00377
/04

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“ EFECTO DE LA DIABETES MATERNA SOBRE LA
ESTRUCTURA DE LA PLACENTA DE 20 DIAS
DE DESARROLLO”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
BIOLOGA

PRESENTE:

E LIDIA :‘LLOREDO NUNEZ

. DIRECTOR DE TESIS.
MARIA CRISTINA REVILLA MONSALVE

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

FACULTAD E CIENCIAS MEXICO, D.F. 2003
UNAM

TESES COv '

loarra nE nmm?\!




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DRA. MARIA DE LOURDES ESTEVA PERALTA
Jefa de la Division de Cstudios Profesionaivs de Ia
Facuiltad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo escrito: "Efecto de la Diabetes
materna sobre la estructura de la Placenta de 20 dias de desa-

rrollo"” .
realizado por [ orEpo NUNEZ ELIDIA. )
con nlimero de cuenta 9337631-2 , quien cubrié los créditos de la carrera de: BIOLOGIA

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente

Director de Tesis .
Propictario

Dra, Maria Cristina Revilla Monsalve.
Propietario .

Dr. Sergio Agustfn Islas Andrade.%’

Propictario :
M en C. Miguel Angel Palomino Garibay. -

Suplente iy
Dra. .Concepcién

‘Suplente - .
Meen C. Aledandro Martinez Mena. FACULTAD DE CIENCIAS

anchez Gémez.

Consejo Departamentalde Biologia

M. en I Bvez §

DEPARTAAM LN T

Z



ESTE TRABAJO SE REALIZO EN:

LA UNIDAD DE INVESTIGACION
MEDICA EN ENFERMEDADES
METABOLICAS (UIMEM). CENTRO
MEDICO NACIONAL SIGLO XXI. IMSS.



DEDICATORIAS, "~

A mis padres por haberme ayudado a llegar hasta esta mi pnmera meta, por su amor Y.
comprension. Por dejarme ser una persona lndependlente y snempre conﬁar en mi

A mis padres adoptivos Maru, Héctor y Jero por su apoyo |ncond|c10na1 durante toda mi
carrera profesional, por alentarme a segunr udelnnte, por su ‘canﬁo, comprensmn e mcluso
por los regafios.

A mis hermanos y mis manitos por compartir los' mejores momentos de’
A Ale, Tanis y Alocandra por su dpnvn y por su :conﬁi\n’za. :

A mis nos Ausencia y Eugenio por todo el apoyo que me han brindado’ durume todo este
uempo y por las facmdndcs que me han otorgado cada ﬁn de seman .

A Vicente por estor conmlg,o en los momentos de hlslenu y stress. pero obre lodo por tu
carifio, amor y comprension. .

A las personas encargadas de formar el equipo nimero uno’ en el UIMEM Dra. Ma
Cristina Revilla Monsalve y Dr. Sergio Islas Andrade. Gracias por. su conﬁnnza y upoyo,
pero sobre todo por permitirme ser parte de su equipo,

A Miguel Ang,cl por el apoyo técnico y académico, pero sobre todo por Ia mouvacwn y por
su amistad. No sé que hubiera hecho sin ti. .




AGRADECIMIENTOS.

Al jurado que reviso este trabajo:

Dra. Maria Cristina Revilla Monsalve.
‘Dr. Sergio Islas Andrade.

M. en C. Miguel Angel Palomino Garibay.
Dra. Concepcitén Sanchez Gémez.

M. en C. Alejandro Martinez Mena.

Al ‘M. en C. Alejandro Martinez Mena y a la M. en C. Isabel Bieler Antélivn, del
Departamento de Microcine de la Facultad de Clencms, UNAM Por el apoyo tecmco para
la realizacién de las Microgrzfias. P . :

A Minerva, Aquiles y Baldo, del Departamento de Infofméiica de_la} tltad
UNAM. Por el apoyo técnico y de Infraestructura para la realizacion de éste trabajo

Al Dr. Ennque Follo y la Técnica Margarita por sus ensehanzas en el cu'ea de a l-hstologm :
y el manejo de animales de Bioterio. : B - ;

A Arturo Carlos 11 Becerra Bracho por su amistad, confianza y apbyo'incondic'ional.

A los que conforman el equipo niimero uno en el UIMEM:Graciela, Morelia y Mario por
su amistad y apoyo moral.

A mis amigos de generacion: Anahi por corretearme, regafiarme y auxiliarme con mis
tramites escolares, por tu amistad y comprension, a Carlitos por su amistad, su carifio y por
todo su apoyo. a Artufo y Jorge por compartir toda la carrera conmigo, por su amistad y su
apoyo, a Rick, Elisa y Flor por los buenos momentos compartidos, su carifio incondicional
y su comprension, a Cristalito por la ayuda que me proporciono durante la carrera, a Diego,
Esteban. Nino, José Luis, Lalo, y Tizelito por su amistad sincera. Con todos he compartido
excelentes momentos y espero sigan siendo parte de mi vida.



INDICE

1. Resumen.
1. Antecedentes.
1.1. Diabetes mellitus.
1.2. Concepto y clasificacién.
1.3. Diabetes experimental.
1.3.1. Induccién de la Diabetes.
1.3.2. Modeclos de Diabetes espontinea.
1.3.3. Modelos de Diabetes Inducida.
1.3.3.1. Inducciéon Quirirgica.
1.3.3.2. Inducciéon hormonal.
1.3.3.3. Induccion viral.
1.3.3.4. Induccion quimica.
1.3.3.4.1. Aloxana.
1.3.3.4.2. Estreptozotocina,
1.4. Relacién de la estreptozotocina con la
severidad de la diabetes.
1.5. Preparacion de la estreptozotocina,
1.6. Susceptibilidad a la estreptozotocina en
las diferentes cepas de ratas.
2. Diabetes inducida y reproduccion.
2,1. Diabetes inducida y desarrollo.
3. Definicion de la placenta.
3.1. La placenta y su relacién con la reproduccion
en los mamiferos. -
3.2. Diabetes e Implantacion.
3.3. Diferenciacion de la placenta.
3.4. Estructura de la placenta a termino en
roedores.
3.5. Estructura de la barrera placental en rata.
3.6. Placenta y desarrollo.
3.7. Alteraciones en la placenta de ratas diabéticas.
4. Planteamiento del Problema.
5. Hipotesis.
6. Objetivos.
6.1. Objetivo general.
6.2. Objetivos particulares.

PAG.

-
CVLONPOIOLLHLWUN

-
W

15



7. Material y Métodos.
7.1. Microscopia de luz.
7.2. Parametros bioquimicos.
7.3. Anilisis estadistico.
7.4. Diagrama de flujo.
8. Resultados.
8.1. Peso.
8.2. Glucosa.
8.3. Cetonuria.
8.4. Glucosuria.
8.5. Quimica sanguinea,
8.5.1. Glucosa.
8.5.2. Colesterol.
8.5.3. Triglicéridos.

8.5.4. Lipoproteinas de muy baja dens1dad.

8.5.5. Insulina.
8.5.6. Hemoglobina glucosilada.
9. Fetos.
9.1. Nimero de fetos por camada
9.2, Peso.
9.3.Talla.
9.4. Reabsorciones.
10. Placentas.
10.1. Peso y diametro.
11. Anilisis Morfolégico de la placenta.
12. Discusiones.
13. Conclusién.
_ 14, Bibliografia.
I1. Anexo 1.
ll. indice de Abreviaturas.



L. RESUMEN.

Se determiné el efecto de la diabetes materna inducida con estreptozotocina (STZ) , sobre
la placenta de 20 dias de gestacion. Se utilizaron 85 ratas hembras gestantes con un peso de
250-350g de la cepa Sprague-Dawley. A 51 el dia 6 de la gestacion se les inyectd
intraperitonealmente (ip) 50mg/kg de peso de STZ (EI). a 23 se les inyectd ip 60mg/kg de
peso de STZ el dia 6 de la gestacion (EII), a 6 se les inyecté amortiguador de acetatos 0.1M
pH 4.3 (Cl) y 5 se puncionaron con aguja del mismo calibre que los otros lotes (CII). Se
consideraron diabéticas las ratas con niveles > 200 mg/dl de glucosa sérica a las 48 horas
de la induccidn. Se determind la glucosa sérica, cetonuria, glucosuria y el peso corporal
cada semana.

El dia 20 de la gestacion se sacrificaron las ratas por dislocacién crianeo cervical, se
disecaron y extrajeron los fetos, registrindose el nimero de reabsorciones, el nimero de
fetos viables su peso y talla.

Se obtuvieron las placentas y se registro su peso y su diametro, se disecaron y se
procesaron para microscopia de luz. Se realizaron cortes histologicos que se tifieron con las
técnicas de hematoxilina-eosina, Van Gieson, Masson y Pass- Schiff.

El peso y el diametro de las placentas de ratas diabéticas de 20 dias de gestacion fue mayor
que en los lotes controles. El nimero de fetos por camada fue menor en los lotes
experimentales. El peso v la talla de los fetos controles fue mayor que el presentado por los
lotes experimentales. El numero de reabsorciones es mayor en los lotes experimentales,
siendo aun mayor en el lote EIL

En las tres zonas de la placenta de rata diabética comparadas con las controles se
observaron cambios morfologicos; en la zona laberintica el mesénquima fetal se encuentra
aumentado, con abundantes vasos fetales inmersos en él, los sinusoides maternos son de
mayor calibre, ¥ separan a las células del trofoblasto entre las vellosidades aumentando el
grosor de la barrera placentaria. El espongiotrofoblasto es extenso y esta delimitado por
células del trofoblasto, su distribucion es uniforme y en él pueden observarse células
gigantes del trofoblasto que presentan gran cantidad de glucdgeno en su interior.

La induccion de diabetes con 50 y 60 mg/kg de peso de STZ es igualmente efectiva, siendo
la dosis de 50mg/kg menos toxica. La dosis de 60 mg/kg de peso de STZ disminuye en
forma significativa el numero de placentas, {etos y aumenta el numero de reabsorciones.

La combinaciéon de hiperglucemia, hipercetonemia e hipoinsulinemia inducen mayores
alteraciones en ¢l desarrollo de los fetos de ratas diabéticas.




1 ANTECEDENTES. -
1.1. DIABETES MELLITUS.

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica progresiva que se estd convirtiendo en uno
de los principales problemas de salud a nivel mundial, debido al incremento en su
prevalencia, cronicidad y complicaciones tardfas incapacitantes.

Estudios realizados por King y colaboradores (1998), indican que la prevalencia de la
diabetes tipo 2 aumentard del 4% que se habia calculado en 1995 a 5.4% en 2025. El
numero de adultos diabéticos en el mundo aumentard de 135 millones que habia en 1995 a
300 millones en 2025 y la mayor parte de este incremento ocurrira en los paises en vias de
desarrollo en los que aumentard 170% con 228 millones de pacientes diabéticos. En el 2025
mas de! 75% de los paciertes diakdticos habitardn en paises en vias del desarrcllo 3 suc
edades fluctuardan entre 45 v 64 afios y habrda mads mujeres que hombres diabéticos que se
" concentrardn en las dreas urbanas.
Para México los cdlculos resultan alarmantes, ya que la prevalencia de esta enfermedad que
era de 7.7% en 1995 sc incrementara a 12.3% para 2025 lo que significara que 11.7
qillones de mexicanos serdn diabéticos (1.4).

En 1970 en México la diabetes mellitus era la sexta causa de monalidad en personas
mayores de 60 afos (411 defunciones por cada cien mil personas), perv esta frecuencia
aumento un 175% en 1980 pasando al quinto lugar (720 defunciones por cada cien mil
personas) y posteriormente en 1990 se incrementé nuevamente un 121%, siendo en éste afio
la cuarta causa de mortalidad (869 defunciones por cada cien mil personas (2.3). En 1995
era la segunda causa de mortalidad hospitalaria con un total de 3148 defunciones por cada
cien mil habitantes (2).

Estos datos por demis preocupantes hacen necesario realizar todo esfuerzo que esté a
nuestro alcance para prevenir el desarrollo de esta enfermedad y para brindar a estos
pacientes diversas alternativas de tratamiento antes de que desarrollen las complicaciones
tardfas, que necesariamente provocardin un deterioro en su calidad de vida y finalmente su
muerte.

18]




1.2. CONCEPTO Y CLASIFICACION. ==~ =~ =

La Diabetes mellitus es un padecimiento multifactorial, caracterizado por la carencia
absoluta o relativa de insulina, que se manifiesta con estados de hiperglucemia. El concepto
actual sobre la diabetes sefiala que la enfermedad, mas que ser un solo desorden, es un
sindrome caracterizado por hiperglicemia crénica, existiendo al menos cuatro grandes tipos
de la enfermedad (5).

I. Diabetes tipo 1.- anteriormente conocida comc Diabetes tipo 1 o Diabetes Mellitus
Insulino-dependiente (IDDM), incluye a pacientes con destruccién ideopdtica o inmune de
las células B del pancreas.

11. Diabetes tipo 2.- anteriormente conocida como Diabetes tipo II o Diabetes Mellitus no
Insulino-dependiente (NIDDM). incluye pacientes con resistencia tisular a la accion de la
insulina que pueden presentar de manera paralela defectos en la secrecion de esta hormona.
111, Otros tipos de diabetes.- inducida por defectos genéticos a nivel de las células B del
pdncreas que son heredados en forma autusémica domindute o a nivel de aiteraciones en la
estructura de la molécula de insulina, por enfermedades del pancreas exdéerino, por
endocrinopatias, por drogas capaces de inducir el estado diabético, por infecciones, por
mediacion inmunologica o por sindromes asociados a la enfermedad.

IV. Diabetes gestacional.- comienza en el cmbarazo y desaparece después del parto. En
estos casos, el efecto de la insulina es bloqueado parcialmente por hormonas antagonistas
producidas por la placenta a partir de la vigésimocuarta semana de la gestacion humana por
lo que se dice que el embarazo es un estado diabetogénico per se.

La expresion de diabetes mellitus por si sola no define la enfermedad, pero en la prictica
cualquier trastorno que produzca elevacion de la glucosa plasmatica después de ayuno
tiende a denominarse diabetes mellitus. Esta enfermedad estd determinada genéticamente y
¢l sujeto que padece diabetes mellitus presenta alteraciones del metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas. Cuando la enfermedad alcanza pleno desarrollo, se
caracteriza por hiperglucemia en ayunas y. en la mayoria de los pacientes con larga
evolucion de la enfermedad. por complicaciones microangiopdticas, en especial renales y
oculares, asi como microangiopatia con afeccion a las arterias coronarias, entermedad
vascular periférica y neuropatia. La diabetes afecta a casi todos los tejidos del organismo de
manera severa al sisterna cardio vascular, sistema nervioso central y al genital- urinario (6).

Aunque la deficiencia de insulina puede ser reducida con la dieta, el ejercicio, la terapia con
agentes hipoglucemiantes o la administracion de insulina, no siempre se logra evitar el
desarrollo de las complicaciones cronicas que acompafan a esta enfermedad (6).




1.3. DIABETES EXPERIMENTAL

La imposibilidad practica y ética de realizar los estudios de la embriopatia diabética en
humanos en las primeras etapas del desarrollo que es en la que ocurre el mayor dafio hace
necesario recurrir a modelos animales que puedan proveer una aproximacion directa e
identificar los factores teratdgenos y mecanismos a través de los que opera. Las
observaciones en éstos pueden extrapolarse al hombre después de un andlisis riguroso (7).

1.3.1. INDUCCION DE LA DIABETES.

La diabetes puede ser producida expenmentalmeme por clrugfa, mfeccxon viral y la
administracion de hormonas o de agentes qulm'cos (7 8)

1.3.2. MODELOS DE DIABETES ESPONTANEA.

La’ diabetes espontinea en animales es relativamente comin. Desde 1851 Leblanc
document6 el caso de diabetes espontinea en un mono. Posteriormente se ha documentado
la presencia ocasional de diabetes en gatos, perros, ardillas, zorros, delfines, hipopdtamos,
antilopes y animales de granja. La diabetes en la mayoria de estos animales esta
frecuentemente caracterizada por obesidad, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. En
el caso de animales no obesos las caracteristicas son hipoinsulinemia, cetosis y dependencia
a la insulina. La enfermedad puede ser inducida en muchos animales, particularmente en
roedores de laboratorio, utilizando una variedad de agentes quimicos y otros
procedimientos experimentales (7,8.9,10). Los modelos genéticos que semejan a la diabetes
mellitus tipo 2 son producidos por la seleccion de una mutacion espontinea o por ingenieria
genética. Son muchos los ejemplos incluyendo el raton db/db, el ratén ob/ob. ratén kkk,
raton NZO, rata fo/fa Zucker, y rata diabética fa/fa Zucker. Muchos de estos modelos
muestran varios grados de glucemia, insulinemia y obesidad.

Los modelos genéticos de Diabetes tipo 1 incluyen el ratén NOD y la rata diabética BB.
En el cuadro 1 se muestran algunas caracteristicas de animales con diabetes espontinea.




CUADRO 1. Caracteristicas Je algunos animales con diabetes inducida.

Nombre Constituci [ Insulina Tipo  de|Cetosis [Célula B
6n plasmitica diabetes

Rata BB (Bio-idelgada [Muy baja tipo 1 Attt Insulinitis. Necrosis de las

Breder) células B

Ratén NOD |delgado |baja tipo 1 +++ Destruccidn autoinmune

(diabético no mediada por células T

obeso) Jel:ICR

Hamster Chino jdelgado |[normal o baja |tipo 1 + Degranulacién, ¥ en el

(Cricetulus nimero de células P; con

griseus) : cetosis: necrosis

Hamster Sudafrica|delgado |[? tipo 1. o o[+ Hiperplasia e infiltracion de

(Mysromys o glucogeno; con  cetosis:

albicaudatus) e necrosis

Perro Keeshond delgado | baja tipo] ;oo |+ Ausencin de células B;
R células P solitarias.

Raton C537BL/ 6J[muy Inicio muy [tipo 2.~ Inicio: degranulacion;

ob/ob obeso alta, después| o "7 —_— después: hiperplasia y

normal. . regranulacion.
Ratén C57BL/Ks) [ muy [nicio: alta, tipo 2. ocasional- | Inicio: degranulacidn,
db/db obeso después : : mente después: necrosis de células
normal . B

Ratéon obeso de|obeso Alta tipo 2 - —_ Inicio: Aumento de la

Nueva Zelanda R insulina pancreatica.

(NZO)

Ratdn amarillo obeso Alta tipo 2. — Hipertrofia e hiperplasia

Raton KK obesidad | Alta tipo 2 _ Hipertrofia e hiperplasia

modcrada B

Ratén  amarillo-]obesidad [ Alta coptipo 2 o l— Hipertrotia e hiperplasia

KK moderada e

Rata obesa de la|obesa Alta tipo 2 v vl — Inicio:  alargamiento  de

cepa Zuker (fa/fa : islotes; después: { insulina

Zuker) pancredtica, ¥ nimero de
R B células B.

Rata de arena obesa Alta :[tipo 2 .+ '| ocasional- | Alargamiento de los islotes:

(Psammomys Tl .| mente degranulacién de células f3;

obesus) I depdsitos de glucdgeno; con
o cetosis: necrosis

Ratoén ripido??? | obeso Alta tipo 2. locasional- | Hipertrofia e  hiperplasia

(Acomys FE T mente masiva

cahirinus) S

Raton hibrido { obeso Alta tipo 2 —_ Hiperplasia. hipertrofia - y

Wellesley  (C3hf degranulacién de las células

XN B. :




Hamster obeso Alta tipo2 - .| Hipertorfia e hiperplasia -
Djungarian : e
(Phodopus

sungorus) D e
Tuco-tuco muy ? tipo2 7?7 ¢ .| Hipertrofia :--
(Ctenomys obeso L LR

talarum) [ =

Simio negro | delgado  |[Normal ? Amiloide

(Macaca nigra) : : - : .
Mono rehesus {obesidad |Inicio:  alta, [ tipo 2 Alteraciones en la secrecién
(Macaca mulatta) |central después: baja de insulina.

1.3.3. MODELOS DE DIABETES INDUCIDA
1.3.3.1. INDUCCION QUIRURGICA.

Los primeros intentos de inducir la diabetes experimental se realizaron en perros a través de
la pancreatectomia parcial o total. Este procedimiento también fue el primero que se utilizd
para causar diabetes en ratas gestantes. Posteriormente mediante la lesion selectiva de las
células del nicleo ventromedial del hipotilamo de ratas, se logré que éstas desarrollaran
una diabetes experimental que semeja a la tipo 2, presentando obesidad, hiperglucemia,
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina (7). .

1.3.3.2. INDUCCION HORMONAL

Las llamadas hormonas ‘“anti-insulina®™ como la epinefrina, el glucagon, los
glucocorticoides y la hormona de crecimiento, tienen un efecto antagénico al de la insulina.
Cuando la epinefrina y el glucagon se encuentran en cantidades elevadas, ya sea por la
presencia de tumores o por la respuesta al estrés, se reduce la tolerancia a la glucosa y se
presenta la hiperglucemia. La epinefrina y el glucagon administrados en altas dosis a
animales, tienen el mismo efecto anti-insulina que el que se presenta en humanos.

Incluso se ha reportado la presencia de hiperglucemia e hiperplasia de las células beta del
pincreas en animales a los que se les administré hidrocortisona o ACTH (8,9).



1.3.3.3 INDUCCION VIRAL.

Los virus representan otro mecanismo de induccién de la diabetes, estan asociados con el
desarrollo de la diabetes tipo 1 en humanos y en animales. Pueden destruir directamente a
las células P 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 B para mantener la duplicacion viral

cuadro 2 (11).

Cuadro 2 . Virus que inducen el desarrollo de diabetes,

Virus Tipo Huésped Factores Caracteristicas
Genéticos
Encefalo- RNA raton + Producen degranulacion de células
Mio-Carditis himster + ’ B y necrosis.
(EMC) ;
Coxsackie B| RNA ratén + Inflamacion focal exdcerina con
primates no + lesiones necrotizantes; alteraciones
humanos no finas de células P sin necrosis.
humanos determinado
Retrovirus RNA raton + Necrosis de islotes focal a extensa.
IR : humanos no
: - determinado
Virus bovino] RNA ganado no Necrosis de células B,
: . determinado
Virus DNA rata +
Kilham de la
rata
Citomegalo- | DNA humanos no
virus determinado
Epstein-Barr | DNA humanos . no
¢ determinado
Varicela DNA humanos no
zoster determinado




1334, INDUCCION QUIMICA.,

. E‘(lsten dl ferentes sustancias capaces de producir diabetes:

*Las sustancias que son toxicas para las células beta del pancreas que Ias destruyen,

-+ produciendo un efecto citotéxico irreversible.

“*Las que actuan sobre las células beta del péncreas producxendo un efecto cntotéxnco
reversible. :

*Las que aumentan los requerimientos endogenos de msulma, debnlltan a pancreas y :
; secundarnamcnte producen diabetes Cuadro 3. (8,9, 10)

“En’ general los agcntes quxmlcos de la pnmera ca“ 8C iones qu ocurren‘
“durante la destriccién de la célula b semejante a 1o’ que. mbcte> upo ‘1. Estos .
“-agentes permiten estudiar 'a los modelos animales por uempos prolongados a‘que producen'

lesxones pracucnmente a largo plazo.

Cuadro 3. Agentes quimicos inductores de diabetes.

Agentes con efectos [ Agentes con efecto
citotdxicos irreversibles en|citotoxico reversible en|Otros agentes
las células beta las células beta
Aloxana 6 aminonicotinamida Anticuerpos anti-insulina
Estreptozotocina L-asparginasa Somatostatina
Difenilthiocarbazina Azida Catecolaminas -
Oxine-9- Cianida Glucocorticoides
hidroxiquinolona Ciproheptamina Glucagon
Vacor Acido dehidroascérbico

Fluorida

lodoacetato

Malonato

Tiazidas

2-deoxiglucosa

Mannoheptulosa

Los a[,entes qufmlcos mas utllxzados en la lnduccxon'de dlabetes por sus efectos cntoto‘acos
“irreversibles en las células B son la’ aloxana yla’ estrepto otocina. Ambos son citotoxinas f,
“que dependlendo de la dosxs, pueden producxr ‘efectos secundanos.




Aunque la aloxana; fue'el primer: agente ¢n ésta categoria, la estreptozotocina .~ ha.

demostrado ser mas efecuva .y -es-el.agente mds utilizado para ‘producir " diabetes

_experimental. La estreptozotocina tiene una gran selectividad por la célula B (12), produce :
una menor mortahdad de los ammales (13).

1.3.3.4.1, ALOXANA.
S Férmula, Vida Media y Accién.

- La aloxana fue la primera sustancia quimica descrita con capacidad diabetogénica. Aunque

su mecanismo de accion atn no se conoce con exactitud, existe evidencia de su afinidad por
la membrana de las células B del pancreas (7).
La aloxana, es un derivado del acido trico (2.4,5,6 tetraoxohexahydropyrimidina).  Su
capacidad para destruir las células B del pancreas en forma selectiva fue descrita por Dunn
en 1946 durante sus estudios de nefrotoxicidad. Desde entonces se ha utilizado para la
induccion de diabetes permanente en animales de laboratorio (14). (Figura 1). :

Figura 1

Aloxana

La aloxana esta formada por anémeros « y B .es soluble en agua y ligeramente dcida en
- solucion. Cuando se encuentra en solucion a un pH 3 o menor, es estable a temperatura

ambiente. A pH 7, debe conservarse por abajo de 4°C para prevenir que se convierta en

icido aloxdnico. Tiene una vida media de entre 1 a 2.8 min. después de la administracion

intravenosa de 50 a 100 mg/kg (14).

El efecto diabetogénico de la aloxana es ripido, evidenciado por una hipoglucemia aguda

una hora posterior a la administracion seguida de una franca hiperglucemia a las 48 horas

(135).




La aloxana induce diabetes destruyendo las células B de los islotes pancredticos. Una
caracteristica importante de la aloxana es que sus efectos diabetogénicos pueden ser
bloqueados tanto por azlicares metabolizables como no metabolizables (D-glucosa y 3-O-
metil- D-glucosa). Se ha visto que este mecanismo protector de los azucares es altamente
estereo-especifico siendo mayor para los anémeros o. También existe evidencia que
sugiere que la aloxana actia en un sitio de glucoreceptores responsable de la iiberacion de
insulina, que es diferente del sitio de transporte.

El anémero « de la D-glucosa que tiene mayor efecto protector que el anémero B, es
también un estimulo mas potente para la liberacidon de insulina. Sin embargo el anémero 8
es transportado mas rapidamente al interior de la célula (15,16,17).

La dosis necesaria para inducir la diabetes varia dependiendo de la especie y la edad del
enimal. Sin 2mbargo s2 ha visio que a3 células B pancredticas tiznden a recupcrarse er -
numero y funcion a través del tiempo, lo que se ve reflejado en un aumento de los niveles "
sanguineos de insulina, los cuales en ratas pricticamente se normalizan a los 20 dias de
induccién de la diabetes con aloxana (15,16). .

Okamoto al estudiar el mecanismo de accién de la aloxana propuso un modelo en el cual la -
fragmentacion del DNA nuclear de las células B era importante para la induccién de la
diabetes con acumulacién de radicales hidroxilo y superoxido (18,19).

La alta toxicidad de la aloxana produce una elevada mortalidad en las ratas. Las dosis bajas
de aloxana para inducir diabetes experimental, ocasionan una reduccién parcial de la masa
de células By produce un moderado estado de deficiencia de insulina, sin cetosis y con
resistencia a la insulina (15,16,17,20,21,22).

1.3.3.4.2. ESTREPTOZOTOCINA

Formula, Vida Media y Mecanismo de Accion.

La estreptozotocina (STZ) es un antibidtico de amplio espectro producido por
Streptomyces achromogenes que ha sido ampliamente utilizado como agente antitumoral y -
diabetogénico. Presenta una citotoxicidad especifica in vivo sobre las células § del pancreas
sin afectar otros tejidos. Es andloga de la glucosa (2-deoxi-2-[3 metil-3-nitrosourea] 1-D-
glucopyranosa). Presenta una cadena de metil nitrosurea unida a la posicion C2 de la D-
glucosa (Figura 2).

Estd compuesta por isdmeros o y B con respecto a la glucosa. Es inestable a temperatura
ambiente, por lo que hay que mantenerla congelada. La STZ se descompone ripidamente
en solucion acuosa a un pH neutro y su estabilidad éptima se consigue a pH 4 (7,14,23,24).




Figura .2

‘Estréh(ozdtobiﬁa £

- La' STZ tiene una vida media de 5 minutos y es eliminada de la circulacién en un lapso de
‘4 ¢ 6 horas; Se ha demostrado que su efecto s s=vero e irrcversible. Lo hiperglucemia que
produce se considera como una forma especitica sin cetogt.ne51s ni elevacion de dcidos
grasos libres (7).

La STZ produce la degeneracion de los islotes de Langerhans. A dosis bajas, puede
ocasionar dafio en el DNA y provocar apoptosis de las células B del pancreas, mientras que
en dosis mayores la forma predominante de muerte célular es la necrosis. Administrada in
vivo a dosis de 40 mg/kg. de peso por dia durante 5 dias consecutivos causa apoptosis,
mientras que a dosis Gnica entre 100 y 200 mg/kg. de peso provoca necrosis de las células
(25.26,27).

Aun no se sabe con exactitud cual es el mecanismo de accién de la STZ, aunque se han
propuesto varios y mds bien podria ser una combinacién de éstos. La STZ se une a las
membranas de las células B del pancreas. El reconocimiento de la STZ se da por un
receptor especifico en la superficie de las células f —mayor afinidad por el anémero a de la
parte glucosamina, el transportador de glucosa 2 (GLUT?2). Se ha visto que las células que
expresan transportador de glucosa 1 (GLUT1) pero no GLUT2, no se afectan por esta
sustancia (28).

Una vez dentro de la célula, ocurren frecuentemente 3 fendmenos responsables de la muerte
de la célula B: (Figura 3).

1) Procesos de Metilacion. El efecto deletereo de la estreptozotocina resulta de la
degeneracion altamente reactiva de iones carbonio (CH;") formados por la descomposicién
de la nitrosourea. Estos iones causan ruptura del DNA por alquilacion de las bases de
DNA en varias posiciones (29) originando activacién de enzimas nucleares poli-sintctasa
(ADP-ribosa) como parte del mecanismo reparador cetular. Como nucleétidos celulares
particularmente el NAD" , son utilizados como sustratos por enzimas nucleares ocurriendo
asi una disminucién en NAD" dentro de los primeros 20 minutos. El brusco e irresistible
agotamiento de NAD® conduce a una interrupcion de la energia y metabolismo proteico
dependientes de NAD" llevan tinalmente a la muerte celular. El CH;” tiene la capacidad de
alquilar las bases del DNA, lo que produce la ruptura de sus puentes en varias posiciones.
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Cuando el daiio e: lo suficientemente severo para que el DNA no pueda ser reparado, estas
células inician el proceso de apoptosis (25,26,36).

'2) Formacion de Radicales libres. Se ha demostrado que el peroxido de hidrégeno puede
ser producido por los islotes del pdncreas después de la exposicion a la estreptozotocina
tanto in vivo como in vitro (30,31). Estos radicales tienden a fragmentar una considerable
cantidad de DNA. La STZ inhibe a la superéxido-dismutasa -que es un acarreador
enddgeno de radicales libres— por lo que se ha concluido que el estrés oxidativo tiene un
papel importante en la citotoxicidad de la STZ (25,30,31,32,33).

3) Generacion de oxido nitrico (NO). Se ha propuesto al dxido nitrico, dentro de las
sustancias que actllan para mediar los efectos diabetogénicos de la estreptozotocina. No
queda claro el mecanismo preciso de la accion que conduce a la generacion de 6xido
nitrico, sin embargo dicha produccién de oxido nitrico generada por estreptozotocina,
parece estar involucrada en la citotoxicidad hacia las células B (25,26,30.34,35,37).

Recientemente, se ha propuesto una hipotesis que intenta explicar el mecanismo de accién
de la estreptozotocina, a través de la produccion de superéxido que genera superoxinitritos.
Estos a su vez, se disocian en o6xido nitrico y radicales de hidroxilo que conducen a daar
el DNA de la célula § produciendo apoptosis (38). Cualquiera que sea el mecanismo, el
DNA nuclear y mitocondrial son reparados utilizando la poli-sintetasa (ADP-ribosa)
nuclear. La actividad de esta enzima se incrementa de manera importante dentro de los 10
minutos después de la inyeccidn de la estreptozotocina. Esta enzima utiliza como sustrato a
NAD la cudl disminuye notablemente dentro de los 20 minutos después de la inyeccion,
con ello se producen unidades de ADP-ribosa. necesarias para reparar el DNA (39).
Después de multiples inyecciones de estreptozotocina a dosis bajas, se produce una
degeneracidn de islotes por accién directa citoxica, lo cual inicia la respuesta inflamatoria
con migracion de las células mononucleares y la transformacion a macréfagos (40).-Dichas
células fagocitan a las células B, liberando mediadores quimicos celulares e infiltracion de
linfocitos (41).

Diversos mecanismos han sido postulados para explicar porque ocurren estos efectos letales
selectivos sobre las células B, que incluyen; la elevada afinidad de la estreptozotocina sobre
la membrana de la célula B; la presencia de grupos SH- con sensibilidad especial a las
interacciones oxidativas; la baja capacidad de las células B para deshacerse de radicales
libres y por Gltimo, una disminucién en la relacién NAD™ /DNA en islotes, comparada con
la de otros tejidos. Figura 3.



Figura 3. Posible mecanismo de accién de la estréptozotocina (STZ) en la célula .

Célulap

" Daho'en Ia membrana celular
v
AT

‘1.4, RELACION DE LA ESTREPTOZOTOCINA CON LA SEVERIDAD DE LA
DIABETES.

Desde el inicio de la utilizacién de la estreptozotocina en 1963 por Rakieten y
colaboradores (43), ésta ha sido administrada en un amplio rango de dosis, vias de
administracién tanto en ratas como en otros animales (cuadro 3) (36,43).

Estudios realizados por Kulvinder y colaboradores, demuestran que las dosis bajas de
STZ (15mM) sobre las células (B tratadas, inducen apoptosis, observindose rasgos
morfologicos caracteristicos de ésta como son: compactamiento y separacion de las células
B de sus vecinas, masas de cromatina bien definidas ligadas a la membrana nuclear,
rompimiento de la membrana nuclear y fragmentaciéon celular para formar cuerpos
apoptoticos. También observaron que las altas dosis de STZ (30mM) provocan que las
células B tratadas presenten apoptosis, pero en mayor grado necrosis. Con una severa
inflamacién de compartimientos citoplasmiticos y mitocondriales, desaparicion de
ribosomas y cromatina condensada irregularmente distribuida por todo el niicleo (42).
Junod y colaboradores fueron los primeros en describir el patrén trifisico de cambios en la
glucosa sanguinea e insulina en las 24 horas siguientes a la administracion de 65 mg/ kg de
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la droga. en ratas macho de la cepa Wistar. Una hiperglucemia inicial que fue seguida de un
periodo critico de marcada hipoglucemia, la cual traducia una degranulacién masiva de las
células B con una gran cantidad de insulina pancredtica liberada. La hiperglucemia se
establecioé dentro de las 24 a 48 horas siguientes, permaneciendo las cifras de la glucosa de
3 a 4 veces por arriba de lo normal, con una reduccién de insulina plasmatica y pancreatica
del 5% con respecto a los controles. Aunque estos animales son deficientes de insulina, no
requieren suplementos de insulina para sobrevivir durante un cierto tiempo y no desarrollan
cetonuria. Después de una sola dosis de estreptozotocina, la necrosis de la célula 8 puede
detectarse dentro de 2 a 4 horas en el examen ultraestructural y dentro de 24 horas con
microscopia de luz /44). Cuatro dias después de la administracién de estreptozotocina en
ratas adultas, los islotes remanentes muestran degranulacién y proliferacién celular que
puede durar varios meses (45).

La dosis de 100 mg/kg de estreptozotocina provoca necrosis severa de la célula B. La
desintegracion y la fagocitosis de las células necréticas es rdpida sin evidencia de
inflamacidén visible después de 3 dias. De la misma forma, hubo marcada elevacién de
glucosa sérica dentro de las primeras 24 horas y cetonuria importante con muerte de la
mayor parte de los animales, debido a la ausencia de insulina endégena y a la falta de
insulina exdgena para suplir a la primera. Dosis entre 25 y 100 mg/kg mostraron una
variacion en la severidad de la diabetes, tanto en la elevacion de la glucosa como en la
disminucion de la insulina pancredtica. La severidad se reflejé en los cambios en el peso
corporal de las ratas en un periodo de 5 semanas, con las ratas que recibieron entre 55 y 65
mg/kg de estreptozotocina, no aumentaron de peso.

Con dosis de 35mg/kg, el 25% de las ratas se recuperaron espontineamente la diabetes que
habian presentado al inicio, con una correlacion entre la insulina pancredtica y la
recuperacion de la diabetes. También demostraron que una segunda inyeccion de
estreptozotocina, produjo diabetes de manera similar a la primera inyeccion, por e¢jemplo;
dos inyecciones de 25 mg/kg con algunos dias de diferencia, provocaron diabetes de
manera similar a una sola dosis de 50mg/kg, incluso con la primera dosis de 25 mg/kg no
presentaron signos clinicos de diabetes. Todos estos datos sugieren que el contenido de
insulina pancredtica es una buena forma de medir la severidad de la diabetes.

Los hallazgos del grupo de Junod con relacién a la dosis respuesta de la estreptozotocina
fueron confirmados por Bar-On (46) quien administré entre 25 a 85 mg/kg de
estreptozotocina a ratas Sprague- Dawley con pesos entre 150 a 200g. Las dosis de 25 a 35
mg/kg no incrementaron la glucosa plasmiitica ni los triglicéridos, mientras que dosis de 45
a 535 mg/kg, si la incrementaron. La estabilidad a largo plazo de la diabetes fue analizada
por Ar‘Rajab (47) quien utilizé ratas macho Sprague-Dawley con pesos de 240 a 260g,
administrando dosis de 50 a 70 mg/kg de peso de estreptozotocina.

Los estudios mencionados demuestran una dependencia de las dosis de estreptozotocina,
sin embargo, no hay un consenso sobre las dosis en particular. Mientras que Junod y su
grupo utilizaron ratas Wistar en ayuno antes de la inyeccion de estreptozotocina, Ar'Rajab,
y Bar- On utilizaron ratas Sprague- Dawley, sin que tuvieran ayunas antes de la inyeccién
de la droga. Bar- On encontrd al menos una muerte de seis animales . con dosis de 55mg/kg,
micntras que Ar’Rajab no encontré muertes. Resultados de otros estudios, indican que atin
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cuando la via de administraciéon y la dosis de estreptozotocina son constantes, existe una
amplia variabilidad en la severidad de la diabetes, entre los diferentes grupos de
investigadores y con diferentes cepas de ratas (Cuadro 4).

CUADRO 4. Dosis y via de administracion de la STZ.

Via dosis (mg/kg) peso (g) Cepa (mmol/l) glucosa (mmol/l)
i.v. 50 100-120 Sherman 16.5
iv. 25-100 170-230 Wistar varia
i.v. 25-85 150-250 Sprague-Dawley varia
i.v. 30-70 250

i.v. 30-100 150-200 Sprague-Dawley varia
i.p. 40-60 350-450 Wistar varia
i.p. 100 200 Sprague-Dawley 253
i.p. 35 260-270 Wistar 27.5
i.p. 100 180-220 Sprague-Dawley >16.6
1.p. 70 140-160 Sprague-Dawley 23.9
i.p. 50 200-225 Sprague-Dawley 25.3
s.C. 40 dos veces 170-190 Sprague-Dawley 25
s.C. 40 dos veces

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

Nota. i.v. intravenoso, /.p. intraperitoneal, s.c. subcutdneo, i.c. intracardiaco,
i.m. intramuscular. -

1.5. PREPARACION DE LA ESTREPTOZOTOCINA

La estabilidad de la droga se alcanza a un pH de 4 la cual pierde si el pH aumenta o
disminuye. Debe ser preparada en un amortiguador de acetatos ajustando el pH de 4.5
inyectando la solucién en un corto tiempo (5 minutos aproximadamente). El requerimiento
convencional para un pH de 4.6 en amortiguador de citratos fue puesto en duda por Axler
(48) quien encontré una efectiva accion diabetogénica en solucién salina a pH de 7.2,
incluso cuando la solucién fue calentada a 37°C por 30 minutos antes de ser inyectada a
ratones hembra BALB/c. Povoski (49) utilizé soluciones de estreptozotocina preparadas y
almacenadas a 6°C por varios dias para inducir diabetes en hamsters dorados; no
encontrando diferencias en los niveles de glucosa plasmatica al dia 9 después de la
inyeccion de estreptozotocina. El utilizd soluciones frescas comparadas con las
almacenadas a temperatura ambiente por 7 dias. La dosis utilizada fue de 50 mg/kg
inyectadas intraperitonealmente por 3 dias consecutivos. Los niveles de glucosa plasmatica
9 dias después de la inyeccion final, fueron de 16.2 a- 17.8 mmol/l. Los autores concluyen
que es preferible preparar la solucion de estreptozotocina, equilibrarla o ajustar a su pH y
almacenar alicuotas a 6 °C.
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_1.6. SUSCEPTIBILIDAD A LA ESTREPTOZOTOCINA EN LAS DIFERENTES
'CEPAS DE RATAS.

‘-Ramanadham y colaboradores (50) han utilizado ratas Wistar y Wistar- Kyoto con pesos de

"-175 a 200g con dosis de 55 y 65 mg/kg por via intravenosa. Diferencias en los niveles de
“ilipidos sanguineos fueron evidentes entre las dos cepas. Las ratas Wistar- Kyoto
desarrollaron hiperlipidemia menos severa y menor afeccion cardiaca que las ratas de la
cepa Wistar, estudios que también fueron confirmados por Rodrigues (51). En las ratas
Wistar- Kyoto no se demostrd una elevacion importante de los niveles de triglicéridos
plasmaticos a pesar de haber utilizado dosis elevadas de estreptozotocina (75mg/kg). Las
diferencias en la respuesta diabetogénica de la estreptozotocina entre esas dos cepas
cercanas de ratas, indica que existen diferentes tipos de respuesta entre las diferentes cepas
de ratas. Otras cepas pueden ser atin mas sensioles a los efectos de estreptozotocina. Como
son las ratas espontineamente hipertensas, en las que los niveles séricos de glucosa y
triglicéridos se elevan después de la administracion de una dosis de 35mg/kg de la droga,
mientras que en la cepa de ratas Wistar- Kyoto, no tuvieron mayor elevacion (52).

2. DIABETES INDUCIDA Y REPRODUCCION.

:“La diabetes es un padecxmlento que provoca alteraciones en la funcién reproductora. se han.j
reponado maodificaciones del eje hipotdlamo-hipéfisis-génada, tanto en el.sexo’ fernenino .
~.como ‘en el masculinc, asi como problemas de infertilidad y dlsfuncmn reproductlva ;
(53,54,

’En ratas macho con diabetes inducida se han reportado dlversas alteracxones en el tracto
“genital (54,55). Ford (1984) reporta que en las ratas machos la diabetes inducida . produce -
-atrofia de las glandulas sexuales accesorias, pero no afecta el peso del testiculo ni la
cantidad de espermatozoides en el epididimo (54).

En estudios realizados en relacién con el metabolismo de la glucosa a nivel del 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 (1993) informa cambios en el peso de los 6rganos reproductores, el
contenido testicular y epididimario asi como en la movilidad espermadtica y alteraciones en
la conducta sexual. Asi mismo, encuentra decremento en (a produccion de testosterona en
células de Leydig tanto en cultivo como in vivo, ademis de un decremento en los niveles
séricos de LH (6).

Se ha demostrado que ratas macho diabéticas presentan deficiencias en la secrecién de LH,
FSH, prolactina y testosterona, asi como un incremento en la sensibilidad en la
retroalimentacion negativa por testosterona (56).




En el caso de hembras diabéticas se han reportadc disfunciones reproductivas, siendo las
principales asociadas con atrofia ovarica, foliculogénesis anormal, insuficiencia en la
liberacién de progesterona del cuerpo luteo, involucion uterina y problemas asociados con
el mantenimiento de la gestacion (57).

Se han realizado diferentes estudios sobre las alteraciones a nivel del eje hipotilamo-
hipéfisis, y el efecto de la diabetes sobre éste (58,59,60,61).

Valdes y colaboradores (1991) informan que en hembras con diabetes inducida por
estreptozotocina se produce anovulacion, lo cual se ha asociado con una reduccién de
GnRH y demostrd que las concentraciones hipétalimicas de GnRH son mas bajas en las
hembras tratadas con estreptozotocina, que en hembras sanas; produciendo un dafio
generalizado en el hipotalamo. lo cual se refleja en la reduccién de la produccion de GnRH,
que se restablece con el suministro de estrégenos.

Demostraron que la hipofisis responde mas en hembras diabéticas tratadas con estrogenos
quz en ratas diabéticas sin tratamiento, por !» que concluysin que es ¢! hipotdlamo el sitic
primario de disfuncién y que la respuesta alterada de la hipofisis a la estimulacién con
estrogenos, es secundaria a la disfuncion hipotalamica; por lo que la funcion hipotalamica
alterada puede dar como resultado diferentes anormalidades, especialmente en el sistema
porta hipofisiario, o bien puede ser debida a diversos cambios metabélicos asociados con
la diabetes (58).

Kienast (1993) demostré que los mecanismos de retroalimentacion positiva de LH son
severamente alterados en la rata diabética (60). Stegar y Kienast (1992) establecen que en
hembras tratadas con STZ, también se encuentra una amplificacién de le respuesta a la
retroalimentacion negativa a los estrégenos, lo cual aparentemente se debe a un incremento
en la capacidad de los estrogenos para inhibir el metabolismo de la norepinefrina
hipotdlamica mas que una accién directa sobre la glandula hipofisis. Concluyendo que los
efectos de la STZ sobre la secrecién de LH también incrementa la liberacion de dopamina e
inhibe el efecto estimulatorio de los estrogenos sobre la produccidon in vitro de prolactina
(62).

-2.1. DIABETES INDUCIDA Y DESARROLLO

Experimentos realizados en animales de laboratorio con diabetes inducida por
estreptozotocina han demostrado la presencia de malformaciones congénitas, reabsorciones
y retardo en el desarrollo. En ratas gestantes con un control estricto de la diabetes por
administracién de insulina, se presenta una reducciéon en la embrioletalidad y en la
incidencia de malformaciones congénitas.

La alteracion en la relacién materno-fetal, resultado de la diabetes durante la gestacion
ofrece una evidencia importante de la modulacién 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 desarrollo de macrosomia fetal; sin embargo poco
se conoce acerca de los mecanismos a través de los cuales la diabetes materna regula el
crecimiento fetal en ratas. Se ha demostrado que el exceso de glucosa puede contribuir con
un retraso en el crecimiento fetal, no conociéndose el mecanismo a través del cual ejerce
este cfecto (63).



. Estudios en modelos experimentales acerca del efecto de la diabetes en las crias amplizn el

panorama del conocimiento sobre este tema. En los trabajos de Eriksson (1984) utilizando
embriones de ratas con diabetes inducida de 11.5 dias de gestacidn, reporta un retardo en el
crecimiento y desarrollo. con una reduccion significativa del eje anteroposterior, asi como
en el nimero de somitas, el contenido de proteinas totales y DNA del embrién, pero sin un

~alto indice en la tasa de malformaciones del tubo neural. Concluye que la diabetes materna

puede comprometer el crecimiento y desarrollo intrauterino durante el periodo coincidente
con el establecimiento de la circulacién de la placenta corioalantoidea (64).

Phellan y colaboradores (1997) en estudios posteriores en ratones con diabetes inducida
por estreptozotocina, encontraron 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,
siendo las alteraciones principalmente a nivel de estructuras de cerebro medio y posterior,
asi comno delectos Jel cietre del wbo neural. Eilos uncontruron que la expresion del gen
Pax-3, un gen requerido para el cierre del tubo neural, se reduce considerablemente en los
embriones de madres diabéticas, relacionando a este gen con una alta tasa de células
apoptoticas, encontradas en estos defectos neurales. Sugieren que Pax-3 es un gen
importante en el control del desarrollo y que las alteraciones en su expresion en embriones
de madres diabéticas, producen alteraciones del sistema nervioso asi como induccion de
apoptosis en éste (65).

Menegola (1995) realizé 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
estreptozotocina y madres sanas, cultivindolos en suero de rata normal y en suero de rata
diabética. Los embriones de madre normal cultivados en suero de rata normal, no
manifestaror embriopatias, sin embargo los embriones de madres normales cultivados en
suero de madres diabéticas presentaron retraso en el crecimiento manifestindose a
diferentes niveles como son el diametro del saco vitelino, longitud de cabeza, o longitud
total. ademis de presentarse en algunos embriones retraso en el cierre del tubo neural. El
desarrollo de los embriones obtenidos de madres diabéticas cultivados en suero normal fue
semejante al de los embriones de madres sanas cultivados en suero diabético; sin embargo.
una tercera parte de los cmbriones de este grupo presentaron severas malformaciones, como
prosencéfalo hipoplisico, malformaciones cardiacas, y diferentes malformaciones severas.
En los embriones de madres diabéticas cultivados en suero de madre diabética sélo se
observd un deterioro ligeramente mayor de las condiciones de los embriones en
comparacion con los otros grupos. Concluye que los embriones de rata  diabética son
capaces de desarrollarse normalmente independientemente  del medio de cultivo,
manifestando que el efecto de la diabetes materna afecta principalmente estados muy
tempranos del desarrollo, razon por la cual el suero de madres diabéticas no ejercio "
ningunas alteraciones ¢n embriones de 9.5 dias. Establece que durante los estadios mas
tempranos del desarrollo en los que se realizan los eventos morfogénicos mas importantes,
tales como la gastrulacion. induccioén del tubo neural, establecimiento de simetria. etc; es
cuando se pueden producir el mayor numero de alteraciones, quedando aun por estudiar los
mecanismos de accion (66).




Durante el desarrollo embrionario la hiperglucemia tiene un gran efecto teratogénico. Al
parecer, en etapas tempranas del desarrollo, la glucosa puede causar dafio en el DNA
provocando mutaciones que retrasan la duplicacion del DNA y por lo tanto, la division
celular, lo que interrumpe el desarrollo y la organogénesis (67).

La hiperglucemia puede producir su efecto teratogénico mediante la formacién de radicales
libres de Oa in vitro. Se ha visto que la adicidn de citiolona, superdxido dismutasa (SOD),
catalasa y glutation peroxidasa a cultivos en suero diabético de embriones de ratas, tienen
un efecto protector para el embrion, sobre todo la SOD que disminuye el retraso en el
crecimiento y las malformaciones embrionarias (67,68). El efecto principal de los radicales
libres de Oz podria ser un aumento en la peroxidacion de los lipidos, aunque también se
deben considerar efectos directos sobre el DNA (69).

La produccidn excesiva de cucrpos cetdnices camo el B-kidroxibutirazo que es uno da los
que se producen en mayor cantidad en animales con diabetes inducida, alteran el ambiente -
intrauterino y son los responsables del retraso en el desarrollo de los embriones de ratas
diabéticas y de las malformaciones congénitas que presentan. Tanto la glucosa como los
cuerpos cetdnicos (en especial el B-hidroxibutirato) actian sinérgicamente para producir
retraso en el crecimiento e inducir malformaciones (70)

Se ha demostrado que la adicion de B-hidroxibutirato a los cultivos de embriones de ratas
diabéticas, aumenta hasta en un 29% la tasa de malformaciones comparada con aquellos
cultivos en los que unicamente se utilizo suero hiperglucémico; mientras que la adicion de
los inhibidores de somatomedina exacerban la induccion de malformaciones producidas por
los cuerpos ceténicos y la glucosa (71,72). Por esto, se concluyd que la glucosa tiene un
papel en la teratogénesis mucho menos importante que el que presentan los cuerpos
cetdnicos, en especial el B-hidroxibutirato (73).

Estudios in vitro con embriones de ratas diabéticas se ha asociado la disminucién de
enzimas antioxidantes, tales como la superdxido-dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), con
el aumento en la incidencia de malformaciones congénitas, disminucion del peso y del
contenido de proteinas de las crias.

Las lesiones angiopdticas de la vasculatura pélvica, tienen como consecuencia una
reduccion importante en la perfusién placentaria y un transporte de nutrientes reducido, lo
que puede dar origen a alteraciones en la embriogénesis temprana y retraso en el
crecimiento fetal (74,75).




3. DEFINICION DE LA PLACENTA.,

La placema ha sido definida por varios autores, Mossman (1937) afirmé que es'la
aposicion o fusién intima de 6rganos fetales a tejidos maternos para realizar mtercamblo

fisioldgico (76).

Otros autores como Amoroso (1961) consideran que es un érgano que implica relaciones

troficas y respiratorias entre el feto y la madre, ademds de la eliminacién de desechos y la

sintesis de hormonas (77).

Moll (1985) afirmo que la placenta es un sistema de canales de circulacién sangufnea

materna y fetal en aposicion adaptado para el intercambio metabdlico (78).

Graham (1992) coincide en que la placenta, es esencialmente un 6rgano fetal denvado yes

un elemento indispensable del desarrollo en mamiferos. Es una estructura que permite. que

la sangre materna y fetal tengauna cercania intima para un intercambio eficaz y aproplado

de moléculas (79). :
Existen diferentes tipos de placenta los cuales se forman dependiendo del: grado de.
invasion que establece el tejido fetal al materno y la respuesta de éste ante esta mvasxon i

(80). . ;

A LA PLACENTA Y SU RELACIO !

1 ON LA REPRODUCCION |
MAMIFEROS. e R

La placenta es un 6rgano esencial en la reproduccion de los mamiferos euterios. ‘A lo largo-
de la evolucion de los vertebrados, este tipo de desarrollo intrauterino ha requerido-de

adaptaciones especificas que hagan posible los intercambios indispensables’y contmuos S

entre los tejidos maternos y los embrionarios (83). )
En el caso de los reptiles, los intercambios fetomaternos no se relacionan con la- obtencton
de alimento, sino con el intercambio gascoso, la obtencion de agua y de algunos
metabolitos, asi como, la eliminacidn de desechos (84.85).

El desarrollo de la placenta permite que el tejido periférico embrionario o corion se
relacione con la mucosa uterina estableciendo una asociacién =entrc las circulaciones
sanguinca materna y fetal, lo que hace posible el intercambio fisiolégico.

Los niveles de intercambio dependen de la amplitud de la superficie de aposicién, asi como
del grado de invasion del corion a la mucosa uterina (77,81). La superficie de aposicién
placentaria permite mantener una barrera permeable, a través de la cual, las substancias
transferibles atraviesen ambos tejidos. Esta barrera, mas que un filtro pasivo es una
estructura activa y selectiva en el paso de substancias, lo que se refleja en modificaciones
morfolégicas progresivas a lo largo de la gestacion, como son el incremento de las zonas de
aposicion, el adelgazamiento del trofoblasto, ¢l acercamiento de los vasos sanguineos a la
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“periferia o los cambios de las caracteristicas bnoqmmlcas de los componentes celulares que
. controlan el intercambio (77,78). .

/3.2: DIABETES E IMPLANTACION.

La implantacién del embrion en la pared del fitero es un‘evento bésico en el desarrollo de
los mamiferos. Es el resultado de una compleja serie de pasos que comienzan con la
fijacién del blastocisto en el utero y culmina con la formacién de la placenta definitiva (87).

. La'interaccion directa del trofoblasto con el epitelio luminal del Gtero es un paso esencial
para dar inicio a la implantacién, el mecanismo responsable de la aposicion y de la reaccién
de adhesidon atn no se conocen. Pero se sabe que el trofoblasto es capaz de reconocer
receptores del epitelio uterino crn los qve se asoria iniciando con ello el reconocimients de
una serie de seiiales moleculares entre el Utero y el blastocisto que en pocas horas

. desencadenan diferentes eventos que incluyen la transformacion del estroma uterino, el
reclutamiento de células inflamatorias y epiteliales, la invasion transepitelial del trofoblasto
hacia el endometrio y la apoptosis del epitelio uterino (88).

En roedores y otros mamiferos el desarrollo de la placenta hemocorial o endoteliocorial es
seguido de la invasion del endometrio por el trofoblasto. Después de que inicia su
transporte por el oviducto. ¢l blastocisto. Tardara de 24- 48 horas en orientarse en la
cavidad uterina. El contacto entre el trofoblasto y la superficie del epitelio uterino se
incrementa gradualmente a partir del inicio de la implantacién y es probablemente causado
por la combinacién del hinchamiento del blastocisto y el cierre del lumen uterino que
virtualmente desaparece en este estado de gestacion en las regiones que contienen al
embrion (70). i
En roedores ¢l primer dia de gestacion, entre la fertilizacién y el comienzo de la .
implantacion. las modificaciones celulares, bioquimicas, hormonales y vasculares ocurren .

en el estroma endometrial. probablemente para recibir al embrion.

La implantacion se inicia en el dia 4 en el hamster dorado, enel 4.5enel ratonyenel 6 en
la rata y el hamster chino. Las modificaciones que sufren la superficie del trofoblasto y-las
células epiteliales se han observado durante la aposicion y la adhesién. La adhesién del
blastocisto es seguida de una penetracion del epitelio uterino por el trofoblasto (89).

El primer evento de diferenciacion durante la formacion de la placenta ocurre después de la

compactaciéon de la moérula (aproximadamente en el dia 3.5 de la gestacidn), con la

formacién del blastocisto. Las células que delimitan a la mérula se diferencian en el

trofoectodermo, mientras que las células mas internas constituyen el macizo celular interno

(MCI). Los componentes endodermal y mesodermal de la placenta derivan del MCI.

Durante el proceso de implantacion, se realiza una respuesta endometrial, al adquirir las

células del MCI un caricter invasivo, estableciendo un patron diferencial en la produccion

de moléculas de adhesion como respuesta para el reconocimiento de la matriz extracelular

presente en el endometrio, y desencadenar la liberacion de enzimas que favorecen el avance '
del blastocisto hacia el estroma endometrial (88,89).



La implantacion y la placentacién en el humano, asi como en la rata estdn asociados con la
transtormacion del estroma endometrial en tejido decidual. En la rata este proceso es
normalmente disparado por el contacto del blastocisto con el epitelio uterino (90). Y se
inicia aproximadamente a los 6 dpc (dias post coito) etapa en la que la receptividad del
utero depende del establecimiento de la ‘“‘ventana de implantacién™, la cual esta
determinada por una combinacién de progesterona y estrégenos que preparan al litero para
aceptar al embridn. El trofoblasto raramente entra en contacto con el tejido materno antes
de que el blastocisto se ponga en contacto con la lamina basul del epitelio uterino, la lamina
basal es penetrada inicialmente por células deciduales adyacentes. Las células del
trofoblasto entran en contacto primero con las celulas deciduales antimesometriales (dia 7),
las células endoteliales y las células sanguineas forman parte de la pre-placenta. El epitelio
luminal de la regién degenera y es reemplazado por células endoteliales, un evento
morfogenético trae como resultado una continuidad luminal de la regién mesometrial y la
region de implartazion con una gran cantidad e sinusoides mesnmetriales. La capa de
células del trofoblasto situadas en la superficie exterior del cono ectoplacental de algin
modo desplazan a la capa de células endoteliales de la region mesometrial a la region de
implantacién y entran en contacto con las células deciduales ricas en glucogeno que rodean
los sinusoides mesometriales. Estas células del trofoblasto serdn las células gigantes de la
zona de empalme de la placenta corioalantoidea y la regidn ocupada por las células
deciduales ricas en glucégeno y sinusoides mesometriales que se convertirdn en la decidua
(91.92,93,94). )

El siguiente paso de la implantacion en roedores es la invasién del tejido conectivo
endometrial, de la region subepitelial que no ha sido transformado en tejido decidual. La
invasion resulta principalmente por la accion de la poblacidon de células gigantes del
trofoblasto. Las células gigantes penetran entre las células deciduales. En roedores el
desarrollo de la placenta corio-alantoidea resulta del crecimiento del cono ectoplacental, la
diferenciacion de estas células y su asociacion con células de origen alantoideo (70,89).

La implantacién en roedores es acompafada por cambios muy marcados en el endometrio
como son los cambios de forma. organizacién y metabolismo de las células estromales
residentes en el tejido conectivo endometrial. La presencia del blastocisto en el lumen
uterino inicia el dia 6 en rata, un proceso complejo y continuo del desarrollo ‘llamado
respuesta o reaccidn decidual, que se caracteriza por la hiperplasia y la diferenciacion
celular caracterfstica en distintas regiones del estroma en diferentes etapas durante la
gestacion (70,89,95,96,97).

:Las células deciduales poseen numerosas funciones entre las cuales destacan la produccion
de hormonas u otros productos especificos para el embrion y una funcién inmunolédgica,

--..como una barrera fisica para la invasion del trofoblasto (96,98).

La decidualizacion en roedores tiene caracteristicas importantes:|)las células del estroma
han sido adecuadamente preparadas por la influencia de esteroides del ovario, 2) en
condiciones normales en algunas regiones del endometrio la decidualizacion no ocurre, 3)
puede ser inducido artificialmente en ausencia del embridn, resultado de la formacién de un
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tejido similar a la verdadera decidua, 4) este proceso puede inducirse en animales gestantes
o pseudogestantes (70,89).

Los primeros lagunas de sangre en el trofoblasto se derivan del espacio intracelular lateral
o trofoblasto mural, que comienza con la formacion del trofoblasto mural del blastocisto.
La superficie basal del trofoblasto estd destinada a formar parte de la membrana de
Reichert’s. Las células de la decidua antimesometrial al desarrollarse comienzan a formar
la vasculatura materna (99,100). Fig 4.

- Fig 4. Esquema que represerta la reaccior decidual; Lineas diagonales =Zona ocupada por

el “conceptus”™, GC="Area de células con glucégeno. AMD=_Decidua antimesometrial. .~
DC= Cripta.decidual: MD= Decidua mesometrial..’ SC= Células’espinosas. ‘Estroma
indiferenciado.- R - B TR e

“En"la postimplantacién tardia, aproximadamente en el dia 9.5 dpc:el alantoides.se ha
- fusionado con el corion, por un proceso que es mediado por la interaccion entre VCAM-1'y -
la integrina a4 desarrollindose de este modo la zona laberintica la cual es intermediaria
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’ entre los vasos maternos y los fetales, Subsecue.atemente el desarrollo del feto dépender:i de:

esta relacion y la decidua comenzara su regresion, estableciéndose la placenta como organo
totalmente desarrollado estructural y funcionalmente (88).

La capacidad invasiva del blastocisto ha sido estudiada in vitro mediante el cultivo de
blastocistos de ratén sobre superficies de proteinas de matriz extracelular presentes en el
endometrio como la fibronectina (101). Las células del trofoblasto aparentemente
interactiian especificamente con la fibronectina, indicando que el receptor de fibronectina
es expresado sobre la superficie de las células trofoblasticas; sin embargo en estudios
posteriores demuestran que no solo es indispensable la fibronectina, sino que la secuencia
RGD (Secuencia de Reconocimiento a Aminoacidos del receptor de Fibronectina) también
es mediadora de migracion por reconocimiento de vitronectina, coldgena y entactina (88)
La interaccion del trofoblasto con las proteinas de la matriz extracelular depende de la
familia de integrinas expresadas en las c€lulas trofoblasticas. Estudios con anticuerpos de
amplio espectro anti-integrinas, demuestran la pérdida de unién del blastocisto a sustratos
no solo de tibronectina, sino también de laminina y colagena tipo 1V (88,101).

En los estudios realizados por Pampfer y colaboradores (1990) obtienen morulas y
blastocistos de ratas diabéticas gestantes y examinaron individualmente el nimero de
células presentes en el macizo celular interno (MCl) y células del trofoectodermo (TE).

En este estudio encontrd que los embriones obtenidos de ratas diabéticas presentan un
decremento significativo en el nimero de células del MCI de blastocistos obtenidos el dia
5 de la gestacion. comparado con los controles, pero la poblacion celular del TE de estos
embriones parene no estar afectada. Estas diferencias no se observaron entre los dos grupos
de morulas obtenidas ¢l dia 5, sugiriendo que se expresé una susceptibilidad distinta en el
MCI y que se expreso después de la tormacion del blastocisto. En el dia 6, se presentd un
efecto significativamente inhibitorio sobre ¢l nimero de células del MCl y TE. presentando
una reduccion mas severa las del MCI al compararlas con las del TE. la proporcion de MCI
de estos blastocistos fue de nuevo mas baja que la presentada por los embriones control.
Concluyeron que las alteraciones en el crecimiento celular del MCI de los blastocistos de
rata diabética pueden estar asociadas con un incremento significativo en la incidencia de
muerte celular local predominantemente en el MCI y que estos sugieren que la sensibilidad
de las células del MCl y TE en la etapa de preimplantacion del blastocisto pueden
contribuir con un patrén de efectos en la postimplantacion en las 5estac10nes diabéticas
(102).

3.3. DIFERENCIACION DE LA PLACENTA.

Aproximadamente el dia 7.5 dpe; el conceptus (embrion), se divide en 3 distintos
compartimientos: la cavidad amnidtica, la cavidad exocelémica y la cavidad ectoplacental.
La expansion de las cavidades amnidticas y exocelémicas dependen de la cavidad
ectoplacental, con un progresivo colapso. Estas dos cavidades se fusionaran,
aproximadamente el dia 8.5 post coito (p.c); con la obliteracion de el lumen (103).

En embriones que cuentan con 7-10 pares de somitas, el alantoides crece, y se expande
sobre la cavidad exocelémica y eventualmente se fusiona con las células de la superficie y
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de la periferia del cono ectoplacental. En este estadio, el alantoides esta delimitado por
células endoteliales con primitivas células rojas sanguineas nucleadas (103).

Posterior a esta secuencia, el embrién es rodeado por las membranas extra embrionarias. La
membrana visceral (proximal) en este momento consiste de componentes mesodermales
que. se vascularizan, y subyacen en columnas de células endodermales. Las
microvellosidades rodean a estas columnas incluso en la cavidad amnidtica. En la placenta
primitiva tienen la funcion de absorber nutrientes de la cavidad y transferirlos hasta el
compartimiento embrionario (103).

La zona parietal (distal) del amnios, en contraste con la zona visceral, consiste de una capa
simple de células endodermales con una apariencia escamosa; estas se adherirdn a la
membrana acelular de Reichert’s (103).

El cono ectoplacental, migra hacia la region parietal, y eventualmente completa su llegada
al sitio de implantacién con una perdida de células gigantes.

El crecimiento de las células del cono ectoplacental es rdpido e invade los tejidos mutemos,
causando la ruptura de los vasos sanguineos maternos. La caracteristica mas visible del
cono ectoplacental en este momento es su contenido de numerosas células ricas en
glucogeno, y estas ascienden hasta la zona intermedia de la placenta (103).

Aproximadamente el dia 9-9.5 p.c, un gran numero de células gigantes del trofoblasto se
posicionan en el polo embrionario y el tamafio del conceptus ha incrementado
considerablemente. En el sitio embrionario, la vasculatura primitiva alantoica es abundante
y también se observan vasos sanguineos maternos, los cuales formaran parte de la zona
laberintica de la placenta. Este sera el sitio en el cual la circulacion embnonana y matema
entrardn en contacto (103).

Para el dia 10 p.c, la vesicula del alantoides forma parte importante de la regién coriénica, )
y el cono ectoplacental aun no forma parte de la zona laberintica de la placenta. La placenta
en este estadio aun no es divisible en sus zonas caracteristicas definitivas (103).

En términos generales en una placenta madura entre los dias 12-17.5 p.c, la zona
laberintica incrementa en volumen. El volumen de esta zona permanecera constante hasta el
momento del nacimiento (103). .

Aproximadamente en ¢l dia 16 p.c, la zona laberintica ocupa mads de la mitad del volumen
de la placenta. Los vasos sanguineos embrionarios pueden ser identificados por la
presencia de células rojas sanguineas primitivas nucleadas; los sinusoides de sangre
materna contienen células sanguineas no nucleadas. Después del dia 11.5 p.c todas las
células sanguineas embrionarias son nucleadas, pero entre los dias 12-15 p.c, la proporcién
de células sanguineas nucleadas disminuye, el dia 16.5 p.c todas las células sanguineas en
la circulacion embrionaria son no nucleadas (103).



'3.4. ESTRUCTURA DE LA PLACENTA A TERMINO EN ROEDORES.

En ratén, se encuentran tres distintas zonas en la placenta madura que se formaron en el
embrion el dia 10 y persisten a través y hasta el fin de la gestacion. La capa mas interna
llamada laberintica, la capa intermedia llamada espongiotrofoblasto y la capa mas externa
de las células gigantes del trofoblasto. La capa laberintica es andloga en funcién a las
vellosidades corionicas flotantes en humanos. Formundo una zona altamente plegada y
ramificada dando a la placenta una enorme drea para el intercambio de gases y nutrientes.
El tejido consiste en dos capas de sincicio (sinciciotrofoblasto) que separa a los espacios de
la sangre materna de los vasos sanguineos fetales. La capa de espongiotrofoblasto se forma
como resultado de la expansion y achatamiento del cono ectoplacental después de los 7.5
dias. Las células gigantes del trofoblasto son células post-mitéticas mediadoras de la
implantacion y el proceso de invasién del atero, ¥ se encuentran cn la periferia de la

placenta (104). Estas tres distintas zonas también se encuentran en la placenta de rata.

3.5. ESTRUCTURA DE LA BARRERA PLACENTAL EN RATA.

La barrera placental en la zona laberintica se constituye a partir del dia 12 p.c y consiste de
3 zonas de trofoblasto (103).

En condiciones normales la sangre del feto y de la madre .ni se mezclan ni entran én
contacto una con otra siempre quedan separadas por la disposicién estructural de los tejidos
‘que se interrelacionan para permitir el intercambio de sustancms dlsueltas en la sangre del
feto y que seran difundidas hacia la madre y viceversa.

La barrera placental de rata estd compuesta de las sngunentes zonas siguiendo la direccién
feto-materna:

*Endotelio Fetal.
*Tejido conjuntivo muy heterogéneo interrumpido intermitentemente en los sitios de fusion
entre el endotelio y las laminas basales trofoblisticas.
*La zona trofoblastica interna (zona [H), compuesta de sincitio multinucleado. -
* |.a zona trofobldstica intermedia (zona I1), también es de naturaleza sincicial.

- * La zona trofoblastica externa (zona [), que esta compuesta por células del trofoblasto 'y
espacios de sangre materna (103).

3.6. PLACENTA Y DESARROLLO

La placenta es un érgano indispensable en el desarrollo de los mamiferos dado que ella
proveera al embrién de sus requerimientos alimenticios, de intercambio de sustancias, asi
como la eliminacién de desechos. En el caso de los embriones que cuentan con abundante
vitelo proveniente de la formacién de un ovocito telolécito, como ocurre en los reptiles
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viviparos, los intercambios fetomaternos no se relacionan con la obtencién de alimento,
sino con el intercambio gaseoso, la obtencién de agua y de algunos metabolitos, asi como,
con la eliminacién de desechos del metabolismo de la cria (85). Cuando el embridon no
cuenta con abundantes substancias nutritivas provenientes de la ovogénesis, como es el
caso de los mamiferos, en los cuales el ovocito es de tipo alécito, los intercambios
fetomaternos se incrementan significativamente ante los requerimientos de alimentacién
fetal y, en consecuencia, la relacién de los tejidos de ambos organismos se desarrolla
notablemente, formandose una compleja estructura placentaria. Esta estructura permite el
intenso intercambio metabélico que se adapta continuamente durante el crecimiento a las
diferentes etapas del desarrollo embrionario y fetal (86).

3 7. ALTERACIONES EN LA PLACENTA DE RATAS Dl.\Bl:ITlCAS,

En estudios realizados sobre la estructura de la placenta de ratas diabéticas, . se maniﬁést‘an
alteraciones en la capacidad invasiva de las células trofoblésticas que se reﬂe_]an en-un’
incremento de la division celular, con lo que se establece unestado™ mmnduro del’
trofoblasto, asi como un incremento en la vasculatura uterina, siendo estos vasos mas
delgados que los de placentas de ratas no diabéticas (106).

La placentomegalia es el efecto mds significativo de las complicaciones de la diabetes
materna. se ha atribuido este incremento de masa placental a un insuficiente mecanismo
compensatorio para la reduccion del flujo utero placental. Se ha encontrado también
adelgazamiento de las membranas trofobldsticas, asi como un alto grado de vesiculacion 'y
vacuolizacion y un incremento en el nimero de células que almacenan glucégeno. Ademds
de un incremento en la cantidad de DNA y lipidos. Los fetos son mds pequefios que los
controles; presentan un decremento en el peso fetal y un incremento en las reabsorciones
fetales y malformaciones congénitas (107,108,109,110,111,112,113,116).

Wentzel y colaboradores (1995) evaluaron el flujo uterino sanguineo en sitios de
implantacion individuales en ratas gestantes diabéticas y ratas gestantes normales.
Encontraron un alto incremento en el flujo uterino sanguineo y el tejido decidual de los
animales diabéticos comparados con las ratas normales en los dias 9,10,11,12, También
encontraron que la tasa de implantacidn es baja mientras que la tasa de reabsorciones y la
tasa de malformaciones es alta. Concluyen que el desarrollo embrionario es asociado con
un aumento en el suministro de nutrientes al sitio de implantacion. Estos resultados
concucrdan con los estudios realizados in vivo que sugieren que el estrés oxidativo puede
incrementar la disponibilidad del sustrato siendo un factor importante para la teratogenesis
diabética (109).

Se han reportado la degeneracidn quistica de las células esponjosas, adelgazamiento de la
lamina basal y alteraciones vasculares (110).

En ratas de 20 dias de desarrollo se presentan cambios en la concentracion de coldgena tipo
IV (105). Los cambios en la expresién de la matriz extracelular en la placenta regulados por
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“los niveles de glucosa han sido reportados en humanos y en ratas,’ lo que sugiere que los
cambios en la expresién de las proteinas de matriz extracelular pueden ser un factor comiin
en la diabetes materna (114).

La gestacion normal es caracterizada por un incremento temprano en el contenido de
glucdgeno placental, seguido por un descenso progresivo al término; pero en humanos y en
animales las gestaciones complicadas por diabetes mellitus hay un marcado incremento en
la cantidad de glucégeno placental. Las concentraciones de glucégeno en las placentas
diabéticas y las normales incrementan del dia 14 al 16 de la gestacion, después las
concentraciones de glucogeno declinan rapidainente en ambas (107). La importancia del
glucogeno placental radica en que es un substrato potencial de energia para la placenta y
para el feto. Investigaciones previas han reportado un incremento de glucégeno placental en
condiciones en donde se induce experimentalmente diabetes mellitus. Se ha sugerido que el
mecanismo bioquimico de la acumulacién del glucigeno en ratas tratadas con STZ es la
hiperglucemia (107.115,116).

En los estudios de microscopia electronica realizados por Ne‘eman y colaboradores
(1987), encontraron que tanto las placentas de rata diabética como las placentas de ratas
normales presentan una gran cantidad de células con glucdgeno. El glucdgeno en estas
células se deposita en granulos en el citoplasma de la célula. En las placentas de ratas
diabéticas las mitocondrias y el reticulo endoplasmico rugoso parecen estar limitados a
pequeiias areas. No encuentran diferencias significativas en la apariencia ultraestructural de
las placentas diabéticas y las controles. Pero si un marcado incremento en el contenido de
glucdgeno en las placentas de rata diabética, localizado en las células gigantes y en la zona
basal. En la zona laberintica de las ratas diabéticas hay un incremeato en el contenido de
glucogeno que fue cuantificado por una reaccién especifica al reactivo dcido periddico-
Schiff (PASS) (116).

En los estudios de Husain y colaboradores (2001) examinaron el efecto de la diabetes
materna sobre la celularidad de la placenta usando como medida el peso seco y hiimedo,
contenido de DNA vy proteinas en las placentas de ratas diabéticas no tratadas, tratadas con
insulina y controles el dia 21 de la gestacién. Encontraron que el contenido de DNA
placental y proteinas no difiere entre los grupos controles y los grupos diabéticos.
" Atribuyen el incremento del peso placental en las ratas diabéticas a un aumento en el
contenido de glucdgeno y los solutos intracelulares que se requicren para mantener el
" equilibrio osmético en presencia de hiperglicemia materna. El porcentaje de agua contenida
- en todos los B8rupos fue del 84%, no se encontr6 diferencia significativa con respecto al
< peso seco, pero si con respecto al peso humedo (117).

Los niveles de DNA alcanzan su valor maximo el dia 16 en las placentas de rata control.
encontrando que las placentas de ratas diabéticas contindan con. un. incremento-en el

contenido de DNA hasta el dia 18-19 y son morfolégicamente inmaduras comparadas con

los tejidos controles (111).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

La diabetes materna provoca un ambiente intrauterino anormal induciendo alteraciones en
la implantacion, la placentacién y las funciones propias de la placenta definitiva. Lo que
causa una inadecuada transferencia de nutrientes entre la madre y el feto provocando
gestaciones prolongadas, un menor nimero de crias, un mayor ntiimero de reabsorciones,
retardo en el crecimiento y desarrollo. ’

5. HIPOTESIS.
La diabetes materna provoca alteraciones estructurales y funcionales en la placenta que

afectan el intercambio de sustancias eatre el feto y 1z madre «casionado alteraciones en el
desarrollo de los tetos. .

e OBJETIVOS.

6. l GENERAL

‘Analizar los ‘cambios. estructurales dela partc fetal de la plncema de rata dlabenca el dla 20
‘delag [,esmclon y correlacnonarlos con alteracnones enel desarrollo de las cnas

6.2 PARTIQULAREsg :

L3 Comparnr las caracterisucas hlstologlcas de Ia placenta de rata dlabenca y las no.:
diabéticas. :

[ Correlacxonar el daflo de la placema “con’: los nivele
cetonuria, colesterol, triglicéridos, msulma VLDL HbAlc de la madre durante la
gestacion. : i .

e Correlacionar el dafio de la placenta con el tamaﬁo y peso “de las crias. g

-e  Correlacionar el dafio de la placenta con eI numero de reabsorcxones Y vmblhdad de :
las crias.

e glucosa glucosuna, S



7. MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron 85 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley con un peso entre los 250-
350g que permanecieron en condiciones controladas de bioterio con temperatura
controlada (22-25 °C), y un periodo de luz oscuridad 12/12, con acceso a alimento y agua
ad libitum. Se aparearon con machos de fertilidad comprobada, colocandolos en una jaula
en una relacion de 3 hembras y 1 macho toda la noche. A la mafiana siguiente se realizé
frotis vaginal. La presencia de tap6n vaginal mucoso y/o la presencia de espermatozoides
en el frotis determind éste como el primer dia dc gestacion. .
Las hembras gestantes se dividieron aleatoriamente en 4 lotes:

Lote experimental 1 (EI): 51 ratas a las que el sexto dia de gestacion se les administro ip.
unu dosis uzica de 50 mp/:g de puso de estreptozotucina en amortiguader de acetatos C.1M
a pH 4.3. Se consideraron diabéticas aquellas cuyos niveles de glucosa fueron "> 200
mg/dl 48 horas después de la administracion de STZ.

Lote experimental 2 (Ell): 23 ratas a las que el sexto dia de gestacion se les administrd
ip. una dosis tnica de 60 mg/kg de peso de estreptozotocina en amortiguador de acetatos
0.1M a pH 4.3. Se consideron diabéticas aquellas cuyos nivel de glucosa fueron >200mg/d!
48 horas después de la administracion de la STZ.

Lote control 1 (CI): 6 ratas a las que el sexto dia de gestacion se les administré por via
intraperitoneal, amortiguador de acetatos 0.1M pH4.3 ,en volumen adecuado a su peso
corporal. :
Lote control 2 (ClI): 5 ratas a las que el sexto dia de gestacion se les punciond con una
aguja de 27x13 (mismo calibre que los lotes anteriores).

Todas las hembras gestantes se colocaron en jaulas individuales.

Entre las 8-10 a.m se realizaron las siguientes determinaciones: : : .
*Glucosa sanguinea (tomada de la vena caudal), se realizd una.vez por: semana’ (ln
determinacion se realizo con glucémetro 4 de marca Bayer, con tiras reacuvas de Glucotlde
de Bayer).
*Glucosuria y cetonurin, se realizé una vez por semana (con tiras reactlvas Ketodmxtm def
Bayer). :

*Peso corporal, 2 veces por semana.

Todas las ratas se sacrificaron el dia 20 de la gesmcnon medmnte dxslocacnén cervxcal se
les realiz6 una diseccion abdominal y se registro: : : :

. El nimero de fetos viables. .
El niimero de fetos no viables (que nacen muertos); R
El peso y didmetro de los fetos. H
El nimero de placentas, su peso y su dlnmetro
El nimero de reabsorciones.
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“Se tomé sangre total de la aorta y se reahzo Ia determmacxon de Hemoglobma Glucosnlada
fraccion lc (HbAlc). .

El resto de la sangre obtenida fue cenmfugada a 3000 rp m: por 15 mmutos (en una
centrifuga marca Beckman ~GS-15R), se separd “el ‘suero ‘y.'se congel6:a’-70°C para el
andlisis posterior * de glucosa, tng]lcendos, co]esterol VLDL (anahzador Kodak Ektachem
DT 60 II) e insulina (RIA). : ; ;

7.1. MICROSCOPIA DE LUZ.

Las placemas se fijaron en formol al 10%. Se lavaron, se deshidrataron en alcoholes
graduales y se incluyeron en parafina (Anexo 1).
Mediante la técnica histologica, se realizé la inclusién de la placenta en puraﬁna se.
realizaron cortes en micrétomo de rotacion de 5um, que se tifieron con: :
e  Hematoxilina Eosina (estructura general del érgano). : :
‘e Masson ( permite observar el tejido conjuntivo con sus estructuras carnctensncas
como son las células y las fibras colagenas, etc.).
* Van Gieson (permite observar los elementos del tejido conJuntlvo, pero esta
técnica nos provee de una mejor definicion de las limites celulares). : .
e Pass- Schiff ( permite observar la presencia y distribucién de elementos posmvos‘
al reactivo como es el glucégeno). :

7.2. PARAMETROS BIOQUIMICOS.

Las determinaciones de los pardmetros bioquimicos:se reallzaron por medxo de quxm|ca
Seca en el anallzador Kodak Ektachem DT 60 ll i ; ‘

*Glucosa. reaccxon en Ia que; Ia g,lucosn de la muestra reaccxona con el oxfgeno en
" presencia de glucosa oxidasa, " © )
*Triglicéridos:~ separacién: de “los tn;,hcendos de Ios acarreadores Ilpoprotelcos, los
triglicéridos son hidrolizados por una lipasa y se retiran los residuos de dcido ascérbico con .
ascorbato oxidasa.

*Colestero!: ¢l colesterol se disocia de los acarreadores de lipoproteinas. Los ésteres de

colesterol se hidrolizan a colesterol libre que se oxida con colesterol oxidasa. La reaccién.

final produce color a través de la cual se calcula la cantidad de colesterol presente.

Las determinaciones de insulina se realizaron por radioinmunoensayo (RIA). Se utilizaron
estuches comerciales CIS Bio International. Todos los anilisis se realizaron de acuerdo al
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- protocolo” proporcionado por los fabricantes en la Unidad Médica en Endocrinologia
LM.S.S.

" La determinacién de hemoglobina glucosilada se realizo en el DCA 2000 de Bayer. En este

andlisis se determinan las concentraciones de HbAlc, la concentracion de Hb total y la
relacidn entre ambas, que se reporta como porcentaje de HbAlc. 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 tiocinato, formandose
tiocinmetahemoglobina. que es la que se mide. Para la medida especifica de la HbAlc se
utiliza la inhibicion de la aglutinacion de particulas de latex, recubiertas con un anticuerpo
monoclonal de raton, especifico para HbA.

7.3. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar. Se realizé la prueba
de andlisis de varianza (ANOVA) la cual consiste en la comparacion de las diferencias
cuadrdticas (varianzas) entre e intra-grupos. La prueba fue significativa cuando el valor de
p £ 0.05. Para la comparacion especifica de los grupos, se realizd una post-prucba de
Tukey.



- 7.5. DIAGRAMA DE FLUJO.

185 ratas gestantes de la cepa Sprague
Dawley (250-350 g)

Lote EI Lote Ell Lote CI ] Lote CI1
51 ratas 50 mg/kg [23 ratas 60 mg/kg STZ ip 6 ratas amortiguador acetatos] |5 ratas puncionadas/ aguja
STZ ip 0. 1M pH 4.3 mistmo calibre

Entre las 8 y 10 am. a todas las ratas se les midio:

1

Peso:
2 veces por semana

Glucosuria:
1 vez a la semana

[Glucemia:

! veza la semana

Cetonuria:
I vez a la semana

Todas las ratas se sacrificaron el dia 20 de gestacion y se midio:

HbA lc, glucemia, colesterol, triglicéridos, insulina, VLDL.

Se disecaron y se anoté: numero d
en los cuernos uterinos.

¢ fetos, placentas y reabsorciones

FETOS

i

[ Peso

Talla I I PLACENTA I I

Peso I

HE

VanGieson

Diimetro

=

PASS
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8. RESULTADOS.
8.1, PESO. -

* Las ratas del lote EI aumentaron de peso durante la gestacion, su peso inicial fue de 268.60
.- gramos + 24.01 y su peso el dia de sacrificio fue de 285.45 gramos + 27.82.

‘. Las'ratas del lote EIl disminuyeron de peso durante la gestacién, su peso inicial fue de
291.14 gramos + 25.78 y su peso el dia de sacrificio fue de 261 gramos + 46.56.

*:Los grupos CI y CII aumentaron su peso de forma constante durante la gestacioén, con un
peso inicial de 276.33 gramos + 23.16 y 280.60 gramos + 17.21 respectivamente y un peso
cl dia de sacrificio de 371.33 gramos + 38.99 y 406 gramos + 14.14. Al comparar el peso
de las ratas del lote EIl presenta diferencia significativa con las ratas de los lotes control a
pariir del diz 13 de la gestecidn y Lasta al dia de sacrificio, mientras que nc hay diferancia
con las ratas del lote EI (tabla 1, grafica 1).

TABLA!: Promedio de pesos de las ratas durante la gestacion.

PESO [DIA T DIA 6 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 20

El 36860+ 2101 |284.21+ 3117 |261.90 = 20.51 | 265.10 = 24.67 * | 269.30% 40.13 * | 28545 + 27.82°
n=31

EIl (39114« 2578 [291.1d+ 2578 | 28746 = 21.69 | 28746 = 2169 |269.30% 40.13 ¢ | 261.00 + 16.56 °
n=23 )

Ci 37633 = 23.16 | 293.83 = 2587 |296.66 = 2742 1396.00 = 27.62 |320.66x 28.91 |371.33 = 38.99
n=6 ’

Cll | 280.60% 1721 |30260= 1607 |30520 = 21.06 |319.20 + 1889 | 328.00% 2552 |406.00 = 14.14
n=3

Valores expresados en promedio + DE. *p<0.05 VS CI1.°p<0.05 vs CI, CIl. e« p= no

significativa.

Grifica 1: Promedio de pesos durante la gestacidn.

PESO DURANTE LA GESTACION

‘GRAMOS

180 - - —_— e
a1 das dia8 dia 13 dis 15 ais 20

DIAS DE GESTACION

Valores expresados en promedio + DE. *<0.05 vs CII, °p<0.05 vs CLCIl. e p=
no significativa.
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*8.2. GLUCOSA

Los niveles de glucosa en los lotes experimentales EI y EII incrementaron -a lo largo de la
" ‘gestacion, alcanzando niveles mayores a los 380 mg/dl el dfa 20 de la gestacioén, sin

‘presentar diferencias significativas entre ellos.

Las ratas de los lotes control mantuvieron niveles de qucosa menores a los 100 mg/dl
durante toda la gestacién. Al comparar los lotes experimentales con los controles se

encontraron diferencias significativas (tabla 2, grafica 2).

TABLAZ2: Niveles de glucosa durante la gestacion.

GLUCOSA |DIA 6 DIA 8 DIA 13 DIA 20
EI 89.56 + 15.33 |284.75 + 57.64* {327.85 +70.39* [385.66 +95.31*
n=51
EIl 87.52 + 9.579 [370.75 + 45.63* {34691 + 74.28* [399.20 + £1.33*
n=23 .
ClI 88.33 + 11.02 {84.50 + 15.25 [8233 + 9.157 |82.00 +3.162
n=6
CIl 101.40 £ 11.71 [89.60 ~+ 6.877 '193.00 + 5.000 {7950 +3.535
n=5
Valores expresados en promedio + DE. ‘p<0 OOl vs CI, CIIL.
Grifica 2: Niveles de glucosa durante la gestacion.
GLUCOSA DURANTE LA GESTACION
—a—E
—e—Ell
——Ct
—cn

-

=
Dla8 DA 13
DIAS DE GESTACION

DIA 20

Valdfes expresados én promedxo + DE “p<0 001 vs CI CIL
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8.3. CETONURIA.

El lote El presentd una elevacion de cetonas en orina, llegando a tener su valor maximo el
dia 13 de la gestacion: 18 + 42.32, disminuyendo hasta el dia 20 presentando un valor de
0476 + 1.50 mg/dl.

El lote EII presentd un aumento en la concentracion de cetonas en orina aproximadamente a
la mitad de la gestacion llegando a tener un valor promedio de 103.18 + 78.93 mg/dl el dia
13 de la gestacion, disminuyendo el dia 20 hasta llegar a un valor de 48 + 67.46 mg/dl.
Los lotes Cl y CII no presentaron elevaciones de cetonas en orina.

Al comparar los valores de cetonas de los lotes experimentales EI y EII se encontré una
diferencia significativa los dias 13 y 20 de la gestacidon con un valor de p<0.001. La
comparacién entre el lote EI con respecto a los controles Cl ¥ CII no presenté diferencia
significativa. La comparacion entre el lote EIl con respecto a los controles Cl y CII fue
significativa con un valor de p<0.005 los dias 13 y 20 de la gestacion (tabla 3, grifica 3).

TABLA 3: Cetonuria durante la gestacion.

LOTE |[DIA6 |DIA 13 DIA 20
El 0 18 + 4232010476 + 1.50e
EIl 0 103.18 +  78.93* |48 + 67.46% |
CI 0 0 0
CIl 0 0 0

Valores expresados en promedio + DE. *p<0.005 VS EII,CI,CII.
op= no significativa VS CI,CIL.

Graﬁca 3 Cetonuna durante la gestacnon

CETONUR!AS DURANTE LA GESTACION

200 -

MG/DL

DIAS DE GESTACION

Valorés expfe‘sédc;s en prbmedio + DE. ‘p<0065VS>EIEC_I:EZI[
ep=no significativa vs CI.CII.

 THSIS CON *
FALLA DE URIGEN




8.4, GLUCOSURIA.

"El lote EI presentd un ligero aumento de glucosuria para el dia 13 de la gestacién con un
- valor promedio de 1540.74 +_655.30 mg/dl, aumentando nuevamente el dia 20 de la
gestacion con un valor de 2000 mg/dl.

Los niveles de glucosa en orina (glucosuria) en las ratas de EII alcanzaron un nivel
promedio el dia 13 de la gestacién con un valor de 1200 + 682.27 mg/dl, aumentando el
dia 20 de la gestacion con un valor de 1410 + 825.22 mg/dl.

Las ratas del lote EIl presentaron niveles de glucosa en orina significativamente mayores
que las ratas de los lotes control con un valor de p<0.001, y significativamente mayores que
los valores del lote EI con un valor de p< 0.001. Las ratas del lote EI presentaron niveles
significativamente mayores que las ratas de los lotes control con un valor de p<0.001 (tabla
4, grafica 4).

TABLA 4: Glucosuria de la gestacion.

LOTE DIA 6 DIA'13 DIA 20
El 0 1540.74 + 655.30e [2000 e
EIl 0 1300 + 682.27* | 1410 + 8§25.22%
Cl 0 0 0
Cll 0 0 0
Valores expresados en promedio + DE. *p<0.001 VS EIL.CI,CII.

ep=<0.001 VS CI, CIL

Grifica 4: Cetonuria durante la gestacion.

GLUCOSURIA
2500 -
2000 -
. ——|
3 1500 - o
= 1000 - ——Em—Cl
500 ——Cit

o
dia 6 dia 13 dia 20
DIAS DE GESTACION

Valores expresados en promedio + DE. ‘;;Q(I).OOl VS E[I,CI.Cl-I.
ep=<0.001 VS CI, CIL
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8.5. QUIMICA SANGUINEA.
8.5.1. GLUCOSA SERICA

El dia del sacrificio de las madres, el promedio de glucosa sérica que presentd el lote EI
fue de 445.04 + 122,40 mg/dl y del lote Ell fue de 467.63 -+ :154.81‘mg/dl, al
compararlos no tienen diferencia significativa con una p > 0.05.-La glucosa sérica que
presenta el lote CI fue de 79.166 + 8.518 mg/dl y del lote. CII fue de 81 +°2.645 mg/dl,
tampoco representa diferencia sxgmhcatlva .
Los valores de glucosa sérica en los lotes e‘(penmentales Ely EII ‘fueron sxgmﬁcanvamente
mds elevados que los de los lotes controles CI, CII (tabla 5, grafica 5).

~Tabla 5. QUIMICA SANGUINEA DE LAS RATAS DE TODOS LOS LOTES EL DIA
DE SACRIFICIO.

LOTE Glucosa Colesterol | Triglicéridos | VLDL HBAIlc Insulina
(mg/dl) (mg/ dl) (mg/ dl) (mg/ dl) (%) pU/dl
El 44504 +]68.56 # 32590 + 65.09 +]7.42 +[15.04 +
122.40* 27.46e 209.37e 41,78 0.60* 3.60*
Ell 467.63  +[57.54 +1330.63 +(66.18 +15.95 +111.05 +
154.81* 18.65e 175.28e 35.06e 0.79* 4.42%
CI 79.166 +]69.2 + 396.33 + 78.83 +[1.6 +115.71 +
8.518 12.17 159.56 31.67 0.60 4.88
CII 81 + 2.645{72 +[386 +177.33 +[29+0 14.13 +
12.05 143.37 28.37 5.25
Valores expresados en promedio + DE. *p<0.009 VS CI, CII. ep= no significativa.
Graﬁca 5 Glucosa sangumea durante la gestacion.
700
600
soo WE
T 400 mEI
£ 300 gcl
200 acn
100
0
GLUCOSA
*p<0.001 .
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' 8.5.2. COLESTEROL

Los valores de colesterol del lote EI fueron de 68.56 + 27.46 md/dl y el lote EII de 57.54
-+ 18.65 md/dl, siendo esta una diferencia no significativa con un valor de p >0.05.

Los valores de colesterol en el lote Cl fueronde 69.2 + 12.17 mg/dl y de CII fueron de 72

+ 12.05 mg/dl lo cual no fue significativo con un valor de p >0.05.

Las ratas del grupo El vs CI, El vs CII, Ell vs Cly Ell vs CIl no fueron significativas con

un valor de p > 0.05 (tabla 3, grifica 6).

Grafica 6. Colesterol durante la ;,estacxon

120
100 {
80 T mEl
] mE!
2 80 oct
40 oci
20
0
COLESTEROL
p>0.05 T
* 8.5.3. TRIGLICERIDOS

Los niveles de triglicéridos de las ratas del - lote El fueron de :325.90 + 209.37 mg/d|, y los
.- del lote EII fueron de 330.63 + 175.28 mydl lo cual no fue sxgmﬁcauvo con un valor de
. p>0.05.

Los niveles de triglicéridos de las ratas de cl fueron de 396 33+ 159.56 mg/dl'y los del
lote CII fueron de 386 + 143.37 mg/dllo cual no representa una diferencia significativa
con un valor de p >0.05.

" Al comparar los valores de triglicéridos entre los” lotes experimentales El y EIl y CI y cl
no se encontraron diferencias significativas (tabla 5, grifica 7).
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Griéfica 7: Triglicéridos.
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p>0.05

8.54. VLDL ‘(LIPOPROTEiNAS DE MUY BAJA DENSIDAD).

Las lipoproteinas de muy baja densidad, se calculan basandose en los niveles de
- triglicéridos, porque se comportan de manera similar a éstos. El lote EI presenté: 65.09 +
~41.78 mg/dl, el lote EIl presentd 66.18 + 35.06 mg/dl, al compararlos la diferencia no fue-

significativa p > 0.05. Al comparar los lotes experimentales EI 'y EII contra los controles
* Cl y CII no se encontrd una diferencia signiticativa p > 0.05 (tabla 5. grafica 8).

Grifica 8: VLDL.
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8.5.5. INSULINA

Las ratas del lote EI tuvieron un promedio de insulina de 15.04 + 3.60 pUI. Las ratas del
lote EIl presentaron un promedio de insulina de 11.05 + 4.42 yUL Las ratas del lote CI
presentaron un promedio de 15.71 + 4.88 pUI mientras que las ratas del lote CII fue de
14.13 + 5.25 pUL Los valores de insulina son mesnores en las ratas de los lotes
experimentales- El y Ell comparados con los de los lotes controles Cl y CII. Y son
significativas las diferencias con una p= 0.009 (tabla 5, grafica 9).

Grahca 9: Insulma
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- 8.5.6. HBAlc(IIEMOGLOBlNA GLUCOSILADA).
El porcentaje de HbA | del lote EI fue de 7.42 + 0.60%, y el del lote Ell fue de 5.95 + 0.79

%. Las ratas de los lotes EI'y EIl presentaron niveles significativamente mas ‘elevados de
HBA,c (tabla 3, grafica 10).
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Grafica 10:HbA

9

8

7

6 e -

mEl

.5 ®El
3

a4 acl

i

3 aci

2

1

o |

HbA1e
*p<0.001

-9. FETOS.
9.1. VUMERO DE FETOS POR CAMA.DA
. El promedio de fetos fue significativamente mayor en los lotes comroles al comparnrlo con

; los lotes experimentales p<0.001. El nimero de fetos del lote EII es significativamente
mas bajo que el del lote EI p<0.001 (tabla 6, grifica 11),

TABLA: 6. NUMERO DE FETOS POR CAMADA

LOTE FETOS
El 6.06* + 3.64
EIl 2.33* + 2.08
ClI 8 + 3.57
Cll 11 + 244

Datos expresados en promedio + DE. *p<0.001 CI VS Cil
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" Gréfica 1 1:Ntmero de féto

NUMERO DE FETOS POR CAMADA

9.2. PESO

*p<0.001 VS CL.CIl

El promedio ' de peso de los fetos fue significativamente mayor para los Idjtesk control que
Los fetos del lote EIH presentaron- un peso -
significativamente mas bajo que el del lote EI p<0.001 (tabla 7, grifica 12)..

para 'los experimentales p<0.001.

TABLA 7. Peso de los fetos de 20 dias.

LOTE PESO(gramos)
El 233 + 0.61*
Ell 1.12 + 0.92%°
{Ct 3.06 + 0.56
CIl 244+ 0.27

*p<0.001 VS CI, CII, ep<0.001 VS EI
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Grafca 17 Peso de los fetos
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9.3, TALLA.

En lo que respecta a‘la tlla de los fetos los lotes control tuvieron .una talla

o '5|gn|hcatwamente mayor que los fetos de los lotes experimentales p<0.001. los fetos’ del .-

lote Ell tuvn.ron una talla sng,mfcatwameme menor p=0.008 (tabla 8, graﬁca 13)

TABLA 8. Talla de los fetos de 20 dias.

LOTE TALLA (milimetros)
El 4891 + 4.42*
Ell 41.93 + 5.98%°
CI 54.16 + 2.19
Cll 529 + 241

Valores expresados <n promedio + DE.
*p<0.001 VS CI, CII. °p<0.008 vs El,*ep<0.001 vs EI.
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*p<0.001 vs CI/CII, p<0.008 VS EI

9.4. REABSORCIONES

Grafica 13: Talla de los fetos.
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El promedio de reabsorciones fue significativamente mayor para los lotes experimentales
p<0.001. Mientras que los lotes controles no presentan reabsorciones incluso en-el lote CII
no se presentd ninguna reabsorcion (tabla 9, grafica 14).

TABLA: 9. REABSORCIONES

LOTE PROMEDIO DESVIACION
El 3.63* 3.04

Ell 5.5* 6.36

Cl 1 0

CllI 0 0

Valores expresados en promedio + DE. *p<0.001 VS CI. CII
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*p<0.005 vs ELI,CL,CII

- 10. PLACENTAS.

10.1. PESO Y DIAMETRO DE LAS PLACENTAS.

En el peso de las placentas hubo diferencia significativa entre el lote El .y los lotes control
(tablz 10). El lote El si presenta diferencia mgmﬁcauvn al compara:lo con los lotes control, :
pero no con ¢l lote EIl (grafica 15).

£l didmetro de las placentas fue significativamente mayor en los lotes e\perlmentales al
compararlos con los controles. La diferencia entre EI y. EIl - fue también significativa
(tabla 10, grafica 16). ) o

TABLA 10: PLACENTAS.

LOTE PESO (gramos) DIAMETRO (milimetros)
El n=7 0.99 + 0.30* 1770 + 2.66*
EIl n=99 0.83 + 0.22e 16.93 + 1.72°
Cl n=8 076 + 0.11 1653 + 1.24
CIl n=45 070 + 0.14 1529 + 237

Valores expresados en promedio + DE. *p<0.005 VS CI., CII.
°p<0.001 vs El,ep= no significativa.
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Grafica 15: Peso de las placentas.
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Grifica 16: Diametro de las placentas.
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|I ANALISIS l\/lORI‘OLOGlCO DE LA PLACE TA. 3

La placenm de. mms de '70 dias de desi xollo estd ’consluuldu de . 3 leglones que en
dneccnén feto-muterna son: o) |eglon laberintica, b) |eg16n mtelmedm (espongonol‘oblaslo)
y ‘c) leglén de celulas glgdnlcs. Sus cmaclemllcas se |esumen en el cuadxo 4. Mlcmgmﬁ’as
_3y4 : : :
1,2,

Micrografia Pluccnld dc. rata de 20 dfas de Mlcmgmﬁ.l 2: Pldcenhl de rata de 20 dl.ls
de Gestacion. Domle se observan lus tres regiones Gesticidn, Donde se observan las tres regiones

que la forman: CG (Células Gigantes), que la forman: CG (Células Gigantes),
E (Espongiotrofoblasto), ZL (Zona Laberin- E (Espongiotrofoblasto), ZL (Zona Laberfntica,
tica), ClL H/E. 25X. Cl. H/E. 25X.

. Vet

Micrografia 3: Placenta de rita de 20 dias Micrograffa 4: Placenta de rata de "0 dins de
Gestacion. Donde se observan las tres regiones Gestacidn. Donde se abservan las tres regiones
que la forman: CG (Células Gigantes), que la forman: CG (Células Gigantes),
E (Espongiotrofoblasto), ZL (Zona Laberfutica).  E (Espongiotrofoblasto), ZL (Zona Laberintica.
El H/E.25X. Ell. H/E.25X.

. 48

TESIS CON
FALLA DE UiiGEN




1) Regién laberintica.

En los lotes controles esta regidon comprende mds de la mitad del volumen total de la
placenta; es la porcién mds cercana al embridn. Estd constituida por trofoblasto que se
ramifica formando vellosidades que en su interior presenta vasos sanguineos fetales; al
exterior entre ellas se encuentran vasos maternos. Las vellosidades estin limitadas por una
capa sincicial multinucleada en la que se observan células de forma ovoide con un nticleo
esférico central y ciloplasma granular con inclusiones de glucdgeno. En esta regidn se
observaron células trofoblidsticas con apariencia cibica, que presentan un niicleo central
esférico y con un citoplasma ligerumente denso. Se observaron células gigantes mono y
binucleadas siendo éstas de mayor tamaiio y localizadas en la proximidad de los vasos
sanguineos. Estas células se caracterizan por presentar un citoplasma granuloso y un nticleo
excéntrico. Microgralias 5y 6.

En regién se pucde observar la presencia Qe linfocitos y gran cantidad de vasos sunguineos
fetales de diferentes calibres.

El mesénquima fetal es escaso con apariencia laxa y se encuentra rodeando a los vasos '
sanguineos fetales que contienen de eritrocitos no nucleados (Micrograffu 6).

Mu.mbr.m.l : Zona L.lbt.nnuc'l (ZL). Donde Mlcrogral'f.l() Zona L.lbermuca (/L) Dondc se

se observa la presencia de vasos sanguineos observan la presencia de Células con Glucégeno
fetales (VSF). Vellosidades (V). (CGl), Vellosidades (V). Vasos sangufneos fetales
CII. H/E. 50X. (VSF), Lagunas de Sangre materna (LM).

CIl. H/E. 100X.

En los lotes experimentales se observé una disminucién en el grosor de la pared de las
vellosidades siendo mds delgada que en los controles (Comparar Micrografias 6 con la
Micrografia 8 y 10). Lus vellosidades estdn rodeadas por una capa sincicial multinucleada,
con una menor cantidad de células trofoblidsticas inmersas en él. La vascularizacién es
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mayor comparada con la observada en los lotes controles, incluso es mayor en el lote EIIL
Las paredes de los vasos sanguineos presentan un menor grosor y se observan mis
dilatados (Micrografia 7). El mesénquima fetal, de apariencia fibrilar, es abundante y rodea
a los vasos sanguineos. Hay un notable aumento en la cantidad de linfocitos.

La presencin de quistes y material en degeneracién fue observado en esta regién
(Microgralfa 7), siendo mayor en el lote Ell, con lo cuil la barrera placental aumenta su
grosor (Micrografia 10).

. R ) Tt B P g\.“" 2 Ty o
Micrograffa 7: Zona Laberintica (ZL). Dond Microgralia 8: Zona Luberintica (ZL). Donde se
se observa la presencia de vasos sanguineos observan la presencia de Células con Glucédgeno
fetales (VSF). Vellosidades (V). Quiste (Q). (CGI), Vellosidades (V). Vasos sanguineos fetales,
El H/E. 50X. (VSF), Lagunas de Sangre materna (LM).

EL H/E. 100X.

ZL). i)on(lle' .
se observa fa presencia de vasos sanguincos observan la presencia de Células con Glucdgeno
fetales (VSF). Vellosidades (V). Quiste (Q). (CGl), Vellosidades (V). Vasos sanguineos fetales

IJCélulas Gigantes (CG). EILL H/E. 50X. (VSF), Lagunas de Sangre materna (LM).
Ell. H/E. 100X.




b) Regidn intermedia (espongiotrofoblasto).

En los lotes controles, esta regidn estd ubicada entre la regién laberintica y la region de
células gigantes y estd rodeada por vasos sanguineos maternos provenientes de la zona de
células gigantes. Esti constituido por células trofobldsticas que forman varias capis. y

pueden ser mono o binucleadas. Su distribucidn es regular a lo largo del disco placental y

en ocasiones se observé rodeado de trofoblasto (Micrografia 11).

Micrografia 11: E (Espongmuolohldslo)
N (Nicleo de espongiotrofoblasto).
CIL H/E. 100X.

En los lotes experimentales esta regidn es extensa, encontrindose grupos de este. tejido
inmersos entre las capas de células gigantes ¢ incluso presentan una imagen que sugiere la
invasién del espongiotrofoblasto hacia la regién laberintica, Se observaron zonas reducidas
de espongiotrofoblasto que se encuentran inmersas dentro de la regién laberintica y estin
rodeadas de células con glucégeno, formando quistes (Micrografia 12,13).

Mlcrogmﬁ.l 12: E (Espoxlglolloldhldslo) Mlcxogmlm l :E (Espongnouofohlaslo)
N (Nrticleo de espongiotrofoblasto). N (Nticleo de e.sponglolmfobld.slo).
CGl (Células con glucdgeno).EL. H/E. 100X. CGI (Células con glucdgeno).EILH/E. 100X.
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c) Region de células gigantes del trofoblasto.

En los lotes controles esta region se compone predominantemente por:
1.células gigantes.

2.células basofilas pequeiias.

3.células con glucdgeno.

Las células gigantes del trofoblasto son células voluminosas, localizadas principalmente en
la periferia de la placenta y se encuentran muy cercanas a los sinusoides maternos, los
cuales solo se observaron en esta region. Estas cclulas se observaron muy cercanas a la base
de la placenta y en algunos casos formando grupos. Son ficilmente distinguidas por su gran
tamafio, presentan un citoplasma con acumulaciones de glucégeno y un ntcleo esférico y
central (Micrografia 1y 2).

Las células con glucogeno se distribuyen cerca de la base de la placenta en las
proximidades de tas células gigames del trofobiasio, presentan nicieos picndticus y en
algunos casos desplazados hacia el centro de la célula. Se observo también un nimero
reducido de células basofilas muy cercanas a las células con glucdgeno y muy cercanas al
espongiotrofoblasto (Micrografia 2).

La capa de células gigantes esta constituida por una menor cantidad de células, localizadas
en la periferia de la placenta. Al comparar la cantidad de células con glucogeno de estos
lotes con los lotes experimentales se pudo observar un aumento considerable de células con
glucdgeno (Micrografia 1).

En los lotes experimentales la capa de células que constituye a la region de células gigantes
se encontrdé incrementada. La distribucion de estas células varia con respecto a los
controles. pues aqui se encuentran en gran nimero distribuidas a lo largo de la periferia del
disco placental, formando grupos. La apariencia de células gigantes en muchos casos es
vacuolada. observindose cambios degenerativos indicados por la acidofilia del citoplasma
celular (Micrografias 3,4.9).

En algunos casos se observan grandes espacios o sitios con material amorfo acidéfilo
causado por la degeneracion de las células con glucdgeno (Micrografia 4).
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. Cuadro 4: Principales caracteristicas de la placenta de roedores.

T -FOBLASTO)

S ' ) POSICION Y
| REGION - FUNCION MORFOLOGIA TIPOS
‘ il CELULARES
*Analoga en funcion | Altamente plegada, |Region mds cercana
a las vellosidades se ramifica formando |al embridn.
libres del corion vellosidades. *Células con
) humano. glucogeno.
’ . *Intercambio de *Células
‘] LABERINTICA gases y nutrientes. trofoblasticas de
apariencia ctbica.
*Células gigantes
mono o binucleadas.
*Linfocitos.
*Zona de mayor Constituido de varias | Region Intermedia.
: | contacto para la capas de células *Células
2 | captacion de trofoblasticas. trofoblasticas mono o
. INTERMEDIA - _{ nutrientes. ) binucleadas.
‘| (ESPONGIOTRO-

" CELULAS
GIGANTES DEL
TROFOBLASTO

*Mediadoras de la
implantacion,
promueven la
invasién hacia el
utero.

*Producen VEGF,
proliferina y
adrenomedulina.
*Promueven el flujo
sanguineo materno al
sitio de implantacion.
*Fuente de
hormonas.

*Mayor tamaiio.
*Esféricas u ovoides.
*Poseen uno o varios
nicleos.

*Citoplasma
granuloso.

*Cercanas a los vasos
sanguineos.

Periferia del disco
placental.
*Células basofilas
pequeiias.
*Células con
glucodgeno.




12. DISCUSION.

Se ha demostrado que la STZ es uno de los agentes mds eficaces en la induccién de la
diabetes en diferentes modelos experimentales (13,15,43,44,53). Su eficacia depende del
modelo animal y la dosis empleada para lograr establecer un estado permanente del efecto
diabético (13,15,53).

En diferentes estudios, utilizando dosis de STZ desde los 25 hasta los 100 mg/kg se ha
comprobado que existen efectos diabetogénicos que varian en intensidad y en la aparicién
de las complicaciones (15). Las dosis mas utilizadas son las 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, pero
este cfecto se pierde al dia 10 en el que los niveles tienden a regularizarse (15, 37, 55, 118).

Se ha planteado que la forma de accidn 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 puede tener como resultado un efecto letal sobre los
animales durante las primeras 48 horas de la induccidn. Los animales que sobreviven
adquieren un estado de hiperglucemia a largo plazo, presentindose las complicaciones
propias de lz Jiabetes.

En nuestro estudio, en los lotes experimentales los niveles de glucosa se elevaron a las 48
horas posteriores a la induccion, y se mantuvieron con valores superiores a los 200 mg/dl
hasta el dia 20 (sacrificio), lo cual confirma el efecto permanente de la induccién de la
diabetes, grafica 2.

La pérdida de peso se ha asociado con la severidad de la diabetes, reportes de ratas
m)ectadas con 55mg/kg de peso y 65 mg/kg de peso, describen que estas ratas son
incapaces de aumentar de peso durante la gestacion (13,57,108).

En este estudio los lotes controles CI y CII, aumentaron constantemente de peso a lo largo
de la gestacion, presentando una diferencia significativa con los lotes experlmentales ElLy.
Ell; los cuales no tuvieron una elevacién considerable en': su peso

Esto se puede atribuir a la hiperglucemia (71).

~ Diferentes factores como el hipoinsulinismo y la alteracién en los, niy eles de glucosa "han
sido reportados como agentes responsables de la produccion de nnormahdades en fetos y
cnas de rata (53.55.57.66). . ;

- 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. La cetonuria es el reflejo de la disminucion de insulina, la reduccién de la
disponibilidad tisular de glucosa y el consecuente aumento de la lipdlisis al interior de las
" células, lo que produce una sobreproduccion de cuerpos cetonicos como el hidroxibutirato,
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el dcido acetoacético y la acetona, que ¢l 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
(119).

En este estudio, el lote EIl presentd los niveles mas elevados de cetonuria, el dia 13 de la
gestacion, sin embargo estos niveles disminuyen conforme transcurre la gestacién. Este lote
presenta el menor niimero de productos y el mayor niimero de reabsorciones, por lo que
podriamos pensar que el efecto de sinergia entre la cetonuria y la hiperglucemia es
responsable del nimero de reabsorciones por una ampliacidn del efecto teratogénico en
etapas clave del desarrollo. En el caso del lote EI los niveles de cetonuria fueron mas
elevados, sin embargo tuvieron un comportamiento similar al del lote EII, al alcanzar el
pico maximo y disminuir gradualmente hasta ¢!l dia de sacrificio, probablemente en este
lote la relacion cetonuria-hiperglucemia fue menor debido a la dosis de induccién
empleada, lo que se refleja en un mayor nimero de fetos y menor numero de reabsorciones.

Los estudios realizados por Sybulski con ratas gestantes a las que se les administré una
dosis de 50mg/kg de peso de STZ mostraron que solo una rata tuvo evidencias de gestacion
y presenté  disminucién de peso y cetonuria (26). Estos estudios son discordantes con
nuestros datos, debido a que el porcentaje de ratas con embriones y cetonuria fue
considerablemente mayor en este estudio utilizando la misma dosis.

Las ratas del lote EIl presentaron niveles significativamente menores de insulina que los
presentados por el lote EI y que los lotes control. La falta casi absoluta de insulina,
provoca un aumento en la lipdlisis y por ende en los niveles de dcidos grasos libres, los
cuales son oxidados en el higado, incrementando la produccion de cuerpos cetonicos,
cetonuria y en el Ultimo de los casos acidosis (pH) (119).

No se observé un incremento significativo en los niveles de triglicéridos en las ratas del
lote EIl al compararlas con el resto de los lotes, éste parametro suele estar alterado en ratas
diabéticas. de tal forma que la correlacion de hiperglucemia, hipertrigliceridemia e
hipoinsulinemia puede servir para predecir el desarrollo de los productos de madres
diabéticas y su estricto control puede prevenir la aparicién de malformaciones e incluso la
muerte intrauterina (120).

Existen estudios controversiales tanto en ratas como en humanos diabéticos en donde las
concentraciones de colesterol plasmitico se encuentran elevadas, no se presentan o se
encuentran disminuidas. En nuestro estudio, las ratas presentaron aumentos muy ligeros
en la concentracién plasmatica de colesterol el dia del sacrificio; los niveles de colesterol
que presentaron las ratas del lote EI no son diferentes de los presentados por las ratas de los
lotes EII, CI. CII.

El porcentaje de fetos por camada en los lotes control Cl y CII fue mayor, mientras que en
los lotes experimentales el nimero de fetos fue mucho menor.

El lote Ell presenté un-mayor niimero de reabsorciones, seguido por el lote El .y por ultimo
los lotes control. Estos datos muestran que la gestacion en un ambiente hiperglucémico estd
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relacionada con un aumento en el porcentaje de reabsorciones y por lo tanto una
- “disminucion en el niimero 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 a los embriones desde las etapas de la embriogénesis temprana tales
como la gastrulacion, la induccion del tubo neural, el establecimiento de los ejes de
simetria, etc (71). Durante estos periodos de la embriogénesis temprana se encuentran
activados la mayor parte de los genes que controlan los procesos del desarrollo, por lo que
el efecto hiperglucémico puede incrementarse, lo que demuestran los estudios de Phellan,
en los que establece una alteracion del gen Pax3 que produce alteraciones en la formacién
del tubo neural. estas alteraciones dependen de la concentracidn de glucosa en cultivo de
embriones de rata (65).

En este estudio se utilizaron dosis de 50 mg/kg de peso y 60 mg/kg de peso de STZ, estas
dosis produjeron hiperglucemia (lote EI y EII respectivamente). El lote El tuvo mayor
porcentaje de embriones y menos reabsorciones que el lote EII. La tasa de mortalidad en el
lote EIl es mayor que el presentado en el lote El, podemos pensar que la dosis de 60mg/kg
de peso probablemente ejerce un efecto mayor disminuyendo la sobrevida de las crias. Los
animales que sobreviven a este efecto podrian establecer un cuadro hiperglucémico, debido
a que el efecto teratogénico se manifiesta muy tempranamente por lo que el nimero de
embriones es menor, y la tasa de reabsorcion es mayor.

Existen diversos reportes que establecen un retraso en el desarrollo de los productos de
madres diabéticas, relacionindolo con una disminucion de la talla y el peso de los fetos que
estd en relacion con la severidad de la diabetes (118). En este estudio estos datos se
confirman pues los fetos de los lotes CI y CII, tuvieron una talla y un peso
significativamente mayor que los de los lotes EI y EII. El lote Ell presentdé menor talla y
peso que el lote El, lo que puede atribuirse a niveles mads altos de glucosa.

El retraso en el desarrollo y la disminucion 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 desarrollo en que se esta llevando a cabo la
vascularizacion corioalantoidea. lo que provoca un decremento en la eficiencia placentaria
que se refleja en una disminucion en la talla del embrién y un retraso en el desarrollo.
Considera que las placentas de madres diabéticas presentan un mayor volumen debido a
una alteracion 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 un posible caricter de inmadurez. que se refleja en una ineficiencia placental.

Las placentas de los lotes ClI y CII presentaron un menor diametro y peso que las placentas

de los lotes El y Ell, y de estas las del lote El alcanzaron un mayor didmetro y peso. Estos
resultados concuerdan con lo planteado por Forsberg (114).
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Al analizar la estructura de la placenta de 20 dias de desarrollo se observé que una capa de
tejido conjuntivo delimita a la placenta, su analisis mediante microscopia de luz muestra
diferencias entre los grupos controles y los experimentales y al comparar el grupo
experimental I contra el Il no se observan grandes diferencias estructurales.

Gewolb y colaboradores (1986) analizaron por medio de microscopia de luz y electrénica
las placentas de ratas diabéticas inducidas con una dosis de 40-45mg/kg de STZ i.v los dias
14,18 y 22. Encontraron que las placentas de ratas diabéticas son mas grandes y los fetos
mds pequefios que las de los controles. Las placentas de ratas diabéticas especialmente al
inicio de la gestacion, presentan numerosas células con glucdgeno que pueden ser
distinguidas en la zona basal. En la zona laberintica, las vellosidades trofoblasticas son
significativamente mas gruesas en las placentas diabéticas los dias 18 y 22 y presentaron
acumulaciones de lipidos, especialmente en la zona trofobldstica 2. .o zona laberintica el
dia 22 en las placentas diabéticas contienen mds glucdgeno y reticulo endoplasmico rugoso
en las zona trofoblasticas y esta caracteristica también se encuentra en las placentas de 18
dias control. Estudios bioquimicas han demostrado la continua divisiéon celular y el
incremento en la cantidad de glucégeno en placentas diabéticas, atribuyéndole un caracter
inmaduro. La evidencia citolégica confirma la presencia de un incremento en el glucégeno
y las reservas de lipidos en la zona laberintica especialmente en el drea celular entre la
sangre materua y la fetal. Concluyen que las modificaciones que presenta la membrana
interhemal en la zona laberintica de las placentas diabéticas incrementa la distancia de
difusion entre la circulacion materna y la fetal v tiene un efecto placental adverso a su
funcionamiento y resulta en un retardo en el crecimiento fetal en este modelo de gestacion
diabética. Los fetos en este modelo tueron mas pequefios que los controles el dia 14 de la
gestacion. Las placentas son mas grandes que los controles el dia 18, pero no poseen
diferencias en tamaiio los dias 14,16 (106).

Estos planteamientos concuerdan con nuestros estudios ya que las placentas de 20 dias de
desarrollo mostraron un aumento en su peso y diametro, este aumento en la masa placental
puede atribuirse a un mecanismo insuficiente para disminuir el flujo uteroplacental en este
modelo., Mientras que los fetos tuvieron una disminucién en su peso y talla. Las
modificaciones morfolégicas planteadas por Gewolb y colaboradores son observados en
nuestro modelo.

Nuestros estudios concuerdan con los estudios realizados por Padmanabhan y Shafiullah
(2001). quienes examinaron las placentas de ratas diabéticas gestantes, inducida con 50
mg/kg de STZ, los dias 14-20. Ellos encuentran que el retardo en el crecimiento en el
grupo de STZ es significativo desde una etapa temprana (dia 15) y persiste hasta el ultimo
dia de observacion (dia 20). Al término los fetos del grupo de STZ pesaron sélo el 60% del
peso corporal de los grupos controles y el grupo tratado con insulina tuvo una
recuperacion significativa en el peso (118).

La mortologia de las placentas de ratas diabéticas los dias 14,16 y 18 varié a la presentada

por los controles. Estas placentas se caracterizaron por presentar mds cantidad de células
con glucdgeno. En las placentas de 16 y18 dias de gestacion observaron mesénquima fetal
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y fibrosis perivascular. Ellos concluyen que no esta claro si los cambios en la placenta son
la causa primaria de los disturbios en el crecimiento fetal, por consecuencia estos podrian
traducirse como las consecuencias de un proceso de diabetes materna (118).

Estas observaciones concuerdan con las realizadas en nuestro estudio ya que las placentas
experimentales de 20 dias de desarrollo. En la region laberintica presentaron un
adelgazamiento en las paredes de las vellosidades resultado de una probable disminucién en
la cantidad de tejido conjuntivo, Una menor cantidad de células trofoblasticas inmersas en
él, La vascularizacion de la region laberintica se haya incrementada en donde se observo
que las paredes de los vasos sanguineos presentan un menor grosor y st encuentran
dilatados. El mesénquima fetal es abundante, la presencia de quistes en degeneracion es
observada con lo cual la barrera placental aumenta.

La region de espongiotrofoblasto es extenso y se encuentra aumentado en su numero de
capas. En la regidn de células zigentes de! trofohlasto e obrervé ur aumento en la
cantidad células con glucdgeno y de células gigantes distinguidas mediante la reaccion
positiva a PASS- Schiff comparada con los lotes controles, ademas de cambios
degenerativos indicados por la acidofilia del citoplasma celular y en la vacuolizacion
presente en las células gigantes. En muchos casos se observan espacios o sitios en donde
este material se ha depositado.

13. CONCLUSIONES.

La induccion de diabetes con 50 v 60 mig/kg de peso de STZ es igualmente efectiva, siendo
la primera menos toxica. La dosis de 60 mg/kg de peso de STZ disminuye en forma
significativa el numero de placentas, fetos y aumenta el nimero de reabsorciones.

La combinacién 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 morfologia placental provocando:
a) Alteracion en la vascularizacion de la placenta.
b) Aumento en la cantidad de células ricas en glucogeno.
¢) Disminucién en el grosor de las vellosidades placentarias.
d) Alteracion en la distribucion del espongiotrofoblasto.
e) Degeneracidn quistica y vacuolacion de las células gigantes. :
f) Aumento en la cantidad de capas que forman la zona de células gigantes.
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IL-ANEXO 1.
';Se denomina método o técnica histolégica al conJumo de operacmnes destmadas a
: demostrar la disposicion estructural de los tejidos (122).-

FlJaClOI’l' Tiene como principales finalidades el evitar la descompostcxon y autollsxs, ya que
son la causa de las rapidas modificaciones que expenmentan las celulas al morir,” -

Lavado: Después de la fijacidn es casi siempre necesario el ]avado abundante en agua con
un tiempo variable de acuerdo al fijador. .

Deshidratacion: Los disolventes de las sustancnas empleadas en la mclusno kcomo son.el’
éter, cloroformo, xilol. etc.: no se mezclan con el agua, porlo aue es neceS'mo una perfecta'f
deshidratacion de la pieza con alcoholes gradua‘es hasta absoluto, para q

inclusidn penetre bien en los tejidos. ;

Inclusion: Es la operacidn medlame la cual se hace penetrar enla pleza esh ratada una -

materia solidificable que tiene a lo mas la con51slenc1a del KEJIdD 'y facilita'la’ éJecucnén de’
cortes; puede usarse para este fin la paraﬁna . :

INCLUSION EN PARAFINA (122).

1.Fijar en formol al 10% por 24 horas como minimo
2.Lavar en agua corriente 1 hora.
3.Deshidratar con alcoholes de concentracton ascendeme de 50 70 80 96°
minutos en cada alcohol. : A :
4.Aclarar en xilol 30 minutos. :
5.Incluir en parafina. Se sumerge la pxeza en paraﬁna fund\da a 58° C;
de 1 hora cada uno. :
6.En cajas de plastico se coloca parafina fundida Ilmpm, se mtroduce la pleza y se orienta
de acuerdo a la forma en que se va a cortar. ; )
7.Se etiqueta. :
8.Se rodea la pieza con una aguja de diseccion cnhente. con el objeto de sacar 1as burbujas
que se hayan formado al introducir el fragmento. :

9.Se deja solidificar a temperatura ambiente.

y 'absoluto,‘, 45

se hacen 21cambios,‘ i

CORTES EN PARAFINA (122).

1.Ya solidificada la parafina, se delimita con una navaja, dando forma de pirdmide.
2.Se coloca en el micrétomo paralelo al filo de la anﬂJ

3 Se hacen cortes de 5 micras.

4.Los cortes se colocan en un bafio de ﬂotamo a 46°C con gelatma bacteriolégica

previamente disuelta. :

5.Se dejan extender y se adhieren al ponaobjetos. B

6.Se dejan secar a temperatura ambiente.
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- Tincién.:

DESPARAFI\'ACION E HIDRATACION DE LOS CORTES (1'72)

1.Colocar en la estufan 58°C 30 mmutos
- 2.Colocar- en xilol 10 minutos.:. -
3.Colocar en alcoholes dé'100° 96" 70° 50" s por 5 mlnutos cada uno, :
4. Colocar en a;,ua desulada : :

‘ La tecmca de Hematoxnlma-Eosma se consndera cumo u cién nuclear que

permne observar el panorama general de un tejido.

1.Fijar en formol 10%.

. 2.Hacer cortes para parafina.

3. Desparafinar e hidratar los cortes en agua desulada
4. Teiiir con hematoxilina de Harris, 3 minutos.
5.Virar con agua de la llave. ;
6.Lavar con agua destilada para detener el viraje. .
7.Tehir con eosina alcohdlica, 3 minutos, :
8.Deshidratar en alcoholes de 70° , 96° y absoluto durante 3 minutos en cada uno.
9.Aclarar en xilol durante 5 minutos.
10.Cubrir con bidlsamo de Canada o resina.

RESULTADOS:

Nuicleo Azul.
Citoplasma Rosa 6 Rojo.
Mas estructuras o tejidos. . Rosa o Rojo.
VAN GIESON (122).

La técnica de Van Gieson es especifica para tefiir fibras coligenas.

1.Fijar en formol 10%.

2.Hacer cortes para parafina.

-3.Desparafinar e hidratar en agua destilada.
'4.Teilir con hematoxilina de Weigert, 7 minutos.
5.Virar con agua de la llave.

6.Lavar con agua destilada para detener el viraje.
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z 7 Teiiir con solucién de Van Gteson durante l" minutos,
:8.Deshidratar en alcoholes 96° y absolutos durante 3 mmutos en cada uno.
'9.Aclarar en xilol durante 5 minutos. - * S :

10.Cubrir con bilsamo de Canada o resina.

RESULTADOS.

Colagena Roja.
Musculo Amarillo,
. Epitelio Amarillo. .

Niicleo . . Negro™ "

' METODO TRICROMICO DE MASSON (121).

" La técnica de Masson es especifica para tetiir elementos propios uel Tejido Conjuntivo.

1.Fijar en formol 10%.
2.Hacer cortes para parafina.
3.Desparafinar e hidratar en agua destilada.

4.Solucion de Bouin por 1 hora a 56°C o toda la noche a temperatura amblente

5.Lavar en agua corriente hasta desaparecer el color amarillo. .
6.Enjuagar en agua destilada.

7.Teifiir con hematoxilina de Weigert, 12 minutos.

8.Virar con agua de la llave.

9.Lavar con agua destilada para dt.tener el virgje. -
10.Teiiir con solucion de Escarlata de Biebrich durante 2 mmutos
1 1.Lavar en agua destilada.

12.Solucion de dcidos de Masson durante 10 minutos,
13.Solucion de Azul de Anilina durante 5 minutos.

14.Lavar en agua destilada.

15.Solucidon de Agua Acética 1% durante 3 minutos.

16.Deshidratar en alcoholes 96° y absoluto durame 3 mmutos en cada uno.

17.Aclarar en xilol durante 5 minutos.
18.Cubrir con balsamo de Canada o resina.

RESULTADOS.
Ntcleo Neg|:6 :
Muisculo, Citoplasma y Fibras - Rojo

Colagena v -~ Azul
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PASS-SCHIFF (122).
La técnica de PAS-SCHIFF es especifica para tediir Glucégeno.

1.Fijar en formol 10%.

2.Hacer cortes para parafina.

3.Desparafinar e hidratar hasta alcohol 70°.

4.Solucién de Acido Peryédico durante 12 mmutos

5. Enjuagar en alcohol 70°,

6.Lavar en enjuage reductor 5 durante mmutos

7.Lavar en alcohol 90°.

8.Solucidn de Schiff durante 15 minutos. :

9. Lavar en 3 cambios seguidos de Bisultito de Sdeo duranle 2 mmutos cada uno.
10.Lavar en agua corriente durante 5 minutos. .
11.Tediir con Picro indigo Carmin 10 minutos.

12, Deshidratar en alcoholes 96° y absoluto durante 3 mmutos en cada uno.
13.Aclarar en xilol durante 5 minutos. . .

14.Cubrir con balsamo de Canadi o resina.

RESULTADOS.
Nicleo Azul
Glucdgeno Rosa
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11, [NDICE DE ABREVIATURAS

DM
OMS
HbA
HbA |
- GnRH
VLDL
LDL
HDL
SOD
DNA
mM
ROS
Al
NAD
STZ
GLUT
NO
LH
FSH
PRL
T
ip
iv
dpc
pc
ANOVA
"RDG
MCI

Diabetes Mellitus

Organizacion Mundial de la Salud
Hemoglobina Glucosilada

Hemoglobina Glucosilada fraccién lc
Hormona Liberadora de Gonadotropinas
Lipoproteinas de muy baja densidad
Lipoproteinas de baja densidad
Lipoproteinas de alta densidad
Superéxido Dismutasa

Acido Desoxirribonucleico

Milimolar

Especies Reactivas de Oxigeno

Aloxana

Nicotidamina adenin dmucleoudo
Estreptozotocina

Transportador de Glucosa

Oxido Nitrico

Hormona Luteinizante

Hormona Foliculo Estlmulame
Prolactina

Testosteruna

intraperitoneal

intravenoso

dias post coito

post coito

Anadlisis de Variancia ‘
Secuencia de reconocimiento a Ammoacxdos para el receplor de ﬁbronectma
Macizo Celular Imemo
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