion de Sry
permanece sin ser totalmente identificados("%78-80.84.65,67-89)
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En roedores la expresiébn de Sry comienza en las células
somaticas de la cresta urogenital a los 10.5 dias dpc, alcanzando su
maxima expresion a los 11.5 dpc y se mantiene hasta que se
presenhtan las primeras evidencias morfolégicas de diferenciacion

Eggsi)cular, evento que sucede aproximadamente a los 12.5 dpc (7%

Existen evidencias de que SRY se une al promotor del gen de
AMH (MIS) controlando la expresién de enzimas esteroidogenicas, de
este modo probablemente induce la expresion de AMH para inhibir la
formacién de los conductos derivados de Miiller®?.

Uno de los genes que son parte de la cascada de regulacion
corriente debajo de Sry es Sox9, se expresa en la crestas genitales
masculinas a los 11.5 dpc 7989 |

La expresiébn de Sox9 se mantiene en el testiculo durante y
después de su diferenciacion. La expresion de RNA de Sox9 se asocia
con el desarrolio de los cordones testiculares, especificamente en las
células de Sertoli, en las que la expresion de Sox9 se mantiene hasta
la vida adulta (7379 80.89) -

Sox9 codifica para un factor de transcripcion relacionado con
Sry, debido a gue contiene la caja HMG. At igual que Sry, mutaciones
en Sox9 interrumpen el desarrollo masculino, gero a diferencia de Sry
el papel de Sox9 no se restringe a mamiferos 7).

DMRT1 es otro gene involucrado en la diferenciacion testicular.
Este gen codifica una proteina de union al DNA semejante a dedos de
zinc, se expresa muy tempranamente de una manera sexo-especifico
en la gonada masculina de todas las clases de vertebrados. En el
ratbn se expresa en la cresta urogenital de ambos sexos, pero se

convierte en testiculo especifico al final del periodo de determinacion
sexual (78,79,80,92)

En el testiculo Dmrt1 se expresa tanto en ceélulas germinales
como en células de Sertoli, se ha demostrado que se requiere para la

diferenciacion testicular, pero no para la diferenciaciébn ovarica
(78,79,80,92)
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DAX1 participa también en la diferenciacion testicular, codifica
para un miembro de la familia de receptores nucleares huérfanos;
mapeado en el cromosoma X que ha sido propuesto como el gene
determinante del ovario o bien como un gene anti-SRY7&80829394)

La diferenciaciébn gonadal requiere de una serie de eventos
complejos que se realizan en ¢l tejido apropiado en el momento
adecuado del desarrollo. Aungue SRY es el controlador dominante de
la determinacién sexual masculina, permanecen ciertas dudas de
cémo SRY regula los eventos criticos de la diferenciacion gonadal. )

La Figura No. 7 resume las interacciones génicas reportadas que
regulan la diferenciacién gonadal.
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Figura 7. Interacciones génicas durante la diferenciacion gonadal
MESODERMO INTERMEDIO
(Cresta urogenital)

LM1 (Lhd) | gFy o Ling

-

HOX5.2
Omt1-2 WT1
Conductos y Emoc2 Conductos y
érganos masculinos TESTICULO <«— GONADA — OVARIO  Grganos femeninos
BIPOTENCIAL
wntd
Regresi6n de los o octa : s e@onductos de
T m_ . .
conductos de Matler espermatogonias ‘M—- Células pﬁmordiaies.#.;oa OVOCROS@} ® gg:cljirctos
Bt 2 geminales (PGC) o® * iero
SOX9 Dhh B - '
SF1 SRY ) o @ _ part_e sup.dela
. MIS ¢ GATA4  Células S0X9? 3 vagina
Regresién del WwT pre-Sertoli «¢—AMBIL_ Precursorasde ,0AXt,, — Células
gubernaculum células de soporté Foliculares .

(2a fase I s? Regresién
descenso €7 DAXI Dhh? DAX1 2 ¥ de Wolf
testicular) SUR S

P40sce
3B-HSD winta
17B-HSD .. Células de la
Conductos de ¢ Testosterona 4«——— Células . Precursoras — Teca
Wolf pre-Leydig esteroidogénicas
- epididimo 5, reductasa aromatasa . __ SF1
- deferentes -2 SF1 '__ E2 _
- vesicula Ez-lT Engrosamiento del &
i gubernaculum (1a stradiol
seminal fase descensc ¢— Insi3
L testicular) .
. L. . Tejido conectivo
genitales externos: Células mioides Células QVAriCo y
pene peritubularesy 4———— mesenquimatosas ——p vasculatura
escroto vasculatura
prostata



2. Planteamiento del Problema.

La diabetes materna ejerce su mecanismo teratogénico desde ia
blastogénesis temprana, afectando las tres capas blastodermicas y
como consecuencia la diferenciacion de diferentes érganos. El efecto
teratogénico de la diabetes sobre el mesodermo intermedio altera en
los productos de rata la diferenciacion de los testiculos, lo que
repercutira en la gametogénesis y en funciones hormonales.

3. Hipétesis

La diabetes materna provocara alteraciones en la diferenciacion
de los testiculos de los fetos machos.

4. Objetivos.
4.1. Objetivo general.

Determinar ‘el efecto de la condicion diabetes materna de la
madre sobre la diferenciacion testicular.

4.2. Objetivos particulares.

1. Determinar el efecto de la condicidn diabética de la madre sobre
el desarrollo embrionario de los productos y la presencia de
malformaciones congénitas.

2 Determinar el efecto de la diabetes materna de la madre sobre la
diferenciacion y desarrollo del testiculo de los fetos.

3. Evaluar !a condicion diabética materna con los medicién de los
niveles de glucosa cetonuria, glucosuria, colesterol, triglicéridos,
VLDL en insulina, a io largo de la gestacion.

5. Material y Métodos

Se utilizaron 85 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley con
un peso entre 250 y 350 gramos. Se aparearon con machos de la
misma cepa en proporcion de 3:1 durante toda la noche. Al dia
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siguiente se realizd frotis vaginal y la presencia de tapon vaginal y/o
espermatozoides confirmé el inicio de la gestacion (dia 1). Todas las
hembras gestantes fueron colocadas en jaulas individuales con 12 hrs.
_luz por 12 hrs. oscuridad, con agua y comida ad libiftum. Se separaron
aleatoriamente en 4 grupos:

< Lote El. 23 ratas a las cuales se les inyecté al 6° dia de la
gestacién 60 mg/kg de peso de estreptozotocina (STZ) ip en
dosis unica. _

& Lote Ell. 51 ratas a las cuales se les inyecté al 6° dia de
gestaciéon 50 mg/kg de peso de STZ ip, en dosis Unica.

< Lote Cl. 6 ratas a las cuales se les inyecté amortiguador de
acetatos al 0.1M, pH 4.3 ip en dosis Unica.

< Lote Cli. 5 ratas que fueron puncionadas con aguja del mismo
calibre que el utilizado por los lotes anteriores.

A todas las ratas entre las 8 y 10 AM se les hicieron las
siguientes mediciones durante la gestacion.

o Peso corporal 2 veces a la semana.

o Glucosa de la vena caudal: 1 vez a la semana (con glucémetro
de Bayer con tira reactiva de Glucotyde).

o Glucosuria: 1 vez a la semana (con tiras reactivas de Bayer
“ketodiastix”).

o Cetonuria: 1 vez a la semana (con tiras reactivas de Bayer
“ketodiastix”).

Todas las ratas se sacrificaron el dia 20 de la gestacion mediante
dislocacién cervical. Se tomé6 sangre total de la aorta y se realizo
inmediatamente la determinacion de HbA ..

El resto de la sangre se centrifugé a 3,000 rpm durante 15
minutos. Se separd el suero y se congelé a -70° C para su analisis
posterior. Se realizaron determinaciones de glucosa, colesterol total,
triglicéridos, VLDL (analizador Kodak Ektachem DT 60 1) e insulina

(RIA).

Todas las hembras se les realizé diseccion abdominal, anotando
el numero y posicién de los fetos en los cuernos uterinos, asi como el
numero y posicion de las reabsorciones.
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Los fetos fueron separados y se les midi6é: peso, longitud
cabeza-rabadilla, longitud cefalica (fronto-occipital) y longitud caudal.
Se sexaron y se extrajeron [os testiculos. Los testiculos izquierdos, se
fijaron en formol al 10% y procesaron para microscopia de luz. Los
testiculos derechos se fijaron con glutaraldehido al 2.5%, y se
procesaron para su observacion al microscopio electronico de barrido.

5.1 Microscopia de Luz:

Mediante las técnicas histolégicas, convencionales se realizd
inclusién en parafina, se realizaron cortes en microtomo de rotacién de
4 um, que se tifieron con las siguientes técnicas: Hematoxilina Eosina
(HE), Masson, Azul alciano (PAS) y Van Giesson. Se realizaron las
observaciones y descripciones pertinentes y se fotografiaron con foto-
microscopio Nikon.

5.2 Microscopia electronica de barrido.

Las muestras se fijaron en formo! al 10%, se deshidrataron en
alcoholes graduales (30% al 100% 1 hora en cada cambio) y se
incluyeron en paraplast.

Se realizaron cortes en microtomo de parafina de 10 a 12um, y
se montaron en cubreobjetos de 22 x 22 m. Se desparafinaron en xilol
y rehidrataron en alcoholes graduales 100% al 30%, hasta llegar a
agua destilada. Se postfijaron con tetroxido de Osmio al 1%, durante 1
hora y se lavaron con amortiguador de cacodilatos 3.4% pH 7.3. Se
desecaron por punto critico, se recubrieron con oro, y se observaron
en el microscopio electrénico de barrido JEOL10.

5.3 Parametros bioquimicos. |
Se determinaron por quimica seca en el analizador Kodak
Ektachem DT 60 Il.

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

% Triglicéridos.- separacion de los trigliceridos de los acarreadores
lipoprotéicos, los triglicéridos son hidrolizados por una lipasa y se
retiran los residuos de acido ascorbico con ascorbato oxidasa.

<& Colesterol.- el colesterol se disocia de los acarreadores de
lipoproteinas. Los ésteres de colesterol se hidrolizan a colesterol
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libre que se oxida con colestero!l 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-Internationai. La
determinacién de hemoglobina glucosilada se realiz6 en el DCA 2000
de Bayer. En este andlisis se determinan las concentraciones de
HbA;., la concentracién de Hb total y ta relacién entre ambas, que se
reporta como porcentaje de HbA,.. Para la determinacién 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, formandose tiocianmeta-hemoglobina, que es la que
se mide. Para la medida especifica de la HbA,. se utiliza la inhibicion
de la aglutinacion de particulas de latex, recubiertas con un anticuerpo
monoclonal de raton, especifico para HbA.

5.4. Analisis Estadistico.

Los resultados se expresan como promedio aritmético +
desviacién estandar. Se realiza la prueba de analisis de varianza
(ANOVA) la cual consiste en la comparacion de las diferencias
cuadraticas (varianzas) entre e intra-grupos. Los resultados se
consideraron significativos cuando el valor de p < 0.05. Para Ia
comparacion especifica de los grupos, se realizé una post-prueba de
Tukey.
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6. Resultados

El porcentaje de ratas del lote El que alcanzaron niveles de
glucosa mayores a 200 mg/dl fue similar al de las ratas del lote -Ell
(p=NS), sin embargo, la mortalidad de las ratas  El fue
significativamente mayor que la de las ratas Ell (p=0.020). (tabla 1,
grafica 1).

El porcentaje de ratas que mantienen la gestacion del lote El fue
significativamente menor que el de las ratas del lote EIl (p=0.003). EI
porcentaje de ratas que tuvo fetos del lote El fue significativamente
menor que el de las ratas del lote Ell (p=0.001). (tabla 1, grafica 1)

Tabla 1.Ratas diabéticas, que mueren y mantienen la gestacion

>200 mg/dl mueren mantuvieronla| tuvieron
(%) (%) gestacion fetos
LOTE (%) (%)
El 69.57* 26.09*° 36.36*° 18.18*
n=23
Ell 56* 8* 70.38% 58.33*
n=51
Ci 0 0 100 100
n=6
Cll 0 0 100 100
n=5
Datos expresados en porcentaje. *p<0.05 vs CUCII, °p<0.05 vs Ell, b p= no significativa vs
cuch

Grafica 1 Ratas diabéticas, que mueren y mantienen la gestacién .
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El numero de fetos por camada de las ratas del lote El no
presentd diferencia significativa con el lote Ell (p=NS), sin embargo, el
numero de reabsorciones si fue significativamente mayor en las ratas
El que en las ratas Ell {p=0.014) (tabla 2, grafica 2).

Tabla 2. Promedio de fetos y reabsorciones por camada.

fetos/ camada reabsorciones/

LOTE camada

El 3.5+071M 10.67 £ 3.06"
n=11

Ell 6.57 + 2.9 433+3.77%
n=26

Cl 8+36 1

n=6

Cli 9+49 1

n=5

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.05 vs El, CI, CII, NS p= no significativa vs CI/CII. -

Grafica 2. Promedio de fetos y reabsorciones por camada.
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Datos expresados en promedio 1 DE. *p<0.05 vs EIl, CI, ClI, ns p= no significativa vs CI/CI.

6.1. Pesos

El peso de !as ratas del iote El presenta diferencia significativa
con las ratas de los lotes control a partir def dia 13 de la gestacion y
hasta el dia del sacrificio, mientras que no hay diferencia con las ratas
del lote Ell (tabla 3, grafica 3).
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TABLA 3. Promedio de peso de las ratas durante la gestacion.

LOTE dia 1 dia 6 dia 8 dia 13 dia 15 dia 20
El 28839+ | 30348+ | 28735+ 257.35+ 262.66 + 261 +
N=11 26.29 2495 22.53 30.98* 41.04* 46.56°
Ell 27008+ | 28518+ | 26379+ 266.07 + 28211+ | 28543+
N=26 22.83 29.62 19.66 23.56M° 23.52M8 27.19°
Cl 276.33+ | 293.83+ 296.67 + 297.67 305.83 371.33 ¢+
n=6 23.17 25.87 27.42 24.9 39.67 38.99
cn 2806+ 3026 + 3052 + 3192+ 328 + 389.33 +
n=5 17.21 16.07 21.06 18.9 25.52 28.88

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.05 vs ClI, °p<0.05 vs CI/CIIl. ™ p= no significativa

Grafica 3. Promedio de peso de las ratas durante la gestacion.
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Datos expresados en promedio + DE. *p<0.05 vs ClI, °p<0.05 vs Cl/Cll. M® p= no significativa

6.2. Niveles de glucosa:

Los niveles de glucosa para los lotes El y Ell se mantuvieron en

una constante elevacion a lo largo de la gestacion, alcanzando niveles
por arriba de 380 mg/dl al dia 20 de gestacidon sin presentarse

diferencia significativa entre ellos. Los

lotes control

mantuvieron

niveles constantes de glucosa no rebasando los 100 mg/dl durante
toda la gestacion. Los lotes experimentales con respecto a los lotes
control sl presentaron diferencias significativas. (Tabla 4 y grafica 4)
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Tabla 4. Niveles de glucosa durante la gestacion.

Dia 6 dia 8 dia 13 dia 20
El B7.7 + 296 67 + 350.43 + 399.2 +
n=11 9.16 127.99* 69.69* 81.33*
Ell 894+ 269.04 + 32368+ 385.66 +
n=26 14 .98 69.19* 64.33* 95.31*
Cl 8833 + B4.50 + 8233+ 82.00 +
n=6 11.02 15.25 9.16 3.16
Cl 101.40 + 89.6 + 93.00 + 8233+
n=5 11.71 6.88 5.00 551

Datos expresados en promedio + DE *p<0.001vsCI/ClI

Grafica 4. Niveles de glucosa durante la gestacion.
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6.3 Cetonuria:

En el lote El los niveles de cetonas en orina se elevaron hasta
alcanzar su maximo nivel el dia 13 de la gestacién, disminuyendo
gradualmente hasta el dia del sacrificio. Al comparar El y Ell se
encontrd diferencia significativa fos dias 13 y 20 (p< 0.001). La
comparacion entre El con respecto a Cl y Cll fue significativa | (p<
0.05) los dias 13 y 20 de la gestacion.

El lote Ell no presenta diferencia significativa con respecto a los
lotes Cly Cll. (Tabla 5, grafica 5)
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Tabla 5. Cetonuria durante la gestacion

LOTE | dia6 | dia13 | dia20
El 0 |109.46+| 48.00 +
n=11 73.96* | 67.46*
Ell 0 1229+ | 0484
n=26 90.89"° | 1.50M°
Cl 0 0 0
n=6
Cll 0 0 0
n=5

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.05 vs El, CI,CII. " p=no significativa vs Cl/CII

Gréfica 5. Cetonuria durante la gestacion

mgidl
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Datos exprtesados en promedio 1 DE. *p<0.05 vs El, CL,CII. " p=no significativa vs CU/CIl
6.4 Glucosuria.

Las ratas del lote El presentaron niveles de glucosa en orina
significativamente mas elevados que las ratas de los lotes control
(p<0.001), y significativamente menores que la de las ratas del lote Ell
(p<0.001). Las ratas del lote Ell, presentaron niveles significativamente
mayores que las ratas de los lotes control (p<0.001).(Tabla 6, grafica
6)
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Tabla 6. Glucosuria durante la gestacion:

LOTE dia6 dia 13 dia 20 )
E! 0 1130.77 £ | 1410.00 ¢
n=11 653.37* 825.22*
Ell 0 1557 .14+ 2000.00°
n=26 648.89°
Ci 0 0 0
n=6
]| 0 0 0
- n=>5

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.001 vs EI,CI,CIl. °p<0.001 vs CICII.

Grafica 6. Glucosuria durante la gestacion.
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6.5.Quimica sanguinea

Las ratas del lote El y Ell presentaron niveles significativamente
mas elevados de glucosa y HbA;. y menores de insulina que lo que
presentaron las ratas de los lotes CI/CII. (tabla 7, grafica 7, 7a y 7b)
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Tabla 7. Quimica sanguinea de las ratas al sacrificio.

LOTE | Glucosa | colesterol |triglicéridos| VLDL | insulina | HbA1c
El |46764+| 5854+ | 33064+ |6618+| 803+ | 595+
n=11| 154.81* | 18.64™ | 17529 |3507" | 344 | 0.79* |
EN | 43717+ | 68.04+ | 313.3913+ | 6261+ | 1319+ | 7.42 +
n=26 | 125.78* | 27.17" | 21319 [4252% | 550 | 061"

Cl |79.167+| 732+ 805+ [ 1571+ | 16+
n=6 8.52 844 (398 +161.58| 30.54 4.88 0.61

cH 83 + 69.2 + 33725+ | 67.5+ | 1428+ | 29+
n=5 4.55 12.17 152.35 30.39 3.68 0.3

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.009 vs Cl/CIL. mp== no significativa

Gréfica 7. Quimica sanguinea

0y
6800 +
500 -

B EI
= 400 - BEN
T
Eﬂ cl

A0 ¢ mCi
20
100 +
n
0- R R
Glucosa colesterol triglicéridos VLDL
*p<0.001

Gréafica 7a. Insulina

5..

20 1

15 +

muidl

10 +

insulina

EIEt
BEn
8c
mcl

*p= 0.009

62



Grafica 7b. HbA
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6.6. Fetos.

El promedio de peso de los fetos fue significativamente mayor

para los lotes contro! que para los lotes experimentales (p<0.001). Los
fetos del lote El presentaron peso significativamente mas bajo que el
lote Ell {(p< 0.001).
En cuanto al promedio de la talla también se observa que los fetos de
los lotes control tuvieron una talla significativamente mayor que los
fetos experimentales (p<0.001). En los fetos experimentales el lote El
fue el que tuvo significativamente menor de talla (p=0.008).

Tabla 8: Peso y talla de los fetos de 20 dias

LOTE PESO TALLA
El 113+ 0.93*% | 41.94 + 5.98*
n=8
Ell 2.18 £ 0.50* | 48.95 +4.32*
n=94
Cl 3.08+0.39 | 5447 +5.40
n=60
CH 2911042 | 5245+495
n=45

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.001 vs CI/Cl, "p<0.001 vs EIl, °p=0.008 vs Ell
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Grafica 8a: Peso de los fetos Gréafica 8b: Talla de los fetos
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6.6.1. Proporcién de hembras y machos.
No hubo diferencia significativa en la proporcién de machos y

hembras entre los lotes EVVEIll y CI/CII. (Tabla 9, grafica 9).

Tabla 9: Proporcion de hembras y machos

Hembras Machos
LOTE (%) (%)
El 42 86" 57.14"°
n=7
Ell 34.04"° 65.96"°
n=94
Cl 43.33 56.67
n=60
Cll 46.67 53.33
n=45

Datos expresados en porcentaje. NS p=no significativo vs CI/ClI
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6.6.2. Placentas

En lo que respecta al peso de las placentas no hubo diferencia
significativa entre el lote El y los lotes control (Tabla 10). El lote Ell si
presenta diferencia significativa al compararlo con los lotes control,
pero no con el lote El (Grafica 10).

El diametro de la placenta fue significativamente mayor en los

lotes experimentales al compararlos con los controles. La diferencia
entre El y Ell es también significativa (tabla 10, grafica 10).

Tabla 10: Peso y didmetro de las placentas

LOTE Peso Diametro
El 0.83+0.23% | 1592 + 3.26°
N=7
Ell 0.97 + 0.27* | 17.87 + 2.05*
N=94
Cl 0.83+017 | 1664+ 1.17
N=60
cli 0.70+0.14 | 1561+1.25
N=45

Datos expresados en promedio + DE, ns p= no significativa.’p<0.001 vs Ell, *p<0.005 vs
clcn.

65



Grafica 10a: Peso de las placentas
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Grafica 10b: Diametro de las placentas
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6.6.3. Descripciones histolégicas.

Al comparar las observaciones histologicas entre los lotes El y
Ell asi como entre Cl y Cll no se encontraron diferencias relevantes

~por lo que se consideraron las observaciones s6lo como grupos

experimentales y grupos control.

"El analisis histolégico de los testiculos de fetos de20 dias de
gestacion aporto los siguientes informacion: '
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Grupos Control:

El testiculo se encuentra recubierto por la tlnica albuginea que
esta constituida principaimente por fibroblastos que. son células
alargadas con nucleos fusiformes; inmediatamente después de esta
estructura se encuentran vasos sanguineos de calibre medio que
presentan un recubrimiento endotelial, con gran cantidad de elementos
sanguineos en su interior (Micrografia 1).

Hacia el interior del testiculo se encuentran los cordones
seminiferos (35 en promedio). Los cordones seminiferos estan
delimitados por una lamina basal en donde se presentan células de un
aspecto similar a las células musculares lisas que han sido
denominadas células mioides (Micrografia 1,3)

En contacto con la lamina basal se encuentran las células de
Sertoli que presentan nicleos piramidales, y se distribuyen a lo largo
de la base del corddén seminifero, en este tipo celular se aprecian
figuras mitdticas, lo que demuestra su actividad proliferativa
(Micrografia 1,3).

Hacia el centro del corddn se encuentran las espermatogonias;
que ocupan todo el diametro del cordén; presentan un nucleo esférico
en una posicién central de mayor tamafio que el de las células de
Sertoli, y presentan puentes citoplasmicos entre si (Micrografia 1,3).

Los cordones seminiferos se encuentran inmersos en tejido
intersticial, el que es escaso entre ellos (Micrografia 1).

En el tejido intersticial se encuentran abundantes vasos
sanguineos y son evidentes células mesenquimatosas y fibroblastos.
Las células de Leydig son abundantes, forman grupos situados cerca
de los vasos sanguineos. Las céiulas de Leydig son globosas, de gran
tamano, con nucleo excéntrico (Micrografia 3).

Grupos experimentales:
En el caso de los grupos experimentales, a tunica albuginea,

recubre a la gonada y estd constituida por gran cantidad de
fibroblastos. Los vasos sanguineos son escasos con un calibre menor
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que en los grupos control, caracteristica que se repite en todo el
testiculo-(Micrografia 2).

En la base del cordén seminifero se observa la lamina basal, en
la que estan presentes las células mioides, en menor nimero que en
los grupos controles. En la base interna de estos cordones se
observan las células Sertoli, que a diferencia de lo que sucede en los
grupos testigos pierden el arreglo regular, encontrandose pocas de
ellas y de menor tamafio (Comparar micrografias 3,4 y6).

Las espermatogonias se encuentran hacia el interior de! cordén
seminifero, se observan en una cantidad mucho menor que en los
grupos control, presentan el ndcleo central y disminucién en su
volumen, lo que establece que los puentes citoplasmicos entre ellas
sean muy delgados, sin embargo existen sitios en los que la relacion
entre ellas se ha perdido por completo, o que ocasiona que se
presenten espacios en el centro del corddén seminifero (Micrografias
4.5,6).

Al igual que en los grupos control los cordones seminiferos
estan inmersos en tejido intersticial s6lo que en este caso el tejido
intersticial es mas abundante (Micrografias 4,5,6).

El tejido intersticial es laxo, con escasos vasos sanguineos, vy
celulas mesenquimatosas en gran cantidad. Las células de Leydig
estan presentes aunque en un menor nimero, y se distribuyen de una
manera aislada entre los cordones,; sin embargo en la porciéon central
de la génada se observa la mayor cantidad de tejido conectivo. En
esta region los cordones seminiferos son escasos y las células de
Leydig se observan en mayor cantidad que en el resto de fa gonada
(Micrografias 4,5,6). '
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Micrografia 3. Corte transversal de testiculo fetal de rata de 20 dias de gestacion. Lote Control.
s: Célula de Sertoli; e: espermatogonias; L. Células de Leydig; m: célula mioide. * célula en
mitosis.=>» puentes citoplasmicos. Tec. Azul alciano-Pass. 500x.

Micrografia 4. Corte transversal de testiculo fetal de rata de 20 dias de gestacion. Lote
Experimental. s: Célula de Sertoli; e; espermatogonias; L: Células de Leydig; m: célula mioide.
=» puentes citopldsmicos. Tec. Masson. 500x.
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Micrografia 1. Corte transversal de testiculo fetal de rata de 20 dias de gestacion. Lote control. ta:

tinica albuginea; vs: vaso sanguineo; ti: tejido intersticial; cs: cordén seminifero. Tec. Masson.
200x.

Micrografia 2. Corte transversal de testiculo fetal de rata de 20 dias de gestacién. Lote
Experimental. ta: tinica albuginea; vs: vaso sanguineo; ti: tejido intersticial; cs: cordén
seminifero. Tec. Masson. 200x. ,
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Micrografia 3. Corte transversal de testiculo fetal de rata de 20 dias de gestacién. Lote Control.
s: Célula de Sertoli; e: espermatogonias; L: Células de Leydig; m: célula mioide. % célula en
mitesis.=» puentes citopldsmicos. Tec. Azul alciano-Pass. 500x.
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Micrografia 4. Corte transversal de testiculo fetal de rata de 20 dias de gestacién. Lote
Experimental. s: Célula de Sertoli; e: espermatcgonias; L: Células de Leydig; m: célula mioide.

=»puentes citopiasmicos. Tec. Masson. 500x.
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Micrografia 5. Corte transversal de testiculo fetal de rata de 20 dias de gestacion. Lote
Experimental. s: Célula de Sertoli; e: espermatogonias; L: Células de Leydig; m: célula
mioide. - puentes citoolasmicos. Tec. Van Giesson. 500x.

Micrografia 6. Corte sagital de testiculo fetal de rata de 20 dias de gestacién. Lote
Experimental. s: Célula de Sertoli; e: espermatogonias; m: célula mioide. = puentes
citoptasmicos. Tec. Azul alciano-Pass. 500x.
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6.6.4. Microscopia electrénica de barrido:

Las observaciones con Microscopia Electronica de Barrido
revelan la estructura fina de los testiculos fetales de ratas de 20 dias
de gestacion. '

Grupos' Control.

Las observaciones del testiculo fetal en un aumento de 100x
muestran que esta recubierto por la tunica albuginea, la que se
observa como una franja delgada que recubre y contiene a los
cordones seminiferos. Los vasos sanguineos se distinguen en la
region inmediata inferior a la tunica albuginea (Micrografia 7).

Los cordones seminiferos se observan inmersos en un estroma
de tejido conjuntivo (Micrografia 7).

A una mayor amplificacién (2000x) se observan los cordones
seminiferos” delimitados por una tamina basal, hacia el interior de ellos
se encuentran [as células de Sertoli y las espermatogonias
(Micrografias 9 y 10). ‘

Se observan en la lamina basal las células mioides, que
recubren toda la base del corddn, y estan en una matriz  fibrilar
(Micrografias 9 y 10).

Descansando internamente sobre la lamina basal, se encuentran
las células de Sertoli, que presentan una forma piramidal con una base
amplia y un apice estrecho dirigido hacia el centro del cordén, estas
células presentan gran cantidad de prolongaciones citoplasmicas que
se interdigitan entre las mismas células y las espermatogonias
{Micrografias 9 y 10).

Hacia el centro del cordon se observan las espermatogonias,
que ocupan todo el interior del cordon, y entre ellas son evidentes los
grandes puentes citoplasmicos, lo que no permite distinguir claramente
sus limites entre ellas y las células de Sertoli que las envuelven
(Micrografias 9, 10y 11).
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Los cordones seminiferos se encuentran inmersos en tejido
intersticial que esta constituido de células mesenquimatosas que son
estrelladas, con grandes prolongaciones citoplasmicas. Entre el
mesénquima se observan células mas grandes que tienen un aspecto
menos irregular, y que se encuentran formando grupos, en.aigunos
casos se aprecian puentes citoplasmicos entre ellas, estas son las
células de Leydig (Micrografia 15).

Grupos Experimentales:

En las observaciones a 100x el testiculo esta recubierto por una
capa de tejido conectivo que presenta mayor grosor que en los grupos
control y corresponde a la tanica albuginea. Los vasos sanguineos se
identifican inmediatamente por debajo de la tunica. Hacia el interior
del testiculo se encuentran los cordones seminiferos, contenidos en
un estroma de tejido conectivo (Micrografia 8).

En este caso los cordones seminiferos se encuentran en menor
cantidad que en los grupos control, con mayor cantidad de tejido
conectivo intersticial (Micrografia 8).

En una amplificacién de 2000x se observa que los cordones
seminiferos estan delimitados por una famina basal, de menor grosor
que en los grupos control, en ella se observan algunas células
mioides, y una mayor cantidad de fibras de matriz (Micrografias 12,13

y 14).

Por arriba de la lamina basal hacia el interior del testicuio se
observan las células de Sertoli, que estan presentes en un menor
nimero que en los grupos control. Las células de Sertoli son de una
forma trianguiar, y de un tamafio menor que en los grupos controles,
estas células presentan pocas prolongaciones citoplasmicas, lo que es
evidente al no existir tanta relacién entre las mismas células de Sertoli
(Micrografias 12,13 y 14).

Las espermatogonias estan hacia [a luz, y a diferencia de los
grupos controles son muy evidentes debido a que han perdido los
puentes entre ellas, son mas pequefas, lo que favorece que en el
centro del corddn se presenten espacios que semejan una luz
(Micrografias 12,13 y 14).
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El tejido intersticial es abundante y en €l se observan en el
celulas mesenquimatosas con forma estrellada, las céiulas de Leydig
son escasas y aisladas entre los cordones seminiferos (Micrografia
16).
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Micrografia 7. Microscopia Electronica de barrido en testiculo fetal de rata de 20 dias
de gestacion. Lote Conirol. ta: tunica albuginea; vs: vaso sanguineo; cs: cordon
seminifero; ti: tejido intersticial. 100 X.
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Micrografia 8. Microscopia Electronica de Barrido en lesticulo fetal de rata de 20
dias de gestacion. Lote Experimental. ta: tanica aibuginea; vs: vaso sanguineo; cs:
cordon seminifero; ti: tejido intersticial. 100 X.
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Micrografia 9. Microscopia Electrdnica de Barrido en testliculo fetal de rata de 20 dias
de gestacion. Lole Control. e: espermatogonias; s; célula de Serloli; m; célula mioide;
b: lamina basal. ®¥ puentes citoplasmicos. 2000 X,

Micrografia 10. Microscopia Electronica de Barrido en testiculo fetal de rata de 20 dias
de gestacion. Lote control. e: espermatogonias; s: célula de Serloli; m: célula mioide; b: 7
lamina basal. -» puentes citoplasmicos. 2000 X. 6
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Micrografia 11. Microscopia electronica de barrido en testiculo fetal de rata de 20 dias
de gestacion. Lote Control. e: espermatogonias; s: célula de Sertoli; m: célula mioide;
b: lamina basal. < puentes citoolasmicos. 2000 X.
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Micrografia 12. Microscopia electronica de barrido en testiculo fetal de rata de 20 dias de
gestacion. Lote Experimental. e: espermatogonias; s: célula de Sertoli; m: célula mioide;
b: lamina basal. ¥ puentes citoplasmicos.. 2000 X.
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Micrografia 13. Microscopia Electronica de Barrido en testiculo fetal de rata de 20 dias de
gestacion. Lote Experimental. e: espermatogonias; s: célula de Seroli; m: célula mioide; b:
lamina basal. < puentes citoplasmicos. % fibras de matriz extracelular. 2000 X.

Micrografia 14. Microscopia Electrénica de Barrido en testiculo fetal de rata de 20 dias
de gestacion. Lote Experimental. e: espermatogonias; s: célula de Sertoli; m: célula
minide: b* fAmina hasal =% nuentes citonlasmicns. % fihras de matriz extracelular 2000
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Micrografia 15. Microscopia Electrénica de Barrido en testiculo fetal de rata de 20
dias de gestacion. Lote Control. M: Células Mesenquimatosas; L: Células de
Leydig. 2000 X.

Micrografia 16. Microscopia Electronica de Barrido en testiculo fetai de rata de 20
dias de geslacién. Lote Experimental. M: Células mesenquimatosas: L: célula de
feydig. 2000 X.

ESTA TESIS NO SALE

DE LA BIBLIOTECA
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7. Discusién

La STZ ha sido reportada como una de las drogas mas eficaces
en la induccion de la diabetes en diferentes modelos experimentales
(91.92.37.95:97) 5y eficiencia esta relacionada con el modelo animal y con
la dosis empleada para Io%rar establecer un caracter permanente del
efecto diabetogénico 13237

Se han probado diversas dosis de STZ encontrandose que la
administracion de dosis en rangos de entre 25 y 100 mg/kg de peso
son las que producen efectos diabetogénico los cuales varian en su
intensidad y en la aparicién de las complicaciones ©?. La dosis de
100 mg/kg de peso es considerada como la mas drastica, debido a
que con ella se obtiene una intensa necrosis de las células B, con la
muerte del animal a las 24 horas posteriores a la administracion ©2. Se
ha reportado que esta rango de dosis de STZ no inducen ia
produccién de cuerpos cetonicos 297

Con el fin de evitar el efecto letal de las dosis elevadas, se ha
propuesto dividir la dosis total en varias administraciones, sin embrago
los resultados no representan ningin cambio significativo del efecto
con la administracion en una sola dosis @297

Las dosis utilizadas con mayor frecuencia son de 45 a 70 mg/kg
de peso. Las dosis de 30 y 40 mg/kg de peso producen una elevacion
de los niveles de glucosa entre el dia 1 al 7 posteriores a la
administracion, pero este efecto se pierde al dia 10 en el que los
niveles tienden a regularizarse °?. Las dosis entre 50/70 mg/kg de
peso inducen un estado diabético a largo plazo. Las dosis utilizadas
con mayor frecuencia son las de 50 mg/kg de peso (37,36,46,48,56,100). g

60 mg/kg de peso 04398190 75ma/kg de peso

En los lotes experimentales lo niveles de glucosa se elevaron a
las 48 horas posteriores a la induccién, y se mantuvieron con valores
superiores a 200 mg/dl hasta el dia de sacrificio (dia 20), el porcentaje
promedio de ratas que alcanzaron estos niveles fue de 69.57% para El
y de 56 % para Ell. La mortalidad fue mayor para el lote El de 26.09 %
y en el lote Ell de 28% con una p< 0.05.
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Se ha planteado que la forma de acciédn inicial de la STZ para
inducir el efecto diabetogénico es la destruccion de las células B lo que
promueve un descenso de insulina que produce una hipoglucemia que
da por resultado un efecto letal sobre los animales durante las
primeras 48 horas de la induccién. Los animales que sobreviven
adquieren un estado de hiperglucemia a largo plazo, presentandose
las complicaciones propias de la diabetes; en nuestro estudio este
efecto podria ser la causa de la mortalidad en los Iotes El y Ell si los
porcentajes hubieran sido similares, pero se debe aclarar que todas
las ratas tanto del! lote EI como del lote Ell que mueren, lo hacen
cuando ya se ha instalado la diabetes, o sea 48 horas después de la
induccidn. Por ello la tasa de mortandad, se atribuiria a la intensidad
de la diabetes proporcional a la dosis de STZ empleada, obteniéndose
que la dosis de 50 mg/kg de peso produce un estado hiperglucémico
a largo plazo.

La pérdida de peso también se ha asociado con la severidad de
la diabetes, reportes de ratas inyectadas con 55 mg/Kg de peso y 65
mg/kg de peso, describen que estas ratas son incapaces de aumentar
de peso durante la gestacion @',

En nuestro estudio los lotes ClI y CH, aumentaron
constantemente de peso a io largo de la gestacién, presentando una
diferencia significativa con los lotes El y Ell; los cuales no tuvieron
una elevacién considerable del peso a lo largo de toda la gestacién e
incluso al dia de sacrificio el lote El presentd un peso promedio menor
que al inicio del estudio. Esto se debe a la hiperglucemia®".

Diferentes factores como el hipoinsulinismo y la alteracion en los
niveles de glucosa han sido reportados como agentes responsables de

la produccibn de anormalidades en fetos y crias de rata
(37,38,40,43,45,56,98)

Dentro de las complicaciones que han sido descritas en los
estudios sobre diabetes experimental se encuentra la cetonuria, la que
también se ha relacionado con alteraciones en el desarrollo '%'9,

La cetonuria es el reflejo de la disminucién de insulina, la
reduccion de la disponibilidad tisular de glucosa y el consecuente
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aumento de la lipdlisis al interior de las células, lo que produce una
sobreproduccion de cuerpos cetonicos como el B-hidroxibutirato, el
acido acetoacético y la acetona, que el higado es incapaz de
metabolizar por lo que son excretados en la orina ' - La
consecuencia de la carencia de glucosa tisular lleva a un incremento
de la glucogendlisis en el higado, lo que se refleja en una mayor
hiperglucemia ('>'4).

Otro factor que afecta el desarrolic de los fetos de madres
diabéticas es la alteraciéon de los niveles de insulina. Esta tiene un
efecto protector para la produccion de cuerpos cetonicos ') En este
estudio observamos que las ratas del lote El presentaron niveles
significativamente menores de insulina que las ratas del Ell y que los
lotes control. La falta casi absoluta de insulina, provoca un aumento en
la lipolisis y por consiguiente en los niveles de acidos grasos libres, los
cuales son oxidados en el higado, incrementando la produccion de
cuerpos ceténicos, cetonuria y en el Gltimo de los casos acidosis (pH)
4 Aln cuando no se observd un incremento significativo en los
niveles de triglicéridos de las ratas del lote EI al compararlas con el
resto de los lotes, éste parametro suele estar alterado en ratas
diabéticas, de tal forma que la correlacién de hiperglucemia,
hipertrigliceridemia e hipoinsulinemia puede servir para predecir el
desarrollo de los productos de madres diabéticas y su estricto control
puede prevenir la aparicion de maiformaciones e incluso la muerte
intrauterina (198199,

Existen estudios controversiales tanto en humanos como en
ratas diabeticas en los que las concentraciones de colesterol
plasmatico se encuentran elevadas, no presentan cambio o estan
disminuidas. Las ratas de este estudio presentaron aumentos muy
ligeros, ningun cambio o disminucion en 1{as concentraciones
plasmaticas de colesterol el dia de sacrificio. En este estudio, los
niveles de colesterol de las ratas El no son diferentes de los
presentados por las ratas de los otros 3 Iotes.

En lo que respecta al porcentaje de fetos por camada, en los

lotes control se observé que hubo una mayor numero de fetos (Cl
8+3.57; Cll 9+4.95) durante la gestacion, mientras que en los lotes
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experimentales el numero de fetos fue mucho menor, El 1.75+2.06,EH
5.75+3.519.

En cuanto a las reabsorciones el lote El presento 10.67+3.06
reabsorciones, seguido por Ell 4.33+3.77 en los lotes control, en ClI
fue de 0.33+0.56 y en ClI fue de 0.20+0.45. Estos datos muestran que
la gestacién en un ambiente hiperglucémico esta relacionada con un
aumento en el porcentaje de reabsorciones y por lo tanto una
disminucién en el nimero de fetos por camada.

El efecto de la hiperglucemia sobre el desarrollo se ha
relacionado con la dosis y la edad del embrion, los estudios de Sadler
en cultivos de embriones concluyen que la hiperglucemia afecta los
embriones desde las etapas de la embriogénesis temprana tales como
la gastrulacidn, la induccion del tubo neural, el establecimiento de los
ejes de simetria, etc. '°®). Durante estos periodos de la embriogénesis
temprana se encuentran activados la mayor parte de los genes que
controlan los procesos del desarrollo, por o que el efecto
hiperglucémico puede acrecentarse, |0 que demuestran estudios como
los de Phellan, en los que establece una ailteracién del gen Pax3 que
se produce alteraciones en la formacion del tubo neural;, estas
alteraciones dependen de la concentracion de glucosa en cultivo de
embriones de rata ©°*.

Tomando en consideracion la relacion dosis-efecto sobre el
desarrollc se sabe que las concentraciones de glucosa por arriba de
50 mM/l (900mg/dl) o mas son necesarias para producir efectos
dismorfogénicos en el desarrollo in vitro (%3199,

En este estudio se utilizaron dosis de 60 mg/kg de peso y 50
mg/kg de peso, estas dosis produjeron hiperglucemia que en el lote El
fue de 467+1.54.81 mg/dl y para Ell de 437.17+125.78 mg/dl. El lote
Ell tuvo mayor numero de embriones y menos reabsorciones que el
El. La tasa de mortandad en este lote fue menor que en el lote El,
podemos especular que la dosis de 6k0 mg/kg de peso probablemente
ejerce un efecto mayor sobre la sobrevida y que los animales que
sobreviven a este efecto establecen un cuadro hiperglucémico, y que
el efecto teratogénico se manifiesta muy tempranamente por lo que el
numero de embriones es menor, y la tasa de reabsorcion es mayor,
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concordando estos resultados con lo establecido en sistemas in vitro,
que el efecto de la teratogénesis depende de la dosis de induccion del
efecto diabetogénico.

Se ha asociado la excesiva produccion de cuerpos cetonicos
durante la gestaciéon con un retraso en el desarrollo y produccion de
malformaciones congénitas en el embrién '%'%) Este dafio sinergiza
con la hiperglucemia.

El lote El presenté los niveles significativamente mas elevados
de cetonuria, al dia 13 de la gestacion, pero sin embargo los niveles
disminuyen conforme progresa la gestacion. Este lote presentd el
menor nimero de productos y el mayor numero de reabsorciones, por
lo que podriamos pensar que el efecto de sinergia entre la cetonuria y
la hiperglucemia es la responsable de el numero de reabsorciones por
una amplificacion del efecto teratogénico en etapas clave de!
desarrollo. En el caso del Iote Ell los niveles de cetonuria fueron mas
elevados, sin embargo tuvieron un comportamiento similar que en El,
al alcanzar un pico maximo y disminuir gradualmente al dia de
sacrificio, probablemente en este lote {a relacion cetonuria-
hiperglucemia fue menor debido a la dosis de induccidn empleada, lo
que se refieja en un mayor numero de fetos y menor numero de
reabsorciones.

Los estudios realizados por Sybulski con ratas gestantes a las
que se les administré una dosis de 50 mg/kg de peso de STZ en los
que solo una rata tuvo evidencias de gestacion, presentd disminucion
de peso y cetonuria ®®, hay discordia con nuestros datos, debido a
que el porcentaje ~de ratas con embriones y cetonuria fue
considerablemente mayor en nuestro estudio utlizando la misma
dosis.

Con respecto al peso y la talla de los fetos existen diversos
reportes que establecen un retraso en el desarrollo de los productos
de madres diabéticas, relacionandolo con una disminucién de la talla y
el peso de los fetos que esta en relacion con la severidad de la
diabetes 71919 En nuestro estudio estos datos se confirmaron
porque los fetos de los lotes Cl y CII, tuvieron una talla y peso
significativamente mayor que los de los lotes El y Ell. El lote El
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presentd menor talla y peso que el lote Ell, lo que puede atribuirse a
niveles de glucosa mas altos.

El retraso en el desarrollo y la disminucidn en la talla de los fetos
en la diabetes experimental, también han sido atribuidas a alteraciones
en el desarrollo de la placenta. Forsberg manifiesta que las placentas
de los' fetos que se desarrollan en un ambiente diabético sufren
alteraciones en el momento del desarrolio en que se esta llevando a
cabo la vascularizacion corioalantoidea, 10 que provoca un decremento
en la eficiencia placentaria que se refleja en una disminucién en la talla
del embribn y a un retraso en el desarrollo. Considera que las
placentas de madres diabéticas presentan un mayor volumen debido a
una alteracién de las proteinas de matriz extracelular que regulan su
establecimiento, con lo que las placentas adquieren un fenotipo
proliferativo, mas que un fenotipo invasivo, lo que le confiere a esta un
posible caracter de inmadurez, que se refleja en una ineficiencia
placental '%7),

Las placentas de los lotes Cl y Cll presentaron un menor
diametro y peso que fas placentas de los Iotes El y Ell, y de estas las
del lote Ell alcanzaron un mayor diametro y peso. Estos resultados
concuerdan con lo planteado por Forsberg.

Al analizar la estructura del testiculo se observd a la tlnica
albuginea delimitando a la gonada, mediante microscopia de luz no se
observaron grandes diferencias en su estructura entre los grupos
experimentales y los grupos controles; sin embargo, conmicroscopia
de barrido esta estructura se observa de mayor grosor en los grupos
experimentales con un mayor numero de capas de fibroblastos.
Inmediatamente por debajo de la tunica se observaron los vasos
sanguineos, que en el caso de los grupos experimentales son
escasos y de menor calibre que en los grupos control. Esta
caracteristica de los vasos sanguineos se observa en todo el
intersticio del testiculo.

Teniendo en cuenta que una de las complicaciones diabéticas
reportadas con mayor frecuencia son las alteraciones en los procesos
de vasculogénesis en diferentes drganos del embridn (48:30-52.55.56,103,104)
asi como en el establecimiento de la placenta ') se puede

considerar la reduccidbn en el numero y calibre de los vasos
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sanguineos en el testiculo como un efecto de la diabetes inducida. Es
importante considerar también que la disminucién en el nimero u
calibre de los vasos sanguineos podria alterar los mecanismos de
comunicacion y transporte extragonadal, lo que probablemente
repercutiria en el aporte de factores tréficos necesarios para el
desarrollo y maduracién testicular.

Durante la diferenciacion testicular los cordones sexuales se
separan y se establecen en la regidon medular, en este momento las
celulas de Leydig han proliferado  activamente y producen
testosterona en altas concentracioness %27 Se ha planteado que la
proliferacion y la estimulacién de la actividad de las células de Sertoli
es debida a una relacion paracrina establecida entre las células de
Sertoli y las células de Leydig.

Considerando que en los lotes experimentales las células de
Sertoli presentan una disposicion irregular y un numero menor, y que
las células de Leydig también son escasas y dispersas, podemos
suponer que los cambios que se presentan en ambas células al
compararlas con los grupos control, son consecuentes de una
alteracion en la relacidn paracrina existente entre ellas. Asimismo, al
estar modificada la estructura de la célula de Sertoli probablemente se
ha modificado su actividad, y esto se reflejara también en la actividad y
disposicion de las células de Leydig, por lo que ellas también
presentan variaciones con respecto a los grupos control.

Otra de las diferencias morfolégicas observadas entre lotes
control y lotes experimentales es la cantidad de tejido intersticial. En
los lotes experimentales se observé un aumento considerable del
tejido intersticial con un aumento en el numero de células
mesenquimatosas, si consideramos que la formacion del tejido
intersticial se realiza simultanea a la separacion de los cordones
sexuales, la cantidad de células podria atribuirse a hipertrofia tisular
que afectaria especificamente al tejido mesenquimatoso, o bien podria
ser consecuencia de que se presenta un numero menor de cordones,
y por lo tanto el tejido intersticial ocupa un mayor espacio.
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Conclusiones

La induccion de diabetes con 60 y 50 mg/dl de STZ es igualmente
efectiva, siendo ésta uGltima menos tdxica, lo que reduce en forma
significativa la mortalidad de los animales.
La combinacion de hiperglucemia, hipercetonemia e
hipoinsulinemia ejercen mayor influencia en la génesis de las
alteraciones del desarrollo de los fetos de ratas diabéticas
La diabetes materna altera la diferenciacion testicular de sus fetos
provocando: :

a. Disminucion en el nimero de los cordones seminiferos.

b. Alteracion en la distribucion de los cordones seminiferos

¢. Reduccién en el numero de espermatogonias

d. Alteracion de la distribucion de las células de Sertoli

e. Reduccion en el nimero de células de Leydig.
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