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"El que no cree en si mismo,

miente sicmprc "
Fenerico NIETZSCHE.

“Aquc//o gue no ha sido c/cgic/o
por nosotros no Poc/cmos
considerarlo ni como un mérito

ni como un fracaso.”
MiLAN KuNDERA

“Si el hacha Picrc/c su )Ci/o,
Y no se vuelve a afilar,
Hay que golpcar con m3s fuerza.
El éxito radica en la accién

sabia Y bien cjccutac/a. ?
EcLesiastis 10:10

"Solamente un cspiritu sulocr)[icia/
Pucc/c qucc/arsc con la misma bipo’tcsis,

pues s¢ derrumba al menor analisis.”
ERNESTO SABATO

"De todo lo escrito, sdlo aprccio
lo que uno ha escrito con sangre.
Escribe con sangre y sabrss

que [a sangre es cspiritu. ?
F. NIETZSCHE



NO SE POR QUE...

No sé por qué te quiero, tierra mia
pero daria por ti la vida entera,
y mi premio mejor morir seria
defendiendo tu nombre y tu bandera.

Yo te quiero tribal u organizada
en democrata pueblo, unido y fuerte.
Te amo, México, hermoso y codiciado;

tuyo seré en la vida y en la muerte.

Yo no sé si soy mixe o totonaca,
si chamula yo soy o zapoteca,
si soy yaqui, chontal, tarahumara;
si soy triqui, tarasco o simple azteca.

Mucho tengo del indio chichimeca;
también me precio de que soy tlahuica;
de ser del pueblo maya o tolteca,
pero ser como soy... me identifica.

Adoro al Sol, sefior que da la vida;
amo al viento y al agua, de tal suerte,
que adoro a la creacion con su grandeza
y amo al fuego, a la tierra y a la muerte.

Amo en la guerra al dios Huitzilopochtli
que me hace un vencedor en la peleg;
a Quetzalcoatl lo adoro con el arte,
con la ciencia, la danza y con la idea.

Mis pies en los caminos tienen alas;
mis manos, sabias son para el tejido;
todo el orbe lo plasmo en mis bordados
y en ceramica soy un entendido.

Conozco el tiempo, tallo piedras finas;
conozco de los astros los espacios,
cultivo mil chinampas, y primores
he esculpido en los templos y palacios.



Soy venado bailando "La Pascola";
en Papantla soy pajaro en las brumas;
Soy quetzal o vistoso rehuete
y en Oaxaca soy ritmo con "La Pluma".

Soy conchero bailando "Los Chanchanes";
en Patzcuaro, viejito con anhelo;
soy palomo, jarabe y huapango;
soy redoba y soy brinco en el chinelo.

Amo a mis cordilleras lujuriosas;
amo el valle, al desierto, a la llanada.
Amo a las tempestades que amedrentan
y amo la placidez de la alborada.

Amo al indio, mi hermano, que en los hechos
por fin desea encontrar en su existencia,
la conquista de todos sus derechos
en un ambiente de cultura y ciencia.

Yo te amo, {Oh Patria de los Moctezumas!
Suelo hurafio, magnifico y fecundo;
y te amo por que si, porque eres mio
y yo soy tuyo ante la faz del mundo.

Yo te amo por ser barro de tu suelo,
porque siempre vas en mi memoria
y porque tu, mi México querido,
jeres un pedacito de la gloria!

México, vivo estas y estaras vivo
con tu dquila venciendo a la serpiente,
ornada con laureles de victoria
y en libertad viviendo eternamente.

Patria mia, la grandeza es tu destino
y que asentado quedé ya en la historia,
que unidos lograremos la victoria.
iJuventud, emprendamos ya el camino!

A. RIVERA SANDOVAL.
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RESUMEN

Se determino el efecto de la diabetes materna, inducida con estreptozotocina (STZ) sobre el
desarrollo del pancreas fetal a los: 15, 17, 19, y 21 dias de gestacion y 1er. dia de vida
extrauterina (1d.V.E.U.). Se utilizaron 13 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley con un
peso de 200-300g. Se aparearon con machos de fertilidad comprobada toda una noche, a la
mahana siguiente la presencia del tapon vaginal y/o espermatozoides determind a este como
el 1er. dia de gestacion. Se dividieron en dos lotes: Lote Experimental (LE) compuesto de 8
ratas, a las que se les administr6 ip. 50 mg/kg de peso de STZ en amortiguador de acetatos a
0.1M pH 4.3. Se consideraron diabéticas aquellas que presentaron niveles de glucosa
=>200mg/dl, 48 hrs. después. Lote Control (LC) compuesto de 5 ratas, que se les administro
ip. amortiguador de acetatos a 0.1M pH 4.3.

Durante la gestacion a las madres gestantes se les determind glucosa sanguinea y peso
corporal cada tercer dia hasta el dia de sacrificio. Las ratas de los dos lotes fueron
sacrificadas los dias: 15, 17, 19 y 21 de gestacion y 1d.V.E.U. Se obtuvo la sangre total de la
aorta, se extirparon el pancreas y los dos cuernos uterinos; se determind el numero de
reabsorciones y de fetos y el nUimero de crias. De cada camada se determind peso y talla a
cada feto 0 cria. De los productos se obtuvo el pancreas que fue procesado mediante las
técnicas de histologia convencional utilizando las tinciones de H/E y Gomori para su posterior
observacion con microscopia de luz. La sintesis de insulina se determind mediante
inmunohistoquimica utilizando la técnica de marcaje con doble anticuerpo; en la que se
utilizd como anticuerpo primario el Anti-Insulina Ab-6 de Neomarkers (Lab Vision®), y como
segundo anticuerpo un anti-conejo acoplado a HRP*(Dako®).

Durante la gestacion el peso de las ratas del LE fue menor que el del LC, y esta disminucién
fue significativa para los Ultimos dias de gestacion 19y 21 (LC vs. LE p<0.05). Los niveles de
glucosa fueron significativamente altos a las 48 hrs. después de la administracion de STZ
en el LE (p<0.001), considerando un estado hiperglucémico durante la gestacion. Niveles de
glucosa sérica, colesterol, triglicéridos y VLDL fueron mayores en el LE en comparacion del
LC en los tiempos estudiados. Los niveles descendieron después del parto para el colesterol,
trigliceridos y VLDL, mientras que los niveles de glucosa sanguinea y sérica disminuyeron,
aunque representaron valores hiperglucémicos. El peso y la talla promedio de fetos y crias de
madres del LE fueron significativamente menores que los que presentaron los de madres del
LC en los dias 15, 17 ,19, 21 de gestacion y 1d.V.E.U. (p<0.001).

La diferenciacion del pancreas presentd un retraso durante el desarrollo fetal que fue mas
evidente en el dia 15 de la gestacion: manifestandose como asociaciones de células pre-
ductales sin ramificacion, ademas de gran cantidad de mesenquima y observandose que los
primordios pancreaticos no se habian fusionado aun; en el dia 17 de gestacion: las
asociaciones celulares pre-ductales apenas iniciaron su fusiobn para formar los ductos
pancreaticos, en ésta etapa las asociaciones pre-acinares presentaron un retraso de
diferenciacion en comparacion con el LC. En el dia 19 de gestacion en LE las células
acinares iniciaron su diferenciacion y formaron agrupaciones tipo acinos, mientras que en
LC los acinos ya se habian estructurado y se observaron diversas agrupaciones de células
endocrinas. A los 21 dias de gestacion en el LC, los acinos presentaron su conformacion
acino-lobular, las agrupaciones endocrinas incrementaron y claramente se observan
agrupaciones tipo-islotes, mientras que en el LE estas asociaciones son pequenas y
escasas.



En el 1d.V.E.U. tanto en el LC como en el LE se observaron islotes totalmente estructurados
aunque en el LE aln estan presentes entre la masa acinar pequenas estructuras tipo-islote.

El estudio inmunohistoquimico reveld: una reaccion positiva a insulina en el dia 15 de
gestacion, que fue mas evidente en el LE, que en el LC en el que se presentaron escasas
células positivas a insulina entre la masa de células epiteliales pre-ductales.

En el dia 17, en el LE se observdo un aumento de células positivas a insulina, mientras en el
LC las células positivas a insulina fueron escasas. En el dia 19 de gestacion, la reaccion
positiva a insulina fue mas evidente en los pancreas fetales del LC y se presentd una
disminucion de células positivas a insulina en los pancreas del LE. Esta disminucion
persistio hasta el dia 21 de gestacion en los pancreas del LE, siendo considerablemente baja
con respecto al LC. Después del parto, en 1dV.E.U. se presento la misma alteracion, con una
disminucibn drastica en la reaccion positiva de insulina en los pancreas de crias del LE . Las
agrupaciones tipo-islote presentaron una baja positividad a insulina en el LE, y se presento
un incremento de la masa celular p.

La diabetes materna severa inducida con STZ en ratas, ocasiond un retardo en la
morfogénesis del pancreas evidenciado por: la fusibn de primordios pancreaticos posterior
al dia 15, presencia de epitelio preductal y mayor masa mesenquimatosa en el dia 17,
ausencia de agrupaciones tipo islote en el dia 19, menor cantidad de células endocrinas en
las agrupaciones tipo islote en el dia 21, atraso en la formacion de islotes en 1d.V.E.U;
mayor inmunopositividad a insulina en los pancreas de fetos de 15 y 17 dias y menor
inmunopositividad a insulina en los pancreas de fetos de 19, 21 dias de gestacion y crias de
1d.V.E.U.



| ANTECEDENTES
1.1 Diabetes mellitus

La Diabetes mellitus es una enfermedad cronica progresiva caracterizada por un nivel de
glucosa elevado como denominador comun; debido a la carencia absoluta o relativa de
insulina, el sujeto sufre de alteraciones en casi todos los tejidos del organismo;
complicaciones serias pueden desarrollarse tales como afeccion cardiaca en las arterias
coronarias, enfermedad vascular periférica, neuropatia y es siempre fatal si no es tratada (1).

Los efectos tempranos de la hiperglucemia producen cambios en células vasculares que
incluyen alteraciones hemodinamicas, disfuncion endotelial, activacion de células
inflamatorias y cambios en la expresion de factores vasculares y neurotroficos. Estos, son en
si, los primeros cambios bioldgicos y bioquimicos que ocasionan efectos patologicos
especificos tisulares debido a la propia necesidad fisioldgica del organismo (2).

El numero de personas con diabetes esta incrementado debido al crecimiento poblacional,
aumento de la edad de vida y el incremento en la prevalencia de la obesidad y el
sedentarismo (3). Para el aho 2000, el numero de casos de Diabetes a nivel mundial fue de
171 millones de personas. La Federacion Internacional de Diabetes estimbd que en el ano
2003 la cifra fue en aumento, se presentaron 194 millones de casos y para el 2030 la cifra
aumentara a 334 millones de casos, 140 millones de personas mas, seran diabéticas (4).

En México este padecimiento se ha convertido en uno de los principales problemas de salud.
El 10% de la poblacibn mexicana padece o esta propensa a sufrir esta enfermedad. En el
ano 2002 murieron cerca de 53 mil personas por enfermedades relacionadas a la Diabetes,
ubicandose como la segunda causa de muerte en el pais (5).

La tendencia de esta cifra es cada vez mayor por la urbanizacion desacelerada en paises en
desarrollo como el nuestro, que se asocia con el aumento en el consumo de la dieta alta en
grasa, la disminucion de la actividad fisica y otros factores como el estrés (4).

Para el ano 2003, un estudio de la Secretaria de Salud, concluyd que esta enfermedad es
ahora la primera causa de muerte entre los mexicanos; ademas de ser uno de los paises con
mayor prevalencia de diabetes tipo 2, se calcula que ocupa el décimo lugar, y que en tan
sOlo 20 anos ocupara un nada prestigioso séptimo lugar a nivel mundial (1,5).

Por tratarse de un padecimiento incurable, los diabéticos deben recibir tratamiento durante
toda su vida (6), pero una pequeha fraccion de los afectados acude regularmente a los
servicios de salud y de éstos entre 25 y 40% tienen un control metabolico de la enfermedad
(6, 7).

Los costos indirectos y directos de la enfermedad en nuestro pais son de 330 y 100 millones
de dblares anuales, respectivamente. Un niho de 7 ahos que desarrolle diabetes debera
afrontar un costo acumulado de 52 mil dblares hasta los 40 ahos como consecuencia de la
enfermedad (7).



1.2 Clasificacion

La hiperglucemia por si sola no define la enfermedad, pero en la practica cualquier trastorno
que produzca elevacion de glucosa plasmatica después del ayuno tiende a denominarse
Diabetes mellitus. Esta determinada  genéticamente y ocasiona alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, junto con la deficiencia en la secrecion de
insulina y con grados variables de resistencia a ésta (1). La diabetes no solo es la simple
elevacion de glucosa; sino un sindrome que debe considerarse desde el punto de vista
integral.

Existen al menos 4 grandes tipos de esta enfermedad (3):

Diabetes tipo 1:

Anteriormente conocida como Diabetes tipo | 6 Diabetes mellitus insulino dependiente
(IDDM), que se presenta en pacientes con destruccion autoinmune de las células p del
pancreas, por lo cual el cuerpo no produce insulina. Ocurre principalmente en nihos y adultos
jovenes. Las personas con diabetes tipo 1 deben aplicarse inyecciones de insulina
diariamente para mantenerse vivas. La diabetes tipo 1 representa de 5 a 10% de los casos.

Diabetes tipo 2:

Anteriormente conocida como diabetes tipo Il o Diabetes mellitus no insulino dependiente
(NIDDM) que incluye pacientes que muestran tanto un defecto en la secrecion de insulina
como una deficiente accion de la hormona a nivel tisular. Es la forma mas comun de la
enfermedad, representando entre 90 y 95% de los casos de diabetes. Este tipo, esta
asociado con el envejecimiento, la obesidad, historia familiar de la enfermedad, historia
previa de diabetes durante el embarazo, intolerancia a la glucosa, inactividad fisica y la raza
o etnicidad. Este tipo, en los Ultimos ahos, se esta presentando tempranamente en nihos y
adolescentes.

Diferentes tipos de Diabetes:

Incluye ciertos defectos genéticos a nivel celular, en particular a las células p del pancreas
gue son heredados en forma autosomica dominante; o a nivel molecular sobre la estructura
de la insulina, por enfermedades del pancreas exocrino, o por infecciones o sindromes
asociados a la enfermedad. Estos tipos de diabetes ocurren en 5% de los casos
diagnosticados.

Diabetes gestacional:

En este caso, el efecto de la insulina es bloqueado parcialmente por hormonas antagonistas
producidas por la placenta. Se desarrolla en 2 a 5% de las embarazadas. Las mujeres que
han tenido diabetes durante el embarazo tienen un riesgo mas alto de desarrollar diabetes
mas tarde (1,3).



1.2.1 Diabetes Gestacional

La diabetes gestacional se define como la intolerancia a los carbohidratos en grados
variables, acompahada de alteraciones en las concentraciones de aminoacidos y lipidos;
qgue se inicia o reconoce durante la gestacion, independientemente de que se requiera o no
de insulina y persista una vez que se concluya el embarazo (8).

La prevalencia mundial oscila entre el 1 y 14% dependiendo de la poblacion y la metodologia
para estudiarla (8). En México, se ha propuesto que es un problema grave, la prevalencia
oscila entre el 1.2 y 16.7% segun diversos autores. En un estudio que se realizd en el aho
2000 en la regibn occidente del pais (Aguascalientes, Colima, Guanajuato, Jalisco,
Michoacan y Nayarit) la prevalencia fue de 2.5% (1).

1.2.2 Causas y Consecuencias

Los estudios epidemiologicos en mujeres gestantes presentan resultados variables debido a
la influencia de la raza, la regibn geografica y la predisposicion genética. No obstante, los dos
factores que acompanan a la diabetes gestacional parecen ser la edad y la obesidad.
Algunos investigadores postulan que las mujeres mayores de 25 ahos de edad con mas del
20% de su peso normal o con un indice de masa corporal mayor de 27 tienen un riesgo
mayor que mujeres sanas (1, 8).

Diversos estudios muestran una gran variedad de anomalias sobre la asociacibn madre-feto,
estas anomalias originan cambios diversos, pero tienen en comun, ser consecuencia de la
hiperglucemia materna (9).

Entre las anomalias maternas, las mas frecuentes son: los procesos hipertensivos (18%), la
cetoacidosis (9.3%), pielonefritis (4.3%), el polihidramnios (15.7%) y el parto pretérmino
(9.5%). La frecuencia total de cesareas (41.5%) y la mortalidad materna de 0.11% (1).
Mientras que en el producto, el desorden hiperglucémico esta asociado con altas tasas de
mortalidad perinatal, macrosomia, trauma en el nacimiento, hiperbilirubinemia e hipoglucemia
neonatal (9, 10).

El mayor problema de los hijos de madres diabéticas es la prevalencia (dos a tres veces
mayor) de anomalias congénitas. Los defectos congénitos son en la actualidad la causa
principal de mortalidad perinatal y contribuyen en un 20% a 50% al total de las pérdidas
perinatales (10). Los defectos congénitos mas frecuentes afectan al corazén y los sistemas
nervioso y esquelético (11).



I BIOLOGIA DEL PANCREAS

2.1 Anatomia e Histologia

El pancreas es una glandula accesoria asociada al aparato digestivo, la cual, al igual que el
higado, secreta sustancias hacia la primera porcion del intestino delgado para la degradacion
de los nutrientes y hormonas implicadas en la regulacibn metabolica del organismo (12, 13).
Es un 6rgano que se ubica en la curva del duodeno en forma de C, y esta conectado a éste
por la Ampula de Vater, donde el ducto pancreatico se une con la bilis. En humanos su peso
es de 65 a 120g y una longitud de 20 a 25 cm. (13), (Figura 1). Es una glandula anticrina; es
decir, esta compuesta de tejido glandular exocrino y endocrino. No posee capsula fibrosa
definida, sin embargo, esta rodeado por una capa de tejido conectivo laxo, el cual se
introduce hacia el tejido dividiendolo en l6bulos (14).

Ducto bili
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Figura 1. A) Anatomia del pancreas adulto. B) Histologia de un acino pancreatico (15).

El abastecimiento arterial en el pancreas se origina de las arterias esplénica, hepatica y
mesentérica, el drenaje venoso se da por las venas esplénica y mesentérica (14).

Se presentan fibras nerviosas adrenérgicas y colinérgicas en los dos tipo de tejido
pancreatico, exocrino y endocrino (16).

El pancreas en los mamiferos consiste de tres compartimientos epiteliales principales: el
sistema ductal, las células exocrinas acinares y células endocrinas. El sistema ductal se
ramifica delicadamente y conduce las proenzimas digestivas producidas por el tejido exécrino
acinar hacia el duodeno. Los ductos pancreaticos se caracterizan por ser lineares con células
epiteliales columnares y en los grandes ductos, se presentan células globosas similares a las
del intestino (12).



La porcion exocrina del pancreas produce enzimas digestivas y un fluido pancreatico para la
digestion de los alimentos; esta conformado como una glandula compuesta tubuloacinar,
semejante a las glandulas salivales (12).

La porcion endocrina consiste de tejido aislado en forma esférica disperso entre la gran masa
del pancreas exoécrino, fue inicialmente descrito por Langerhans en 1869. Debido a su forma
y a su descubridor son comunmente llamados islotes de Langerhans (13).

2.2 Pancreas Exocrino

La porcion exocrina del pancreas consiste de tejido tubulo-acinar. Los acinos son redondos
formados por 4 a 8 células epiteliales clUbicas o piramidales (Figura 2), que producen
enzimas digestivas incluyendo proteasas, amilasas, lipasas y nucleasas; muchas de éstas
secretadas como precursores inactivos e inician su actividad después de que entran al
duodeno (13). Se concentran en la parte apical de la célula acinar dentro de granulos de
secrecion, presentan reticulo endoplasmico rugoso y un prominente aparato de Golgi (12).
(Figura 1B). Esta glandula exécrina segrega el jugo digestivo que contiene grandes
cantidades de iones de sodio y bicarbonato que neutralizan el material acido que entra al
intestino delgado desde el estomago (13, 16).

Figura 2. Mlcrofotograflas deI pancreas exocrino (17).

La secrecidbn enzimatica del pancreas exocrino esta bajo un control multiple. Los impulsos
neurales son transmitidos por la acetilcolina. Las sehales hormonales son iniciadas por el
contenido del duodeno (péptidos, aminoacidos, acidos grasos), que causan la liberacion de
colecistocinina en el intestino (13). Otras hormonas como la secretina y el péptido intestinal
vasoactivo (VIP), estimulan la secrecion pancreatica, proenzimas y agua. Al igual que de
forma paracrina, el polipéptido pancreatico (PP) regula la secrecion enzimatica (16).



2.3 Pancreas Endocrino

Los islotes de Langerhans se encuentran dispersos en todo el pancreas, estan compuestos
de células epiteliales dispuestas en cordones, entre ellos hay una red de vasos sanguineos y
estan separados de los l6bulos vecinos por una fina capsula de fibras reticulares (18).

El papel que juega el pancreas endocrino es el de mantener un nivel constante de glucosa en
sangre y facilita el almacenamiento celular del material alimentario después de una ingestion
de comida, provee también la movilizacion de estos sustratos durante periodos de ayuno
(16). Por medio de técnicas histologicas con rojo neutro se estima que se presentan
alrededor de 13,500 y 890,000 islotes en el pancreas de rata y humano respectivamente (18).
Los islotes de Langerhans en pancreas de rata presentan un rango de 50-400pum de
diametro (19). Hasta hoy se han identificado 5 tipos celulares dentro de los islotes de
Langerhans, designados como: Ao Bo B, D0 d, Fo PPy E 06 ¢cada una de las cuales
segregan una hormona distinta (Figura 3):

Células o :

Son células acidofilicas y argirofilicas, comunmente grandes, localizadas en la periferia del
islote; se encargan de sintetizar el segundo recurso mas importante de las hormonas
pancreaticas, el glucagon, que es mostrado por técnicas inmunocitoquimicas que es
almacenado y secretado por granulos de alrededor 235 nm de diametro; estos, insolubles en
alcohol. El porcentaje de células o en los islotes varia en los mamiferos dependiendo de la
especie, pero su numero es menor al de las células § (16, 18).

Celulas B :

Fueron las primeras células identificadas en los islotes, se localizan comunmente en el centro
del islote, son las encargadas de sintetizar la hormona mas importante pancreatica: la
insulina. Las técnicas de inmunocitoquimica han demostrado que es almacenada y secretada
por granulos de cerca de 300 nm de diametro, éstos solubles en alcohol. El nUmero de éstas
células es mayor que el de las demas células ( arriba del 50%), en la rata el porcentaje es
del 67% (13, 14). En 1987, se descubrid una segunda hormona sintetizada en este tipo de
célula: la amilina, y se cree que tiene un papel complementario al de la insulina (18, 19).

Células o :

Células que secretan somatostatina. Se distribuyen de igual manera que las células «, en la
periferia del islote, pero, su nUmero es muy reducido. En los mamiferos, se presentan dos
tipos de somatostatina (SS) en el pancreas, somatostatina 14 (SS14) y somatostatina 28
(SS28) de la cual 14 amino acidos son idénticos a la forma SS14. Esta hormona inhibe la
liberacion de insulina, glucagon y polipéptido pancreatico (PP) de manera paracrina (14, 16).

Células F 0 PP:

Son células que se encuentran al igual que las « y d en la periferia del islote, son nombradas
asi, por secretar el polipéptido pancreatico (PP), que consiste de 36 aminoacidos. Su tamano
es similar al de las células o (14). Diversos estudios han reportado que es un potente
inhibidor de la secrecibn exoécrina pancreatica, y no influencia el metabolismo de
carbohidratos (16,18).



En el estudio de Elayat y colaboradores se descubrio que en el pancreas de rata se
encuentran dos tipos de islotes: uno rico en células o y pocas células PP, en la region
gastrica y esplénica del pancreas, mientras que en la regiobn duodénica se encuentran islotes
ricos en células PP y pobres en células a (19).

Células E 6 «:

Nuevos estudios realizados con microarreglos han revelado un nuevo tipo de célula
endocrina dentro de los islotes de Langerhans (20). Estas células se encuentran al igual que
las células «, d y PP en la periferia del islote y secretan una hormona llamada grelina, que se
encarga de regular el apetito y la hormona de crecimiento. Se sabe que este tipo de célula es
muy comun en el estbmago pero hace un aho se encontro en los islotes pancreaticos (20,21).

Islote Tradicional Islote con células £

o
PP
Cx

Figura 3: Estructura tipica de un islote de Langerhans (22),

Los islotes estan irrigados por un extenso laberinto de capilares. Cada islote esta
normalmente irrigado por 1-3 arteriolas, las cuales abruptamente terminan como capilares y
1- 6 vénulas, dependiendo de la talla del islote (13). Los capilares en los islotes pancreaticos
incluyen células endoteliales que estan fenestradas para permitir la rapida toma de las
hormonas péptidicas; y es conocido que los islotes con capilares fenestrados son de 4-7
veces mas permeables que los capilares no fenestrados Los productos hormonales
secretados por las células de los islotes dentro del fluido extracelular circundante pueden asi
atravesar la membrana basal del endotelio antes de que entren al torrente sanguineo.

La inervacion de los islotes pancreaticos es dada por dos tipos de neuronas: las colinérgicas
parasimpaticas y neuronas adrenérgicas simpaticas (14).

La estimulacion del sistema nervioso parasimpatico ocasionan la secrecion de insulina e
inhibe la secrecion del glucagon, el estimulo ocurre en el nucleo del hipotalamo lateral, el
nucleo motor del vago, o nervios pancreaticos mezclados. El hipotalamo parece que juega el
mayor papel de integracion en el balance entre la regulacion parasimpatica y simpatica del
islote (16).



2.4 Desarrollo del pancreas.

En los Gltimos ahos se ha presentado un mayor interés sobre el estudio del desarrollo
pancreatico y la forma en como sus células eligen su destino, estableciendo la propia forma
del 6rgano.

Iniciando a partir de una combinacioén de células progenitoras aparentemente idénticas, el
pancreas se transforma a un 6rgano maduro conteniendo finalmente tres distintos tipos
celulares: células exocrinas, células endocrinas y células del ducto (23).

El pancreas se deriva de la capa germinal endodérmica que es formada al final de la
gastrulacion durante el desarrollo embrionario. Después de la gastrulacion, la transicion del
endodermo desde una capa bidimensional hacia una tridimensional ocurre formando un tubo
intestinal que esta evolutivamente conservado entre los vertebrados entre los dias 9.5-11 pc.
en rata (23).

2.4.1 Morfogénesis del pancreas

Durante la embriogénesis, el pancreas se desarrolla desde dos primordios: ventral y dorsal
(23, 24). Antes de la especificacion hacia un destino pancreatico dorsal, la linea media
endodérmica es una simple capa de células epiteliales que contacta con la notocorda, una
estructura derivada del mesodermo (25).

Lateralmente, el endodermo predestinado para formar el pancreas ventral es adyacente a el
mesodermo esplacnico y células epiteliales adrticas y no tiene un contacto directo con la
notocorda (25). La notocorda y el endodermo prepancreatico dorsal permanecen en contacto
hasta cerca del dia 10 pc. en rata, cuando la linea media del par de aortas dorsales se
fusiona (26), (Figura 4A).

La primera senhal de morfogénesis ocurre en el dia 11 pc. cuando el mesenquima dorsal se
condensa y el endodermo se evagina, formando un primordio dorsal reconocible después del
dia 11.75 - 12 pc. (26).

En el tiempo de formacion del pancreas, la notocorda secreta una variedad de potentes
moléculas inductoras, incluyendo el miembro de la familia del factor de crecimiento
transformante p (TGF-f): la activina-p, y el Factor de crecimiento del fibroblasto tipo 2 (FGF2)
(27, 28, 29).

Estas moléculas activan la expresion genética pancreatica (genes importantes como el del
glucagon e insulina) por medio del paro en la expresion de moléculas Sonic Hedgehog (Shh)
e Indian Hedgehog (/hh), proteinas secretadas en el epitelio prepancreatico (30, 31).

(Figura 4B).

Asi, por medio de esta senalizacion el desarrollo pancreatico ocurre, ya que la represion de
Shh previene la diferenciacion intestinal (28, 32, 33). Las sehales a través de las vias de la
activina-p y Shhtambién controlan tamano y forma del pancreas (31).
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Figura 4. A) Relaciones del endodermo prepancreatico y la notocorda con tejidos adyacentes
en un corte transversal. B) Vias de sehalizacion tempranas que regulan la expresion
genética endodermo—pancreatica. ActR: Receptor de activina, FGFR: receptor de FGF (33).

La perdida del sehalamiento de activina y Shh resulta en una anébmala asociacion del tejido
pancreatico con el intestino adyacente y una severa hipoplasia del pancreas dorsal y bazo
(26, 29, 30).

En estudios de células en cultivo se ha demostrado que la senalizacion de Hedgehog es
requerida para la diferenciacion y funcion de las células f en estados terminales del
desarrollo del pancreas (31).

Estudios recientes han demostrado que la proteina homeobox Hex7 controla la posicion de
células endodérmicas mas alla del mesodermo cardiogénico y por tanto dicta la
especificacion del pancreas ventral (34); éste se encuentra adyacente al septum
transversum, al mesodermo cardibgenico, venas ventrales (endotelio) y mesenquima que son
los encargados de inducir su formacion por la via de moléculas reguladoras (24, 26).

Hoy se sabe, que moléculas de la familia del factor de crecimiento de fibroblasto (FGF)
secretadas desde el mesodermo cardiogénico inhiben la expresion de Shh en el pancreas
ventral, destinandola como region pancreatica y diferenciandola de la region del primordio
hepatico (34).
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2.4.2 Diferenciacion celular y crecimiento

Al iniciar su morfogénesis los dos primordios forman wuna ramificacibn que
predominantemente consiste de mesenquima y epitelio ductal sin diferenciar -Primera
transicion del desarrollo- (26, 33, 35), (Figura 5).

El primordio pancreatico dorsal durante el desarrollo formara parte de la cabeza y cuerpo del
pancreas y al ir creciendo alcanzara el bazo ocasionando la formacion de la cola del
pancreas, mientras el pancreas ventral contribuye Unicamente a la formacion de la cabeza
del organo (15). Durante el desarrollo el pancreas dorsal excede en talla al pancreas ventral
(35). La posicion de la vena porta ayuda a discernir entre la parte pancreatica de la cabeza
derivada del primordio dorsal (anterior a la vena porta) y la parte complementaria de la
cabeza derivada del primordio ventral (posterior a la vena porta), (36).

Entre los dias 14.5 y 15.5 pc. la rotacion del duodeno hacia la derecha desplaza al primordio
ventral hasta alcanzar y fusionarse con el primordio dorsal (15, 26, 37), (Figura 5).

Cada primordio pancreatico origina un ducto de drenaje. El ducto ventral es llamado ducto
de Wirsung, el ducto dorsal es llamado ducto de Santorini. Como los dos primordios se
fusionan, este sistema conductor también se fusiona originando un ducto principal
pancreatico que hace contacto para su vacio junto con el ducto biliar antes de descargar en
el intestino (15). El ducto principal termina en el duodeno distalmente y se abre por la papila
pancreatica (36).

El desarrollo de células exocrinas (acinos y células del ducto) se diferencia hasta el dia 16.5
pc. (15, 26, 36). Los granulos secretorios se forman el dia 17 en fetos de rata y son
abundantes en areas citoplasmicas basales del reticulo endoplasmico rugoso en el dia 18 de
gestacion (36). En el epitelio linear del ducto y en brotes acinares frecuentemente se puede
observar mitosis celular (38).

La diferenciacion de células exocrinas desde el epitelio pancreatico es dependiente de
factores de crecimiento presentes en el mesenquima circundante (39), entre estos se ha
encontrado la folistatina (40), un conocido antagonista de sehales TGF-B, incluyendo
activinas, que promueve la diferenciacion celular exocrina y reduce la diferenciacion de
células endocrinas (41).

Poco después de la organizacion lobular—acinar, se diferencian numerosos capilares que se
forman alrededor de los acinos. Los nodos linfaticos se forman en el tejido circundante; asi
COmO numerosos nervios y neuroblastos (15). Mientras avanza el desarrollo, la cantidad de
mesenquima dentro del pancreas disminuye y el nUmero de acinos se incrementa; el brgano
se hace compacto (36).

Las células endocrinas precursoras estan presentes desde muy temprano en el desarrollo del
pancreas (11pc.) pero hasta el dia 15.5 pc, se situan dentro del epitelio ductal después de
una extensiva proliferacion -Segunda transicion del desarrollo- (42), (Figura 5).

En el dia 18 pc. las células endocrinas forman agrupaciones tipo islote, los islotes se forman
completamente hasta antes del nacimiento 20-21 pc. (15), se remodelan y maduran semanas
después del nacimiento (33, 36, 38).

12



Islotes de

3 Agrupacion
Celulas AL Langerhans
endocrinas tipo |slote$
DP VP
Epitelio > i})
pre-pancreatico
pr(:::t::li?t?ras Rotacitn
intestinal P
endocrinas - Pan'crgas
exocrino

e9.5 e12.5 el4 e16.5 e21.5

1 1 1

PRIMERA TRANSICION SEGUNDA TRANSICION TERCERA TRANSICION

Figura 5. Diagrama esquematico del desarrollo del pancreas. DP: Primordio Dorsal, DV: Primordio Ventral.
El nUmero debajo del esquema indica el estado de desarrollo dpc. de rata (33).

En los dias 11.5—-12pc. las células precursoras endocrinas coexpresan glucagon e insulina
que después se dividen en dos linajes celulares diferentes que expresan Unicamente
glucagon 6 insulina (33, 41, 43).

Se ha detectado un estado multihormonal, en donde se pueden encontrar células que
secretan insulina y glucagon, glucagon y PP, e insulina y somatostatina (44). Entre el dia 15-
17 del desarrollo en rata se pueden reconocer las células  por secrecion de insulina y la
presencia de RNAm de insulina (35). Para el dia 16, células secretoras de somatostatina
estan presentes (45).

Son pocas las revisiones sobre la aparicion de células secretoras de PP, algunos autores
reconocen que se empieza a secretar entre el dia 11-12 pc. en rata (46); mientras otros
encontraron que se detecta entre los dias 17-19.5 pc. (47).

Para el nuevo linaje de células endocrinas pancreaticas, pocos estudios han revelado su
presencia durante el desarrollo; un solo estudio reporta que las células ¢ se presentan desde

el dia 17 de gestacion hasta un mes después del nacimiento (48).

Los islotes se forman en un proceso de multiples pasos que involucran diferenciacion de
células progenitoras desde el epitelio pancreatico ductal (42), migracion de estos precursores
a través de la membrana basal dentro del mesenquima circundante (27, 49) y la asociacion
de células productoras de hormonas para formar islotes maduros (26, 38), por lo que el
desarrollo de los islotes es realizado por agregacion celular (49).
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La migracion de las células precursoras de islotes esta parcialmente controlada por
metaloproteinasas de matriz extracelular (MPME) (26, 27), una gran familia de enzimas que
degradan proteinas de matriz extracelular incluyendo colagenas, gelatinas, fibronectinas y
lamininas (50), (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representando la migracion de células endocrinas y la formacion de islotes pancreaticos
(26).

La actividad de las MPME puede ser regulada por la sehalizacion de TGF-p. En el desarrollo
normal en raton, la ramificaciobn epitelial esta claramente disminuida, y los islotes
permanecen en estrecha proximidad con los ductos pancreaticos (27).

Ademas del sehalamiento matriz extracelular—célula, las interacciones célula-célula son
también requeridas para establecer la arquitectura de los islotes individuales. Estas
interacciones son mediadas via moléculas de adhesion celular dependientes de Ca®** como
miembros de la familia de las caderinas dependientes de Ca**(23, 26).

En el estudio de Jiang y colaboradores (50), se demuestra que la laminina 1 puede inducir
el desarrollo de células B; y Lammert y colaboradores (51), deducen que en este mecanismo
pueden estar involucradas sehales de induccion secretadas por las células endoteliales.

En la Figura 7 se presentan los principales eventos de las organogénesis pancreatica.
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2.5 Insulina.

Es una molécula conservada filogenéticamente en el reino animal, fue descubierta y aislada
por F. G. Banting y C. Best en 1921.

Es una proteina pequeha de un peso molecular de 58.0 kDa, compuesta de 51 aminoacidos
formando dos diferentes cadenas polipeptidicas, designadas como cadena A y cadena B;
éstas dos cadenas unidas por dos puentes disulfuro. La cadena A consiste de 21
aminoacidos y la cadena B consiste de 30 (52), (Figura 8).

Péptido C

L0 20

Figura 8. Estructura molecular de la proinsulina. En circulos blancos
se representa la insulina, con sus respectivos puentes disulfuro (53).

La insulina se encuentra entre los mas potentes agentes anabblicos, que promueve la
sintesis y almacenamiento de carbohidratos, lipidos y proteinas inhibiendo su degradacion y
liberacion dentro del torrente sanguineo (16).

Las acciones fisiologicas de la insulina estan caracterizadas por una gran variedad de
efectos celulares, incluyendo la modulacion del transporte de glucosa y aminoacidos;
actividades de enzimas clave en el metabolismo, en la tasa de proteinas, sintesis de DNA y
RNA, transcripcion de genes especificos; diferenciacion y crecimiento celular (52).

BIOSINTESIS

El gen que codifica la insulina, en humanos, se encuentra en el brazo corto del cromosoma
11, tiene una longitud de 1355 pares de bases y su region codificadora consiste de tres
exones; el primero codifica el péptido sehal en el extremo—N de la preproinsulina, el
segundo codifica para la cadena B y parte del péptido C y el tercero codifica la parte
complementaria del péptido C y la cadena A. Su transcripcion produce un RNAm de 600
nucleotidos, y la traduccion origina a la preproinsulina, un polipéptido de 11.5 kDa (54). Esta,
es rapidamente descargada dentro del espacio cistérnico del reticulo endoplasmico rugoso,
donde enzimas proteoliticas inmediatamente cortan esta molécula para producir la
proinsulina, removiendo el péptido senhal (54).
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La proinsulina contiene las cadenas A y B de la insulina unidas por el péptido C. Las
conformaciones estructurales de la proinsulina y la insulina son similares, y una importante
funcion del péptido C es el de alinear los puentes disulfuro que unen a las cadenas Ay B
para que la molécula este correctamente plegada para su liberacion (55), (Figura 9).

La proinsulina es entonces transportada por microvesiculas hacia el aparato de Golgi, donde
es empaquetada en vesiculas que estan encerradas por una membrana que contiene una
bomba de protones dependientes de ATP (54, 55).

La conversion de proinsulina a insulina es iniciada en el complejo de Golgi y continua su
maduracion en los granulos secretorios a traves de la accion secuencial de dos
endopéptidasas (pro-hormonas convertasas 2 y 3) y carboxil peptidasa H juntas; estas
enzimas actuan para remover la cadena del péptido C, produciendo asi, la insulina (54),
(Figura 9). La insulina tiene una baja solubilidad de esta manera se coprecipita con iones zinc
para formar microcristales dentro de los granulos secretorios.

Dentro de los granulos, se han identificado polipéptidos poco abundantes, como la p-granina
(0.1-0.3%) y la amilina (3% ), (55).

Secuencia sefal CadenaB
N-ter

S

>N

- A——C-ter Preproinsulina
S S Cadena A
Cadena C
Secuencia senal

b

N-ter

S CadenaB S

$

A +C-ter i i
§ T Proinsulina
Cadena C /
Cadew J
\m— <X_/J\/
N-ter
S CadenaB S
A Insulina

»C-ter

S Cadena A

C-ter
-ter

Figura 9. Esquema representando la biosintesis de la insulina (52).
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SECRECION

Las células P liberan la insulina por el proceso de exocitosis, la glucosa juega un papel
importante. En la célula B, la entrada de la glucosa es mediada por los transportadores de
glucosa tipo 2 (GLUT2) después para ser metabolizada en la via glucolitica, la molécula de
glucosa es fosforilada por la glucocinasa, asi la molécula de glucosa modificada es
metabolizada para producir ATP. El incremento en la tasa de ATP:ADP causa el cierre de
canales de potasio sensibles a ATP en la membrana celular, previniendo que los iones
potasio crucen la membrana celular. La resultante elevacion de iones de potasio en el interior
de la célula ocasiona la despolarizacion de la célula § (55). El siguiente paso es la activacion
de canales de calcio sensitivos a voltaje, que transportan iones de calcio hacia el interior de
la célula. El incremento activo en las concentraciones de calcio intracelular dispara el proceso
de exocitosis de los granulos de insulina (56).

Asi la membrana de los granulos se fusiona con la membrana celular, liberando el contenido
de los granulos. Se ha demostrado que el numero de granulos exociticos se incrementa por

la estimulacion con glucosa (52, 56), (Figura 10).

La reincorporacion de la membrana de los granulos es parcialmente reabsorbida por la
célula (membrana plasmatica) y es reciclada por el aparato de Golgi para su re-uso. Para el
final del proceso, se produce un reservorio de granulos acumulados sobre la superficie de la
membrana plasmatica (52, 55, 56).
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Figura 10. Esquema representando la secrecion de insulina en una célula  (52).
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2.5.1 Senalizacion celular y regulacion.

Como muchas hormonas, la insulina ejerce sus acciones a través de la union a receptores
especificos presentes en muchas células del organismo, incluyendo células adiposas,
hepaticas y musculares.

La insulina ayuda al control de los niveles de glucosa por tres vias. Inicialmente, la insulina
actla en las células de tejidos periféricos sensibles a insulina, el musculo esquelético, para
incrementar la toma de glucosa. Después, la insulina actua en el higado donde promueve la
glucogénesis y finalmente, la insulina simultaneamente inhibe la secrecion de glucagon de
las células o pancreaticas, de este modo su sehalamiento en el higado detiene la produccion
de glucosa por la via de la glucogenolisis y gluconeogénesis (57).

Otros factores que estimulan la secrecion de insulina en adicibn a la concentracion de
glucosa en sangre, son algunos aminoacidos como: la arginina, leucina, y la lisina; péptido
tipo glucagon-1 (GLP-1) y péptido inhibitorio gastrico (GIP) liberados desde el intestino,
después de una comida; y una estimulacion parasimpatica mediada por el nervio vago (58).
La insulina es una hormona pleitropica con multiples vias de sehalizacion (59), (Figura 11).

El receptor de insulina (IR) pertenece a la familia de proteinas tirosin-cinasas. Esta, es una
proteina transmembranal compuesta de dos subunidades extracelulares denominadas oy 2
subunidades transmembranales denominadas f (55, 59), (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de las principales vias de senhalizacion en respuesta a la insulina (59).
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Después de la union con la insulina, la actividad de la cinasa del receptor se incrementa, y el
receptor de insulina sufre una autofosforilacién en ciertos residuos de tirosina localizados en
la porcion citoplasmica de las subunidades 8 (59).

Subsecuentemente, estos residuos de fosfotirosina y su secuencias cercanas, reclutan
dominios de moléculas de sehalizacion como SH2 (Homologo 2 de Src) o PTB (conectores a
fosfotirosinas) (59). Aunque no son limitados, muchas de las proteinas reclutas pertenecen a
una clase de proteinas adaptadas a la familia de los sustratos de receptor de insulina (IRS)
(60).

Los ejemplos mejor caracterizados incluyen Shc, que esta primeramente involucrado en la
activacion de la via proteina-cinasa activadora de mitogéno (MAPK) para efectos
mitogénicos; e IRS-1, que puede transmitir la sehal de la insulina para procesos mitogénicos
y metabolicos (61).

La funcion primaria de la insulina es la de mantener la homeostasis de la glucosa, ésta es
llevada acabo por el desplazamiento del transportador de glucosa GLUT4 desde vesiculas
intracelulares hacia la superficie celular (56). Después del reclutamiento de IRS-1 por la
activacion del IR, IRS-1 queda fosforilado por la tirosina y sirve como un gran proteina de
plataforma para la unibn de importantes proteinas que contienen SH2 (61), (Figura 11).

El ejemplo mas importantes es el de la subunidad regulatoria p85 de la fosfatidil-inositol 3-
cinasa (PI3-cinasa). La union de p85 recluta la subunidad p110 de la PI3-cinasa,
ocasionando la activacion de la via PI3-cinasa, un componente necesario involucrado en el
desplazamiento de GLUT4 (59, 61), (Figura 11). Las proteinas tirosinas-fosfatasas son
candidatos importantes en la accion negativa sobre la sehalizacion insulinica (60).

2.5.2 Amilina.

Fue reportada por primera vez en 1987, es un péptido compuesto de 37 aminoacidos, es una
hormona neuroendocrina coexpresada y cosecretada con la insulina por las células B
pancreaticas en respuesta al estimulo alimenticio (16). Cuando es secretada por el pancreas,
el radio molar insulina-amilina en la circulacion es de aproximadamente 50:1 (55).

La amilina detiene la secrecion de glucagon pospandrial, de tal modo que disminuye la
salida de glucosa hepatica estimulada por glucagon seguida de una ingesta nutricional. Esta
inhibicion sobre la secrecion de glucagon es postulada para ser mediada por sehales de vias
aferentes del nervio vago. También disminuye la tasa de vaciamiento gastrico y, por lo tanto,
retrasa la tasa por la cual los nutrientes son liberados desde el estomago hacia el intestino
delgado para su absorcion.

La senhalizacion de la amilina se da primeramente a través del sistema nervioso central.
Estudios en animales han identificado sitios receptores tipo de calcitocinas para la amilina en
regiones del cerebro, predominantemente en el area postrema. El area postrema es una
parte del complejo vagal dorsal del tallo cerebral. Una notable caracteristica del area
postrema es que ésta carece de barrera hematoencefalica, permitiendo una exposicion
rapida a los cambios en las concentraciones de glucosa plasmatica, como también de los
péptidos circulantes, incluyendo la amilina (58).
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2.5.3 Glucagon

Es el agente glucogenolitico hepatico mas potente. Presenta también un alto grado de
conservacion estructural en el reino animal (14). Fue descrito por Roger Unger en la década
de los ahos 50°s. Tiene un peso molecular de 34.50KDa. El glucagon se compone de una
simple cadena de 29 aminoacidos y libre de puentes disulfuro (16), (Figura 12).

Esta hormona es procesada al igual que la insulina desde una premolécula el: proglucagon.
El proglucagon es expresado en varios tejidos (cerebro, pancreas, e intestino). En el
pancreas, el glucagon es procesado a partir del proglucagon tipo 2 (PC2) en las células o
(62).
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Figura 12. Estructura molecular del glucagon (63).

El glucagon es liberado hacia el torrente sanguineo cuando los niveles de glucosa en sangre
son bajos, en condiciones de ayuno. El papel fisiologico caracteristico del glucagon es el
estimular la produccion de glucosa hepatica, originando asi un incremento de la glucemia
sanguinea (13). Es por tanto, la hormona contrareguladora de la insulina, el glucagon
aumenta los niveles de glucosa plasmatica en respuesta a la hipoglucemia inducida por
insulina (14). Es decir, cuando los niveles de glucosa plasmatica bajan por debajo del rango
normal, la secrecion de glucagon aumenta, resultando una produccion de glucosa hepatica y
asi regresan los niveles de glucosa a un rango normal, por lo que, cuando se ingiere un
alimento, inmediatamente la secrecion de glucagon es detenida (16).

2.5.3.1 Senhalizacion celular y regulacion.

El glucagon actua por la via de un receptor transmembranal de siete brazos acoplado a
proteinas G, que consiste de 485 aminoacidos. Hasta hoy, se han identificado sitios de union
del glucagon en multiples tejidos, incluyendo el higado, cerebro, pancreas, rindn, intestino y
tejido adiposo.

La unibn del glucagon con los brazos extracelulares del receptor, resulta en cambios
conformacionales que después, originan la activacion subsiguiente de las proteinas G
acopladas (62).
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Se han reportado 2 clases de proteinas G asociadas en la sehal de transduccion del
receptor de glucagon, proteina G, y proteina G,. La activacion de G, inicia la activacion de
la adenil-ciclasa, que incrementa los niveles de AMPc intracelular, y en consecuencia la
activacion de la proteina-cinasa A (PKA). La activacion de G, inicia la activacion de la
fosfolipasa C, la produccion de inositol 1,4,5-trifosfato, y después la liberacion de calcio
intracelular (62), (Figura 13).
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Figura 13. Via de sehalizacion del Glucagon: PIP2: fosfatidinositol 4,5 bifosfato, PEPCK: Fosfoenolpiruvato
carboxinasa; G-6-Pasa: Glucosa 6- fosfatasa (62).

Accion en la gluconeogénesis: El glucagon regula la glucosa sanguinea, afectando el
metabolismo de ésta, especialmente incrementando la gluconeogénesis y disminuyendo la
glucblisis (14, 58). Después la glucosa 6-fosfatasa (G-6-Pasa) promueve la gluconeogénesis
por la conversion de glucosa 6-fosfato a glucosa, el Gltimo paso de la via. La sobre regulacion
de la glucosa-6 fosfatasa podria promover la gluconeogénesis como también la
glucogenodlisis, (62).

Inhibicion de la glucolisis: Ademas de incrementar la gluconeogénesis, el glucagon inhibe la
glucolisis, el glucagon inhibe la actividad de la fosfofructocinasa-1, la cual es la encargada
de fosforilar el carbono 1 de la fructosa 6-fosfato, convirtiendola en la fructosa 1,6-bifosfato,
un paso importante en el inicio de la glucolisis. Al igual, que también inhibe la piruvato
cinasa activando la proteina-cinasa A, la cual, la fosforila, inhibiendo asi la conversion de
piruvato y ATP desde el fosfoenolpiruvato (58, 62), (Figura 14).
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Figura 14 Diagrama sobre la regulacién del metabolismo de la glucosa por el glucagon en higado. Las flechas
externas indican la direccion de los mecanismos por los cuales el glucagon regula la glucolisis y
gluconeogénesis. F-6-P: Fructosa-6-fosfato; F(1,6)P2: fructosa 1,6 bifosfato; F(2,6)P2: Fructosa 2,6 bifosfato;
PEP: Fosfoenolpiruvato; FPK1: Fosfofructocinasa 1; FBPasa-1: Fructosa 1,6 bifosfatasa; PFK2: 6-
Fosfofructosa-2-cinasa; FBPasa 2: fructosa 2,6-bifosfatasa; PK: Piruvato cinasa. Gcg= glucagon (62).

Accion en la glucogenblisis: La senalizacion del glucagon promueve la glucogendlisis, y al
mismo tiempo inhibe la sintesis de glucogeno en el higado. La estimulacion de glucagon
activa la proteina cinasa A; que a su vez, activa la glucogeno fosforilasa cinasa, al estar
activada ésta, subsecuentemente fosforila residuos de serina-14 'y se convierte en
glucégeno fosforilasa, causando su activacion.

Finalmente, la glucbgeno fosforilasa, fosforila glucogeno ocasionando un incremento en la
degradacion de glucégeno y por consiguiente la produccion de glucosa 6 fosfato, que es
convertida a glucosa por la glucosa-6-fosfatasa, incrementando la produccion de glucosa
desde el higado (62).

Inhibicidbn de la glucogénesis: Ademas de la accion sobre la glucogendlisis, el glucagon
inhibe la sintesis de glucogeno regulando la accion de la glucogeno sintetasa en el higado.
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La glucogeno sintetasa juega un papel clave en la sintesis de glucbgeno por la canalizacion
del residuo transportador glucosilico de la glucosa-UDP que es un extremo no reducido de
la molécula de glucogeno. Como la glucogeno fosforilasa cinasa, y la fosforilasa, la
glucbgeno sintetasa es regulada por fosforilacidbn pero de un modo opuesto (62).

El glucagon induce la fosforilacion de la glucogeno sintetasa e inhibe asi su actividad
sintetizadora en el higado.

La inactivacion de la glucogeno sintetasa reduce la sintesis de glucogeno y, por ende,
incrementa la toma de glucosa hepatica desde la sangre (16, 58).

Pocos son los estudios acerca de la inhibicion de la secrecion de glucagon, pero entre los
mas conocidos estan los siguientes:

* La secrecion de amilina desde las células p pancreaticas: Es un mecanismo por el
cual se postula que es mediado centralmente por vias eferentes de sehales del nervio
vago y su inhibicion es post-pandrial seguida de una ingestion de alimentos (58).

* La secrecion de GLP-1: Es secretado por las células L del intestino (ileum) y colon,
qgue actua de igual manera por vias de senalizacion del sistema nervioso por la via del
nervio vago después de un vacio gastrico (16).

* La propia secrecion de insulina.

* La secrecion de somatostatina: De forma paracrina las células § regulan la sintesis del
glucagon (64).

* Secrecion de Zinc (62, 63).

* La secreciobn de GABA por células  : se ha reportado que las células f pancreaticas
secretan acido y - aminobutirico (GABA) en microvesiculas tipo-sinapticas. Estas son
liberadas por exocitosis dependiente de Ca* y voltaje, asi, el GABA liberado, viaja
cierta distancia suficiente para activar receptores de GABA en células vecinas, las
cuales son células a. Estas presentan el receptor tipo GABA, (65).

2.5.3.2 Glucagon y diabetes.

La diabetes es también una de las enfermedades asociadas con glucagonoma, una tumor
secretador de glucagon derivado de las células pancreaticas. La hiperglucagonemia crbénica
esta correlacionada con la liberacidbn de glucosa desde el higado e hiperglucemia en la
diabetes tipo 2 (58). En los pacientes con diabetes tipo 2 , la secrecion postpandrial de la
insulina es atrasada y disminuida, por lo que la sintesis de glucagon no es suprimida
totalmente o esta en niveles altos (62).

Asi la hiperglucagonemia juega un importante papel en el inicio y mantenimiento de la
hiperglucemia cuando combinada con una deficiente y disminuida secrecion insulinica
ocasiona diabetes tipo 1y 2 (54).
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2.5.4 Somatostatina

La somatostatina esta distribuida ampliamente en los sistemas nervioso y endocrino. Esta,
se encuentra en dos formas activas, SST14 y la SST28 que son producidas por diferentes
tipos celulares en todo el organismo ( 13).

La somatostatina en el pancreas se presenta comunmente en la forma 14, formada por 14
aminoacidos y un puente disulfuro, (Figura 15) se deriva de un precursor llamado
preprosomatostatina (14).

La funcibn en el pancreas es de regular de una manera paracrina “local” la secrecion de
insulina y glucagon de las células o y B de los islotes pancreaticos (16).

La somatostatina fue originalmente descubierta en el hipotalamo y su funcion fue la de inhibir
la secrecion de la Hormona de crecimiento (HC) de la pituitaria. Hoy, se conoce que es un
péptido multifuncional que inhibe la secrecion de una gran cantidad de hormonas, incluyendo
insulina, glucagon, gastrina y colecistocinina. Ademas de estas funciones se le han atribuido
la inhibicion de la secrecion exocrina del pancreas y la movilidad de la vesicula biliar, y como
neurotransmisor (64).

Figura 15. Estructura molecular de la somatostatina (SST), (66).

2.5.4.1 Senalizacion celular y regulacion

Las actividades fisiologicas de la somatostatina son mediadas por interacciones altamente
afines a una familia de receptores acoplados a proteinas G (64). Cinco diferentes subtipos
de receptores a somatostatina han sido descubiertos (sstR,) (67). Estos se diferencian por
su especificidad farmacologica para diferentes analogos, su distribucion tisular, su regulacion
y sus vias de sehalizacion intracelular.

Estudios previos en ratas han mostrado que la SST inhibe la liberacion de glucagon e
insulina por la via del sstR, y sstR., respectivamente (67).
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2.5.5 Polipéptido pancreatico (PP)

Pertenece a la familia de péptidos neuroendocrinos, como el neuropéptido Y (NPY) y péptido
Y (PYY) (13). Es un péptido formado por 36 aminoacidos y su peso es de 42.0Kd (14). Su
papel fisioldégico es poco conocido. PP es liberado después de una ingesta proteica (16).

Las moléculas de PP pueden auto-asociarse como dimeros y, en presencia de iones de zinc,
pueden formar grandes oligomeros. Las células productoras de polipéptido pancreatico se
encuentran comunmente en los islotes de Langerhans del l16bulo duodenal del pancreas.
Mas del 95% se origina en este drgano.

El PP reduce la secrecion del pancreas exocrino, disminuye la contraccion de la vesicula
biliar e inhibe la movilidad gastrica y del intestino delgado, la hormona puede marcar el paso
de la entrada de nutrientes hacia la circulacion de una forma lenta en el proceso digestivo.
Parece estimular la secrecion gastrica del HCl y pepsina (19).

2.5.5.1 Sehalizacion celular y regulacion.

Poco se conoce acerca de las sehales involucradas en la secrecion del PP.

Se ha encontrado que la liberacion de PP desde el pancreas es iniciado por control vagal, y
la concentracion en el plasma se incrementa rapidamente después del consumo de alimento
(68).

El efecto de la glucosa sobre la secreciobn de PP es complejo, se sabe que una infusion de
glucosa inhibe la liberacion de PP, pero esta accion puede ser indirectamente mediada por
la supresion de la actividad colinérgica o por la estimulacion en la secreciobn de
somatostatina. En el estudio de Liu y colaboradores (68), se ha propuesto que la
somatostatina enmascara un efecto estimulatorio directo de la glucosa sobre las células PP.
En las células B y & la elevacion de [Ca*'], en respuesta a la glucosa, ha sido atribuida a una
despolarizacion, con abertura de canales de Ca* dependientes de voltaje después del
cierre de canales de K,rp.

Sus resultados sugieren que las células PP, como los otros tipos de células de los islotes,
tienen canales de K,;» y canales de Ca* dependientes de voltaje y que las condiciones
conocidas que estimulan la secrecion de PP estan asociadas con una despolarizacion
dependiente de la elevacion de [Ca®].

2.5.6 Grelina y su sehalizacion celular

La grelina es un péptido octanosilado de 28 aminoacidos, aparte de producirse en el
pancreas se encuentra comunmente en el estbtmago (mucosa oxintica), en el antrum
gastrico, el intestino delgado, hipotalamo, placenta, rihon, testiculos, y en el pulmbén en
desarrollo. Se ha sugerido que la grelina es secretada primeramente desde el estbmago,
actuando como una hormona para estimular la liberacion de la hormona de crecimiento (HC)
en la pituitaria (21). En el pancreas es secretada por granulos secretorios de 110nm.

(Figura 16).

Recientes estudios han mostrado acciones adicionales de la grelina, como la estimulacion de
la toma de nutrientes al igual que causa una ganancia de peso corporal con un incremento
en la adiposidad debido a cambios en el balance energético, incluyendo una reduccion en la
utilizacion de grasas, como se ha estudiado en ratas y ratones (22).
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La grelina ha sido reportada que influye en la secrecion de insulina. En algunos estudios, se
ha observado que inhibe la secrecion de insulina, tanto en humanos como en roedores (69).
En otros se sugiere que puede ser un potenciador de la liberacion insulinica y que el Ca®*
puede ser un mensajero para la grelina desde las células  (48). Por lo que la grelina puede
servir como un regulador fisiolbgico de la liberacion de insulina. Pues oscilaciones e
incrementos de [Ca*] han sido implicadas no Unicamente en la liberacion insulinica pues
también en la sintesis y expresion genética, por lo que la grelina puede servir como un factor
trofico para las células f (48, 69).

Estas investigaciones sugieren que la grelina puede funcionar como una molécula sehal
anabolica  durante la disminucion energética. Aunque estudios adicionales son
definitivamente necesarios para el entendimiento de su funcion y sehalizacion celular.

PR

S
. 2P

Figura 16. Fotografias por microscopia electronica de los granulos secretorios de los 5 tipos celulares
endocrinos del pancreas. A) célula ¢, B) Célula o, C) Célula 8, D) Célula  y E) Célula PP. Barra 250 nm (48).
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Il DIABETES EXPERIMENTAL

3.1 Modelos Animales

Para realizar cualquier tipo de investigacion biomédica es necesario experimentar con
animales. Las observaciones en éstos pueden extrapolarse al hombre después de un analisis
riguroso (70).

Para el estudio de la diabetes mellitus existen diversos modelos animales que pueden ser
utilizados de acuerdo a los requerimientos de la investigacion.

3.2 Modelos de Diabetes espontanea

La Diabetes espontanea en animales es relativamente comin. Desde 1851 Leblanc
documentd el caso de diabetes espontanea en un mono. En los animales que desarrollan la
diabetes tipo 1 intervienen 2 factores patogenéticos que se complementan: los defectos
inmunologicos y la predisposicion genética.

Esto quiere decir, que estos individuos pueden desarrollar la enfermedad, de forma que tras
los cruces adecuados se obtienen cepas de animales que en un elevado porcentaje,
desarrollaran diabetes. Esta puede ser caracterizada en los animales 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 (71).

Los modelos genéticos que semejan a la diabetes mellitus son producidos por la seleccion de
una mutacion espontanea o por ingenieria genética (71). Son muchos los ejemplos de
modelos animales incluyendo: al raton db/db, ratbn ob/ob, raton kkk, ratbn NZO, rata
diabética Zucker, varios de estos modelos muestran diversos grados de glucemia,
insulinemia y obesidad; los modelos de Diabetes tipo 1 incluyen al raton NOD vy la rata
diabética BB (72). En el Cuadro 1 se muestran algunos modelos de animales con diabetes
espontanea.

También se utilizan animales en los cuales, determinados genes o proteinas son borrados o
estan ausentes (knockouts) 6 son sobrexpresados (73).

Para la observacion, de que la resistencia a la insulina es heredable autosbmicamente y que
un simple gene puede estar involucrado, se han empleado animales knockout para
diferentes moléculas involucradas en la sehalizacion de la insulina y demostrar qué
mecanismos estan implicados en la resistencia a la insulina (72). Entre las moléculas
involucradas estan:

1. Receptor de Insulina: modelos en ratones homocigbticos para el receptor de insulina
El knockout presenta una severa hiperglucemia y cetosis, mientras los heterbcigos han
compensado su resistencia a la insulina y la tolerancia a la glucosa. La sobre
expresion de los receptores de insulina-cinasas provoca Unicamente una resistencia
media a la insulina y no diabetes. Las mutaciones en la diabetes tipo 2 en el receptor
de insulina, son desconocidas.
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Cuadro 1. Caracteristicas de algunos modelos animales con diabetes espontanea.

NOMBRE CONSTITUCION INSULINA TiPODE | CETOSIS | EFECTO EN CELULAS .
PLASMATICA | DIABETES
Rata BB Delgada Muy baja Tipo 1 +HH4t Insulinitis. Necrosis de las
(Biobreder) células p.
Ratén NOD Delgada Baja Tipo 1 +Ht Destruccion autoinmune por las
(diabético no células T.
obeso)
Ratén Chino Delgada Normal a Baja Tipo 1 + Degranluacion, bajo numero de
(Cricetulus griseus) células 3, con cetosis: necrosis
Hamster Sudafrica Delgada i? Tipo 1 ++ Hiperplasia e infiltracion de
(Mysromys glucégeno, con cetosis:
albicaudatus). necrosis
Perro Keeshond Tipo 1 +++ Ausencia de células B; células
Delgada Baja P solitarias.
Raton C57BL/ 6J Muy obeso Inicia alta Tipo2 | - Inicio: degranulacion; después
obl/ob después normal. hiperplasia y regranulacion.
Ratén C57BL/ Ksj Inicio: alta, Tipo 2 Ocasional | Inicio: degranulacion, después
db/db Muy obeso después baja necrosis de células f3.
Raton Obeso de Obeso Alta Tipp2 | = Inicio: Aumento de la insulina
Nueva Zelanda pancreatica.
(NZ0)
Raton amarillo Obeso Alta Tipp2 | = Hipertrofia e Hiperplasia
Raton KK Obeso Alta Tipp2 | = Hipertrofia e hiperplasia.
Raton amarillo - Obesidad Alta Tipp2 | = Hipertrofia e Hiperplasia.
KK moderada
Rata Obesa de la Obesa Alta Tipp2 | = Inicio: Alargamiento de islotes,
cepa Zucker (fa/fa después baja insulina, bajo
Zucker) numero de células .
Rata de Arena Obesa Alta Tipo 2 Ocasional Alargamiento de los islotes,
(Psammomys degranulacién de las células f;
obesus) depositos de glucégeno, con
cetosis: necrosis

Raton rapido Obeso Alta Tipo 2 Ocasional Hipertrofia e hiperplasia
(Acomys cahirinus) masiva.
Raton Hibrido Obeso Alta Tipp2 | = Hiperplasia, hipertrofia y
Wellesley (C3hfXI) degranulacién de las células p.
Hamster Obeso Alta Tipo 2 + Hipertrofia e hiperplasia.
Djungarian
(Phodopus
sungorus)
Tuco -Tuco Muy obeso i? Tipo 2 Hipertrofia.
(Ctenomys talarum)
Simio negro Delgado Normal i? Amiloide.
(Macaca nigra)
Mono rehesus Obeso Inicio. Alta, Tipo 2 Alteraciones en la secrecion de

(Macaca mulatta)

después baja

insulina.
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2. Substratos del receptor de insulina 1 y 2: Ratones homocigos en la mutacion de
IRS1 presentan un retardo de crecimiento intrauterino y postnatal, hiperinsulinemia,
intolerancia a la glucosa, y resistencia a la insulina y IGF-1, pero no son
marcadamente diabéticos. Dobles homécigos para los alelos de los genes de IRS-1
mueren por cetoacidosis diabética, mientras los heterbcigos muestran una resistencia
a la insulina.

3. Transportadores de glucosa: Translocaciones y mutaciones en el GLUT-4, los
knockouts presentan una resistencia a la insulina media, y una hiperglucemia media
Los heterocigos con deficiencia en GLUT-4 iniciaron como hiperinsulinicos vy
eventualmente hiperglucémicos.

4. Factor a Necrosis tumor (TNF- a): Es una citocina que frecuentemente es sobre
expresada en tejido adiposo de humanos y modelos animales de obesidad. Los
knokcouts de uno o ambos receptores de TNF-a dan por resultado una significativa
sensibilidad a la insulina (73).

3.3 Modelos de Diabetes Inducida.

La diabetes puede ser producida experimentalmente por cirugia, infeccion viral,
administracion de hormonas o de agentes quimicos (70, 71, 72).

3.3.1 Induccion Quirirgica

Los primeros intentos de inducir la diabetes experimental se realizaron en perros a través de
la pancreatectomia parcial o total; y fue con este modelo que F. G. Banting y C. Best, en
1921, descubrieron la insulina. Este procedimiento también fue el primero que se utilizb para
causar diabetes en ratas gestantes. Posteriormente mediante la lesibn selectiva de las
células del nucleo ventromedial del hipotalamo de ratas, se logro que éstas desarrollaran una
diabetes experimental que semeja a la tipo 2, presentando obesidad, hiperglucemia,
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina (72).

3.3.1.1 Pancreatectomia

La extirpacion total del pancreas da por resultado una diabetes tipo 1. Esta extirpacion resulta
del removimiento de la masa celular B, a, 3, y PP; asi como la masa celular acinar necesaria
para la propia digestibn, por consiguiente, la dieta de los animales pancreatectomizados
debe ser suplementada con enzimas pancreaticas (72).

El efecto de induccion de diabetes por pancreatectomia es dependiente del grado de
identificacion y la habilidad para identificar y preservar segmentos adecuados del 6érgano. En
especies animales como perros, cerdos, y primates no humanos el pancreas es un o6rgano
discreto y aislado; que en el caso de roedores como la rata, el pancreas es un 6rgano muy
difuso, y la diseccion total del pancreas es muy dificil de realizar (71, 72).
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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 antagonico al de la insulina, (Cuadro 2).

La epinefrina y el glucagon administrados en altas dosis a animales, tienen el mismo efecto
anti-insulinico que el que se presenta en humanos. Incluso se ha reportado la presencia de
hiperglucemia e hiperplasia de las células  del pancreas en animales a los que se les
administr6 hidrocortisona (72).

Cuadro 2: Hormonas inductoras de Diabetes.
Anticuerpos Anti — insulina

Catecolaminas
Glucagon

Glucocorticoides
(Dexametasona)
Somatostatina

3.3.2.1 Dexametasona.

Es un glucocorticoide de accion tardia que estimula la gluconeogénesis y la secrecion de
insulina e inhibe la toma de glucosa por las células adiposas. La dexametasona ha sido
utilizada para producir modelos de diabetes tipo 2 y también, cuando se utiliza en altas dosis
0 en combinacion con otros métodos, se puede producir un modelo de diabetes tipo 1 (71).
El tratamiento en ratas produce una diabetes tipo 2 debido a una resistencia insulinica
seguida de la administracion del glucocorticoide (72).

La administracion de la dexametasona disminuye la secrecion de insulina estimulada por
glucosa y reduce los niveles de GLUT2 en las células B, (Figura 17).

CH,OH
|
C=0

O

Figura 17. Estructura quimica de la dexametasona (74).
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3.3.3 Induccion Viral

Los virus representan otro mecanismo de induccion de diabetes, estan asociados con el
desarrollo de la diabetes tipo 1 en humanos y animales, (Cuadro 3). Pueden destruir
directamente las células  por efecto citolitico propio de los virus o bien actuar indirectamente
por una respuesta autoinmune iniciada y aumentada por el virus, pero la susceptibilidad
genética frente a la infeccion y la resistencia de las células f a las lesiones virales son un
punto que hasta ahora no estan bien clarificado (71, 75).

Cuadro 3. Virus que inducen el desarrollo de diabetes.

Virus Tipo Huésped Factores Caracteristicas
Geneéticos
Encéfalo- Mio RNA Raton + Producen degranulacibn de las
— Carditis Hamster + células f y necrosis
(EMC)
RNA Raton + Inflamacion  focal exbcrina con
Coxsackie B Primates + lesiones necrotizantes; alteraciones
humanos | No determinado | finas de células 3 sin necrosis.
Retrovirus RNA Raton + Necrosis de islotes poca a extensa.
Humanos | No determinado
Virus Bovino RNA Ganado No determinado | Necrosis de células f3.
Virus Kilham DNA Rata + Necrosis de células p.
de la rata
Citomegalo- DNA Humanos | No determinado
virus
Epstein - Barr Humanos | No determinado
DNA
Varicela Zoster DNA Humanos No

determinado.

Los modelos de Diabetes virica presentan diversas dificultades experimentales, por lo que
son poco utilizados en la investigacion (75).

3.3.4 Induccion Quimica

La induccibn de diabetes experimental en la rata utilizando agentes quimicos que destruyen
selectivamente las células f del pancreas es un método conveniente y simple de usar (70,
71, 72, 75). En el Cuadro 4 se muestran los diferentes agentes quimicos inductores de
diabetes.
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Cuadro 4. Agentes quimicos inductores de diabetes.
Agentes con efectos citotoxicos Agentes con efectos citotoxicos

irreversibles en la célula reversibles en la célula
Difenilthiocarbazina 2-deoxiglucosa
Estreptozotocina Acido dehidroascorbico
Hidroxiquinolona Aloxana
Oxine—9 Fluorida
Vacor lodoacetato
Malonato

Mannoheptulosa.

L- asparginasa

6- aminonocotinamida

Cianida
Azida

Ciproheptamina

3.3.4.1 Estreptozotocina (STZ)

La estreptozotocina (2-deoxi-2-(3-(metil-3nitrosourideo)-D-glucopiranosa) es un antibidtico
sintetizado por el hongo Streptomyces achromogenes y €s usado para inducir diabetes mellitus
en modelos animales (71, 72, 75). Ademas de sus propiedades antibibticas y diabetogénicas,
la STZ ha presentado propiedades genotoxicas en una variedad de ensayos, tales como:
mutagénesis microbiana, sintesis de DNA no previstas, micronlucleos, aberraciones
cromosomicas (CAs) e intercambio de cromatidas hermanas (SCEs) (76).

EL rango de la dosis no es muy claro como el caso de la aloxana. La dosis intravenosa
frecuentemente usada en ratas adultas para inducir diabetes esta entre 40 y 60 mg/Kg, pero
altas dosis también son utilizadas. (77)

La accion de la STZ en las células B esta acompanhada por alteraciones en las
concentraciones de insulina y glucosa sanguineas (78). Después de 6 horas del tratamiento,
ocurre hipoglucemia con altos niveles de insulina en la sangre. Finalmente, la hiperglucemia
se desarrolla y los niveles de insulina sanguineos disminuyen (79). La STZ perjudica la
oxidacion de la glucosa y disminuye la biosintesis y secrecion de la insulina ( 77, 78, 79).

COMPOSICION QUIMICA

La estructura quimica de la STZ es CgH,sN,0O,; esta compuesta por isbmeros a y  con
respecto a la glucosa (76), (Figura 18). Es inestable a temperatura ambiente, por lo que hay
gue mantenerla congelada. La STZ se descompone rapidamente en solucion acuosa a un pH
neutro y su estabilidad 6ptima se consigue a pH 4 (72, 77, 79). La STZ tiene una vida media
de 5 minutos y es eliminada de la circulacion en un lapso de 4 a 6 horas ( 79).
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Figura 18. Estructura quimica de la estreptozotocina (STZ), (80).

3.3.4.2 Mecanismo de accion

La STZ es tomada por la Célula B via transportador de glucosa GLUT2.

La accion intracelular de la STZ ocasiona cambios en el DNA de las células B resultando en
la fragmentacion de esta molécula. La actividad alquilante de la STZ esta relacionada con su
porcion nitrosurea, especialmente en la posicion Oy de guanina (76).

Al ser metabolizada en la célula, la STZ sirve como donador de oxido nitrico (ON) el cual se
ha propuesto que lleva a cabo la necrosis celular y dano al DNA (76, 77, 79).

En diversos experimentos, se ha demostrado que el ON no es la Unica molécula responsable
del efecto citotoxico de la STZ, también genera especies de oxigeno reactivo, que
contribuyen a la fragmentacion del DNA y otros cambios que dahan a las células 8 (81).

La formacion de aniones superoxidos resulta por la accion de la STZ en la mitocondria e
incrementa la actividad de la xantin oxidasa, pues se ha demostrado que la STZ inhibe el
ciclo de Krebs y substancialmente disminuye el consumo de oxigeno de la mitocondria (82).
Estos efectos limitan fuertemente la produccion de ATP mitocondrial y causan una
disminucion de esta molécula en las células p. La restriccion en la generacion de ATP
mitocondrial esta parcialmente mediada por ON ( 76, 81, 82).

El aumento en la defosforilacion de ATP incrementa el abastecimiento del sustrato de la
xantin oxidasa (las células B poseen una alta actividad de esta enzima) y dispara la
produccion de acido Urico el producto final de la degradacion del ATP (82), (Figura 19).

La xantin oxidasa cataliza la reaccion y se forman los aniones superoxidos (70, 74). Como
resultado de la generacion del anion superoxido se forma el peroxido de hidrogeno y
radicales de hidroxilo (82).

Esto puede indicar que las propiedades potentemente alquilantes de la STZ son la razon
importante de su toxicidad.

El daho del DNA inducido por STZ activa la poli-ADP ribosilacion. Este proceso origina una
disminucion del NAD-+ celular, ademas de la reduccion del contenido de ATP vy
subsecuentemente la disminucion de la sintesis y secrecion de insulina (81, 82).
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Uno de los inhibidores de la poli ADP ribosilacion es la 3-amino enzamida, potente inhibidor
de la poli (ADP-ribosa) sintetasa; y el otro es la nicotinamida que es también una
“limpiadora” de radicales libres y ejerce una proteccion para la STZ, pero es dependiente de
ATP ( 82).

Se puede concluir que la activacion de la poli-ADP ribosilacion es de gran importancia para
la diabetogenicidad de la STZ ademas de la generacion de radicales libres y del dano al DNA
(Figura 19). El calcio, que puede también inducir necrosis, no juega un papel importante en
el efecto de la administracion de STZ, pues se ha visto que los antagonistas de canales de
calcio no protegen a las células B del daho de la STZ, como en el caso de la aloxana ( 75,

76,77, 79, 81, 82).
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Figura 19. Esquema del mecanismo de accion de la STZ en una célula § (82).



IVDIABETES Y DESARROLLO
4.1 Diabetes inducida y Desarrollo

Los experimentos realizados en animales con diabetes inducida por STZ han demostrado la
presencia de malformaciones congénitas y reabsorciones; retardo y aumento en el
crecimiento de los productos, y un periodo de gestacion mas largo de lo normal (78, 83, 84,
85).

Sybulski y Mughan en 1971, no observaron malformaciones congénitas en fetos de ratas
diabéticas tratadas con STZ (86).

Deuchar en 1977, obtuvo un incremento en las frecuencias de reabsorciones vy
malformaciones congénitas en fetos de ratas tratadas con aloxana y STZ (87).

Ericsson en 1983 describid el sindrome de malformacion (sindrome de regresion caudal) en
ratas, similar a lo que presentan humanos de madres diabéticas (88).

Se sabe de una gran variedad de anormalidades afectan a los productos de madres
diabéticas; entre las mas comunes estan: defectos craneo-encefalicos, holoprosencefalia,
defectos cardiacos, sindrome de regresion caudal, agenesis renal, defectos gastrointestinales
y la presencia de una sola arteria umbilical, entre otros (89, 90), (Cuadro 5).

La malformacion que esta mas estrechamente asociada con la diabetes materna es el
sindrome de regresion caudal, este sindrome es definido como el subdesarrollo de las
extremidades inferiores, y esta a veces acompanado por un mal desarrollo de la cadera,
sacro y tractos urinario y genital (91).

Los estudios sobre la alteracion morfoldgica de la placenta en ratas diabéticas (92, 93, 94),
han enfatizado el papel que juega ésta sobre la transferencia de grandes cantidades de
glucosa a fetos de ratas diabéticas, donde se observa que las placentas de ratas diabéticas
son mas grandes y pesadas que las de ratas controles desde el dia 16 hasta el 22, asi como
su contenido de DNA (83). Las placentas de madres diabéticas también acumulan grandes
cantidades de glucogeno, por consecuencia de la hiperglucemia materna (95). Estas
placentas presentan anormalidades estructurales como: degeneracion cistica del
espongiotrofoblasto, aumento en el volumen de la capa laberintica e hipervascularizacion, asi
como la presencia de células gigantes del trofoblasto en etapas que no deberian presentarse
(83, 93, 94).

La hiperglucemia, inducida por STZ o por una infusion de glucosa, durante la gestacion tiene
profundos efectos sobre el metabolismo y desarrollo fetal. Las alteraciones en la homeostasis
de la glucosa persisten hasta la vida adulta e incluso en la segunda y tercera generacion
(83).
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Cuadro 5. Principales alteraciones de hijos de madres diabéticas (89, 96).

SISTEMA ALTERACIONES
o  Sindrome de la Regresion caudal. (Sirenomelia)
Musculo - o Labio leporino con o sin paladar hendido.
Esquelético o Costilla Bifida.
o Costilla “Ondulada’.
o Polidactilia.
o Sindactillia.
o Transposicion de los grandes vasos con o sin defectos del septum
Sistema ventricular.
Cardiovascular o Comunicaciones interventriculares  (defecto del septum
ventricular).
o  Coartacion de la aorta.
o Comunicaciones inter-auriculares (defectos del septum auricular)
o Cardiomegalia.
o Defectos del tubo neural (Holoprosencefalia).
Sistema o Anencefalia con 6 sin hernias de elementos neurales.
Nervioso o Agenesia del cuerpo calloso
Central o Hidrocefalia.
o Microcefalia.
o Agenesis renal.
Sistema Renal o Rifién poliquistico
o Displasia cistica.
o Duplicacion del uréter.
o  Situs inversu.
o Hidronefrosis.
o Atresia duodenal.
Sistema Gastro- o Atresia anorectal.
Intestinal o Sindrome del colon izquierdo pequefio.
o Macrosomia
Otros. o Retraso en el crecimiento fetal.
o Pseudohermafroditismo.
o Arteria umbilical Unica.

Se ha reportado que las crias de ratas diabéticas presentan alteraciones en el metabolismo
después del nacimiento hasta la vida adulta debido a las adaptaciones funcionales durante el
desarrollo fetal ocasionadas por la hiperglucemia materna; segun varios autores éstas
alteraciones en el metabolismo pueden ser un factor de riesgo para padecer, diabetes tipo 2
(97), obesidad, intolerancia a la glucosa; incluso se podrian sumar para ocasionar el
sindrome metabolico (98, 99).

El mecanismo que ocasionan todas estas alteraciones en el desarrollo de fetos de madres

diabéticas alin no se conoce, sin embargo, parece ser multifactorial.
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4.2 Desarrollo del pancreas y diabetes inducida.

La alteraciones en la relacion materno fetal, resultado de la diabetes durante la gestacion
son frecuentemente citadas como evidencia de la importancia de la glucosa e insulina sobre
la modulacion del crecimiento fetal (97).

Aunque el incremento de la glucosa fetal y la disponibilidad de insulina resultado de la
diabetes en la gestacion esta estrechamente asociado con el desarrollo de macrosomia fetal,
poco se sabe acerca de los mecanismos por los cuales la diabetes materna severa limita el
crecimiento fetal (78, 97).

La fetopatia diabética humana es caracterizada por un incremento en el peso fetal,
hiperinsulinemia e incremento en el contenido pancreatico de insulina (84). Los estudios en
animales gestantes han sugerido varios mecanismos del pancreas fetal en desarrollo en
respuesta a la diabetes inducida.

Se ha reportado que las porciones endocrinas del pancreas fetal en el Ultimo dia de la
gestacion de ratas diabéticas son grandes, indicando una hiperactividad funcional aunque
presentan una disminucion de la granulacion en las células 3, que se debe a un agotamiento
de la propia funcion endocrina (100, 101, 102). Eriksson en 1980 (84), reportd que en fetos
de 20 dias se presenta una alteracion selectiva sobre las células $ del pancreas en fetos de
ratas diabéticas, y observd también que las reservas de glucagon y somatostatina, se
mantienen en un rango normal.

Un medio intrauterino anormal, puede deberse una deficiencia proteica en la alimentacion 6
a una mala transferencia de nutrientes maternos; como en la diabetes materna, que ocasiona
diferentes alteraciones dependiendo de la cantidad de glucosa que llega al feto (99).

Una elevacion moderada (+20%) en las concentraciones de glucosa materna y por ende en
las concentraciones de glucosa fetal inducen un incremento en el numero y actividad
biosintética de las células  fetales. La respuesta de la insulina a las concentraciones de
glucosa fetal in vivo e in vitro, se incrementa en ratas diabéticas moderadas (103).

En una hiperglucemia severa en ratas gestantes da por resultado una hiperglucemia e
hipoinsulinemia en los fetos asi como una retardacion del crecimiento fetal. El peso
pancreatico es disminuido pero el porcentaje de tejido endocrino esta incrementado.

Las células p son sobre estimuladas y muestran una degranulacion por microscopia
electronica: un fenobmeno de agotamiento celular 3, que es, probablemente el causante de la
disminucion en las concentraciones de insulina pancreatica y plasmatica.

Las células p de fetos severamente hiperglucémicos son incapaces de secretar insulina in
vivo e in vitro, indicando que el pancreas es insensible a la glucosa (103).
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V JUSTIFICACION

La Diabetes materna provoca un ambiente intrauterino anormal que afecta la diferenciacion y
desarrollo del feto, provocando gestaciones prolongadas, un incremento en el numero de
reabsorciones, un menor numero de crias y un incremento de malformaciones congénitas.

La diferenciacion y desarrollo del pancreas, organo implicado en la homeostasis de la
glucosa, se ve severamente afectado por la hiperglucemia materna.

Sin embargo pocos estudios reportan el efecto de la hiperglucemia materna en las etapas
tempranas de la diferenciacion del pancreas. La mayoria analizan sus efectos en los ultimos
dias de gestacion (19, 20 y 21 dias).

Teniendo en cuenta que el primordio dorsal del pancreas aparece en el dia 12 de gestacion
en rata, y que el primordio ventral aparece un dia después, para fusionarse entre los dias 14-
15 de gestacion, es importante analizar el proceso de diferenciacion desde esta etapa del
desarrollo y hasta el final de la gestacion (104).

VI HIPOTESIS

La diabetes materna ocasionara alteraciones en la diferenciacion del pancreas fetal que
repercutiran en su funcionamiento.

VIl OBJETIVOS

7.1 General

* Analizar los cambios estructurales del pancreas fetal de productos de madres con
diabetes inducida con STZ los dias 15, 17, 19 y 21 de gestacion y 1er. dia de vida
extrauterina (1dV.E.U); y correlacionarlo con la produccion de insulina.

7.2 Particulares

» Comparar la diferenciacion del pancreas fetal de productos de ratas diabéticas y sanas
en los dias 15, 17, 19 y 21 de gestaciony 1d V.E.U.

» Determinar el efecto de la diabetes materna sobre la produccion de insulina del
pancreas fetal de 15, 17, 19 y 21 dias de gestacion y 1d V.E.U y compararla con la de
productos de ratas sanas en los mismos tiempos.
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VIII MATERIAL Y METODOS

8.1 Animales

Se utilizaron 13 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley con un peso de 200-300g que
permanecieron en condiciones controladas de bioterio con una temperatura de 22°-25°C, con
un periodo de luz-oscuridad de 12/12 hrs. con acceso a alimento y agua ad libitum en el
Bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS).

Se aparearon con machos de fertilidad comprobada toda una noche en una relacion de 3
hembras con un macho. Al dia siguiente se les realizd un frotis vaginal, la presencia de
tapon vaginal mucoso y/o espermatozoides en el frotis vaginal determind a éste como el
primer dia de gestacion.

Se formaron 2 lotes, los cuales estuvieron conformados por: 5 ratas lote control (LC); y 8
ratas lote experimental (LE).

A todos los animales en el tercer dia de gestacion, se pesaron y se les tomo la
concentracion de glucosa sanguinea de la vena caudal; y a las ratas del lote Control se les
administr6 una dosis Unica intraperitoneal de acuerdo a su peso de amortiguador de
acetatos 0.1M con pH 4.3 (Anexo 1).

8.2 Grupo Experimental

A las ratas del Lote Experimental, al tercer dia de gestacion se les administrd una dosis Unica
intraperitoneal de 50mg/Kg. de peso de STZ en amortiguador de acetatos 0.1M con pH 4.3,
48 horas después de la inyeccion, se les tomo la concentracion de glucosa sanguinea y se
determinaron diabéticas aquellas que presentaban una concentracion de glucosa sanguinea
> 200 mg/dl. Todas las hembras gestantes se colocaron en jaulas individuales.

A cada rata de los 2 lotes, se les determind glucosa basal y peso cada 3er. dia por la
mahana hasta el dia de su sacrificio, la toma de glucosa se obtuvo por medio de una
pequena incision en la vena caudal, la medicion se realizd por medio de un Glucometro Elite
Marca Bayer® vy con tiras reactivas Ascencia Elite Marca Bayer®, el peso fue obtenido por
medio de una bascula marca Ohaus®.

Fueron sacrificadas a partir del dia 15 de gestacion por dislocacion craneo-cervical,
realizandoles una diseccion abdominal.

Los dias de sacrificio fueron equivalentes a los siguientes dias de gestacion utilizados en el
estudio: 15, 17, 19, 21, y 1d V.E.U.

De las madres se obtuvo:
- muestra de sangre a partir de la aorta.
- el pancreas, que fue removido con parte del duodeno y otra del bazo.
- el Utero para la localizacion vy arreglo de los fetos y/o reabsorciones.

Se registro el numero de fetos, su distribucidbn en los cuernos uterinos, y numero de
reabsorciones. Los dos cuernos uterinos se fijaron en Formol Buffer con pH 7.2 (Anexo 1) y
los fetos fueron numerados a partir del cuerno derecho.

Después de 24 horas fueron separados del Utero, saco vitelino, placenta y corddén umbilical,
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para registrar:
-Peso
-Tamano (s):
Cabeza, cabeza-rabadilla, y cola.
-Alguna malformacion congénita.

Los fetos y crias se fijaron en Formol Buffer con pH 7.2 (Anexo 1), y 3 de cada camada
fueron fijados en solucién de Bouin (Anexo 1).

8.3 Parametros Bioquimicos.

La sangre obtenida fue centrifugada a 3500 r.p.m. por 10 minutos (en una centrifuga marca
Beckman® GS-15R), se separd el suero y se congeldo a -70°C para analisis posterior de
glucosa sérica, triglicéridos, VLDL (Proteinas de muy baja densidad) y colesterol.

Las determinaciones de estos parametros bioquimicos se realizaron por medio de quimica
seca en el analizador Kodak® Ektachem DT 60lII.

Glucosa: Reaccibn en la que la glucosa de la muestra reacciona con el oxigeno en presencia
de glucosa oxidasa.

Triglicéridos: Separacion de los triglicéridos de los acarreadores lipoprotéicos, los triglicéridos
son hidrolizados por una lipasa y se retiran los residuos de acido ascorbico con ascorbato
oxidasa.

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

8.4 Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como promedio + error estandar (E.E). Se realizb la prueba de
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias; se utilizd el programa estadistico SPSS ver.10 .
Asi como una post-prueba de Bonferroni para la comparacion especifica de los grupos. Se
consider6 una diferencia estadisticamente significativa cuando el valor de p < 0.05.

8.5 Microscopia de Luz

Para el analisis histologico las muestras tisulares se lavaron, se deshidrataron en alcoholes
graduales y se incluyeron en paraplast (Sigma®). Se realizo la inclusibn de los fetos de la
siguiente manera:

Fetos de 15 y 17 dias de gestacion fueron incluidos completamente en paraplast; mientras
los de 19, 21, y 1dV.E.U se les realizb una diseccion en la parte abdominal con un bisturi
para la obtencion del tracto gastrointestinal y después se extrajo el pancreas y se incluyd de
igual manera en paraplast.

Se realizaron cortes en microtomo de rotacion de 5um, que se tineron con:
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-Hematoxilina-Eosina (Anexo 2): La cual, permite observar la estructura general del 6rgano.
-Método 6 Tincion de Gomori para Islotes Pancreaticos (Anexo 2): permite observar la
diversidad celular de los islotes de Langerhans, tihendo las células «, B y ® de distintos
colores.

8.6 Inmunohistoquimica

De los fetos obtenidos del lote Control y lote Experimental se tomaron 4 cortes de 5 um que
fueron procesados para este tipo de técnica.

Los cortes fueron montados en portaobjetos pre-tratados con Poly-L-lisina (Sigma®) en
concentracion 1:10, por 30 minutos a temperatura ambiente.

Los cortes para este método, se hidrataron e incubaron por 30 min. en H,0, (perbxido de
Hidrogeno) al 3% (Anexo 3), después fueron lavados en solucion PBS-Tween al 0.1% (Anexo
3). Se realizb el bloqueo de proteinas no especificas por medio del bloqueador de proteinas
(Dako® X0909); se decantd el exceso y se incubd el anticuerpo primario: Anti-insulina
(Lt.1379P301) anti-ratbn Cocktail Ab-6 (Lab Vision Fremont, CA) en una dilucion 1:250ul
(PBS-Tween al 0.1%) por 40 min. a temperatura ambiente .

Se lavaron con sol. PBS-Tween al 0.1% y se incub0 el segundo anticuerpo HRP* (Dako®
K1490, anticonejo), por 30 min. a temperatura ambiente. Se reveld con el método sustrato—
cromogeno DAB* (Cromobogeno de Diaminobenzidina, Dako®. K3467). Los cortes fueron
contrastados con hematoxilina. Se deshidrataron en alcoholes graduales y se montaron con
Entellan (Sigma®).

El anticuerpo fue probado minimo en un corte de cada porta objetos. Otro corte fue utilizado
como control negativo para el anticuerpo primario para conocer su especificidad, el cual fue
incubado con sol. PBS-Tween al 0.1%.

La obtencion de fotografias de microscopia de luz e inmunohistoquimica se realizb por
medio de un microscopio marca Nikon® Eclipse E400 y una camara digital Cybershot de
Sony® en objetivos de 20x y 40x. Las fotos obtenidas fueron editadas con el programa
Photoshop de Adobe®.
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IX RESULTADOS.
9.1 Peso

Conforme la gestacion avanzo las ratas del LC presentaron una ganancia de peso
progresiva hasta al final de la gestacion; mientras que las ratas del LE iniciaron un aumento
progresivo de peso a partir del dia 11 de gestacion, aunque siendo inferior con respecto al
LC. Se presentd una diferencia estadisticamente significativa hasta los dias 19 y 21 de
gestacion (control= 364+15.246g vs experimental= 306+15.2469; control= 373+17.605g vs
experimental= 315.30+17.605g p< 0.05, respectivamente), (Tabla 1, Grafica 1).

Dia de Peso (g)
Gestacion Lote Control Lote Experimental
3 259.00 = 11.525 276.67 = 17.605"°
5 268.86 = 11.525 275.00 + 21.562N
7 290.67 = 17.605 263.50 = 21.562"°
9 282.60 = 21.562 263.00 + 21.562N
11 301.50 = 15.246 272.29 + 11.525N8
13 308.57 = 11.525 278.63 + 10.781 N
15 323.14 = 11.525 288.13 + 10.781 N
17 337.00 = 13.637 289.57 + 11.525N8
19 364.00 = 15.246 306.00 = 15.246°°
21 373.00 = 17.605 315.33 = 17.605°°
1d.V.E.U. 342.00 = 30.493 254.50 + 21.562N

Tabla 1. Peso de las ratas durante la gestacion. Datos expresados como promedio + E.E.
°°P< 0.05. LC vs. LE. ™ No significativo.

Después del nacimiento, las ratas de los dos lotes disminuyeron de peso sin diferencia
significativa (control= 342.00 + 30.493g; experimental= 254.50 + 21.562g) siendo mas
ligeras las del LE.
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Grafica 1: Peso materno durante la gestacion. Datos expresados
como promedio = E.E. LC vs. LE. °P< 0.05.

9.2 Glucosa
A partir del dia 5 de gestacion hasta el Ultimo dia del experimento (1d.V.E.U.) los niveles de

glucosa sanguinea en las ratas del LE fueron estadisticamente significativos con respecto a
los niveles que presento el LC, (Tabla 2).

Dia de Glucosa sanguinea (mg/dl)

Gestacion Lote Control Lote Experimental
3 98.29 + 15.919 92.00 = 24.316"
5 93.29 + 15.919 352.00 = 29.781*
7 108.33 + 24.316 394.00 = 29.781*
9 80.00 + 29.781 396.50 = 29.781*
11 99.50 + 21.059 456.43 = 15.919*
13 98.43 + 15.919 468.50 = 14.891*
15 84.43 = 15.919 492.50 = 14.891*
17 83.80 = 18.835 461.86 = 15.919*
19 87.00 = 21.059 463.00 = 21.059*
21 93.00 = 24.316 553.00 = 24.316*

1d.V.E.U. 102.00 + 29.781 387.50 = 29.781*

Tabla 2. Glucosa sanguinea durante la gestacion. Datos expresados como
promedio = E.E. LC vs. LE. *P< 0.001. ™ No significativo.




En la gestacion, las ratas del LE desde el dia 7 presentaron un aumento progresivo en los
niveles de glucosa hasta el dia 15 de gestacion llegando a niveles de 492.50 + 14.891 mg/dl,
aunque los siguientes dos dias (17 y 19) disminuyeron (461.86 = 15.919 y 463.00 +21.059
mg/dl, respectivamente), conforme progreso la gestacion llegaron a alcanzar niveles de 553
+ 24.316 mg/dl (dia 21).

Para el tiempo de 1dV.E.U. después del parto, los niveles de glucosa del LC presentaron un
ligero aumento, mientras que en el LE el nivel de glucosa descendid (control= 102.00 =
29.781 vs. experimental= 387.50 + 29.781 mg/dl; p<0.001) sin dejar de representar un estado
hiperglucémico, (Grafica 2).
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Grafica 2. Niveles de glucosa sanguinea a través de la gestacion. Datos
expresados como promedio + E.E. *Desde este dia. LC vs. LE. P<0.001.

9.3 Quimica sanguinea

Los parametros bioquimicos sanguineos registrados fueron: glucosa sérica, colesterol,
trigliceridos y VLDL y sblo en los dias: 15, 17, 19, 21 de gestacion y 1d.V.E.U. Las
concentraciones obtenidas se muestran en la Tabla 3.

Dia de Glucosa sérica Colesterol Triglicéridos VLDL
Gestacion (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
LC LE LC LE LC LE LC LE
15 172 612 | ----- | ----- 355 305 71 73
17 167 608 52 100.3 306 375 61 65.6
19 138 610 58 147 183 488.5 37 80
21 175 600 71 171 396 1775 79 355
1d.V.E.U. 151 544 74 55 355 223.5 71 45

Tabla 3: Concentraciones de los cuatro parametros bioquimicos obtenidos en la Ultima semana de gestacion.
Datos expresados como promedio.



9.3.1 Glucosa Serica

La glucosa seérica al igual que la glucosa sanguinea confirm6 un estado hiperglucémico
severo en los animales del LE en la Ultima semana de gestacion.

Las ratas del LE presentaron niveles = 600mg/dl en los dias 15 (612mg/dl), 17 (608 mg/dl),
19 (610 mg/dl), y 21 (600 mg/dl). Mientras que los niveles del LC no rebasaron los niveles de
175mg/dl los dias: 15 (172 mg/dl), 17(157 mg/dl), 19(138 mg/dl), y 21(175 mg/dI).

Para 1dV.E.U. la glucosa sérica en las ratas del LC se mantuvo en niveles por debajo de los
175mg/dl (151mg/dl); mientras en el LE descendi6 a niveles de 544mg/dl. (Grafica 3).
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Grafica 3. Niveles de glucosa sérica en la Ultima semana de gestacion.
Datos expresados como promedio.

9.3.2 Colesterol

Las concentraciones de colesterol se elevaron conforme progreso la gestacion. En el dia 15
los niveles de este lipido fueron bajos para el rango de medicion del analizador quimico.

En el dia 17, los niveles de colesterol en el LE fueron el doble de concentracion del LC
(control= 52 mg/dl , experimental= 100mg/dl).

En el dia 19, los niveles aumentaron progresivamente en LE representando valores mas del
doble que los del LC (control= 58 mg/dI, experimental= 147mg/dl); sobre el dia 21 el aumento
en los niveles de colesterol del LE siguid representando valores del doble de concentracion
del LC (control= 71 mg/dl, experimental= 171mg/dl.)

Al término de la gestacion, en el 1d.V.E.U., los niveles de colesterol disminuyeron en los dos
lotes (control= 74 mg/dl; experimental= 55 mg/dl) siendo mas bajos los niveles del LE.
(Grafica 4).
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Grafica 4. Niveles de colesterol hacia finales de la gestacion.

9.3.3 Triglicéridos

Las concentraciones de triglicéridos en el LC fueron en el dia 15 de 355 mg/dl, en 17 dias de
306 mg/dl, 19 dias disminuyeron a 183 mg/dl y en 21 dias de gestacion se presentaron los
niveles mas altos de estos lipidos: 396 mg/dl. A diferencia del LC, en el LE los niveles de
estos lipidos presentaron niveles arriba de los 300 mg/dl desde el dia 15 de gestacion: 305
mg/dl; aumentando de forma gradual los dias 17: 375mg/dl y 19: 488.5mg/dl. En el dia 21 de
gestacion los triglicéridos llegaron a alcanzar valores de 1775 mg/dl. Para el 1d.V.E.U. los
trigliceridos descendieron a valores de 355 mg/dl para el LC y 223.5 mg/dl para el LE.

(Grafica 5).

Datos expresados como promedio.
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Grafica 5. Niveles de triglicéridos hacia el final de la gestacion.
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9.3.4 VLDL

Las lipoproteinas de muy baja densidad, se calculan basandose en los niveles de
triglicéridos, por lo que nos muestra, un comportamiento similar durante y después de
gestacion, aunque sus concentraciones fueron distintas.

Para el dia 15 de gestacion, el LE presenta niveles de concentracion similares al del LC
(control= 71mg/dl, experimental= 73mg/dl); y en el dia 17 (control= 61mg/dl, experimental=
65.5 mg/dI).

En el dia 19 de gestacion se presentd un aumento en los niveles del LE ( 80 mg/dl) llegando
a ser mas del doble de la concentracion del LC ( 37 mg/dl). Grafica 6.

En el Ultimo dia de gestacion (21) los niveles de VLDL aumentaron drasticamente llegando a
valores de 79mg/dl en el LC y a 355 mg/dl para el LE, representando mas del cuadruple de
las concentraciones del LC.

En el 1d.V.E.U. en los dos lotes se observb un descenso en los niveles de estas
lipoproteinas, llegando a ser mas marcado en el LE que en el LC (control= 71 mg/dI,
experimental= 45 mg/dl). (Grafica 6).
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Grafica 6. Niveles de VLDL hacia el final de la gestacion. Datos
expresados como promedio.



9.4 Fetos
9.4.1 Peso

El promedio de peso de los fetos fue significativamente bajo en el LE en comparacion con los
pesos de los fetos de LC p< 0.001. De manera similar el promedio de peso de las crias del
LE fue significativamente menor que el que presentaron las crias del LC p< 0.001 (Tabla 4,
Grafica 7).

Tabla 4 . Peso de fetos y crias de 1d.V.E.U. *p< 0.001 LC vs. LE.

Dia Lote Control Lote Experimental
Gestacion (gramos) (gramos)
15 0.18 £ 0.077 0.13 £ 0.077*
17 0.50 £ 0.077 0.36 + 0.05*
19 1.89 = 0.084 1.48 = 0.08*
21 3.72 £ 0.092 2.93 £ 0.077*
1d.V.E.U. 6.99 + 0.098 5.02 + 0.077*
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Grafica 7. Peso de fetos en la Ultima semana de gestacion. Datos
expresados como promedio = E.E. LC vs. LE. * P< 0.001.



9.4.2 Talla

La talla de los fetos y crias de los dos lotes, fue obtenida sumando las medidas de: cabeza,

cabeza- rabadilla y cola.

La talla de los fetos del LE fue significativamente menor a la que presentaron los fetos del
LC p <0.001. Al igual, las crias del LE fueron significativamente mas pequenas que las crias

del LC en el 1er. dia de vida extrauterina, (Tabla 5, Grafica 9).

Tabla 5: Talla de fetos y crias de 1d.V.E.U. . *p< 0.001 LC vs LE.

Dia Lote Control Lote Experimental
Gestacion (milimetros) (milimetros)
15 19.94 + 0.694 18.03 = 0.694"
17 30.68 + 0.694 27.01 £ 0.45"
19 47.60 = 0.755 42.55 + 0.722*
21 60.99 + 0.885 57.03 £ 0.694*
1d.V.E.U. 76.23 £ 0.885 71.33 £ 0.694"
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Grafica 8. Talla de los fetos al final de la gestacion. Datos expresados
como promedio = E.E. LC vs. LE *P< 0.001.



Por lo que las crias de madres diabéticas fueron menos pesadas y mas pequenhas en
comparacion con las crias de madres sanas en los tiempos respectivos, (Figura 20).

1d.V.EU 21

LC

Figura 20. Comparacion esquematica de fetos y crias obtenidos en este estudio.
Los numeros debajo de los fetos representan el dia de gestacion.

9.4.3 Anomalias Congeénitas

En el LC no se observd ninguna reabsorcion al igual que ninguna presencia de malformacion
en los fetos y crias (n= 54).

En cambio, en el LE se observd la presencia de reabsorciones (n=18) en 4 gestaciones de
las 8 analizadas, 9 reabsorciones en el dia 17,1 en el dia 19y 8 en 21 dias.

La presencia de malformaciones congénitas en fetos y crias de gestaciones del LE fueron
observadas; de los productos obtenidos en las gestaciones del LE (n=74); 3 presentaron una
malformacion congeénita.

Los fetos con una malformacién congénita, presentaron una deformidad en el cierre del tubo
neural (fetos de 17 dias), uno con una deformacion parcial de la cabeza, (Figura 21 Ay B);y
otro con microcefalia, Figura 21 C y D. El otro caso, fue de un feto de 21 dias que presenta
una alteracion de la region abdominal que se asocia a la diabetes materna: el sindrome de
regresion caudal o sirenomelia, (Figura 21 Ey F).



Figura 21. Ay B) Feto de 17 dias presentando una malformacion en la cabeza. C y D)
Feto de 17 dias: Presenta una anencefalia. Ey F) Feto de 21 dias que presenta
una anormalidad en la parte inferior de la zona abdominal.

9.5 Descripcion sobre el desarrollo del pancreas fetal.

Las técnicas de microscopia de luz (H/E y Gomori para islotes pancreaticos) nos permitieron
describir y comparar las diferencias morfologicas espacio-temporales sobre el desarrollo de
pancreas entre los dos lotes, en la Ultima semana de gestacion.

Durante la gestacion entre los dias 11-12, los dos primordios pancreaticos se presentan
como dos protuberancias de tejido conjuntivo (mesenquima) que es un tipo de tejido
indiferenciado, compuesto de células estrelladas, irregulares, con un nucleo esférico central
y por una sustancia intercelular muy laxa, que forma fibras. Entre los dias 14 y 15, los dos
primordios se fusionan por la propia rotacion del duodeno, originando el pancreas como un
organo Unico.

15 dias de gestacion.



Este tiempo se caracterizo por la presencia de dos tipos de tejido: el mesenquima vy el tejido
epitelial pre-ductal, que se presentd como una agrupacion amorfa que estuvo rodeada por la
gran masa de mesenquima, el epitelio pre-ductal inicid su crecimiento tipico de forma
ramificadora en el LC, (Figura 22 A).

En el LE, se observd la fusiobn de los dos primordios pancreaticos . El primordio dorsal
presentd agrupaciones de epitelio pre-ductal de diferentes tamahos con una ramificacion
poco evidente, (Figura 22 B). Los pancreas fetales tenidos con el método de Gomori para
células a, p y 8, no mostraron ninguna diferencia entre los dos lotes, (Figura 23 Ay B).

17 dias de gestacion.

En el LC; se observd que las células epiteliales pre-ductales proliferaron, se inicio la
diferenciacion a células de ductos, que se caracterizan por ser un epitelio simple plano, ya
que fue evidente la formacion de ductos por mecanismos de fusion de asociaciones celulares
pre-ductales. La masa de mesenquima disminuyd por la gran proliferacion de células pre-
ductales y ductales y la diferenciacion de acinos pancreaticos, (Figura 22 C).

En el LE se observb un numero menor de células ductales lo que implica un atraso en la
diferenciacion, las pequehas agrupaciones de células pre-ductales iniciaban la fusion entre
ellas, siendo esto un indicador del inicio de la formacion de ductos, (Figura 22 D). Al igual que
en el tiempo anterior (15 dias) la tincion de Gomori para islotes pancreaticos, no presento
diferencias en ninguno de los dos lotes, (Figura 23 C y D).

19 dias de gestacion.

En el LC las células ductales, se localizaron entre la gran masa de los acinos pancreaticos
ya diferenciados (por la presencia de granulos secretorios). Y son ahora los dos tipos de
tejido mas abundantes en el pancreas fetal. Se observa la formacion de vasos sanguineos y
en relacion estrecha con células ductales. Entre el epitelio ductal, se encontraron células
endocrinas en desarrollo asociadas como agrupaciones tipo islotes entre la gran masa
acinar, (Figura 22 E).

En el LE, no se observaron agrupaciones tipo islote, pero si la formacion de vasos
sanguineos (Figura 22 F). Con la técnica de Gomori, en los pancreas de los LC y LE se pudo
observar la diferenciacion de las diferentes células endocrinas, siendo mas evidente en el LC
que en el LE, (Figura 23 Ey F).

21 dias de gestacion.

En el LC, se observd que los acinos estan completamente desarrollados, la glandula
presenta su forma tipica l6bulo-acinar. Dentro de la poblacion epitelial entre las células de
ductos, se presentd una gran proliferacion de células endocrinas asociadas a éstas y a
capilares sanguineos. Estas diversas agrupaciones epiteliales presentaron una intensa
actividad proliferativa en diversos lugares entre la masa acinar para la formacion de futuros
islotes, (Figura 22 G).

En el LE se observd la maduracion de los acinos pancreaticos, la proliferacion de células
endocrinas asociadas a epitelio ductal, y vasos sanguineos, la Unica diferencia evidente fue



que la actividad proliferativa de células endocrinas fue menor que en el LC pues las células
endocrinas estuvieron asociadas todavia a células ductales. Figura 22 H.

Con el método de tincibn de Gomori, se observd que en el LC; las células a y células &
(células rojizas-rosadas) se presentaron al igual que las células § (células azul-pUrpura),
proliferando entre el tejido acinar. En algunos casos estas agrupaciones tenian la forma
esférica del tejido endocrino pancreatico, (Figura 23 G). En el LE, la presencia de células a,
y células & se encuentran diferenciadas entre el epitelio ductal y en algunos casos se
presentan entre el tejido acinar, (Figura 23 H).

Un dia de vida extrauterina (1d.V.E.U)

En el pancreas de las crias recién nacidas, del LC se observa la estructura tipica de un
islote  como una agrupacion de forma esférica, asociada a capilares sanguineos y rodeada
de tejido exbcrino y los acinos presentan ya su forma caracteristica.

Los diferentes tipos celulares del islote se observaron en su disposicion caracteristica: las
células B se presentaron en el centro del islote, mientras que, el resto de las células
endocrinas se arreglaron sobre la periferia, (Figura 22 ).

En los pancreas de recién nacidos del LE, se observd un atraso en la formacion de los
islotes, presentandose todavia células endocrinas asociadas a ductos, Los escasos islotes
formados eran de menor tamano, (Figura 22 J).

Con el método de tincion de Gomori en el LC se pudo observar la localizacion tipica de los
diferentes tipos celulares en los islotes; (Figura 23 1) en el LE no se observo la disposicion
celular caracteristica en los islotes pues se observaron agrupaciones de células a y & pero la
de células B no estuvo bien distinguida, (Figura 23 J).

En la Tabla 6 se comparan las principales caracteristicas observadas durante el desarrollo
del pancreas entre los dos lotes en los 5 tiempos analizados durante la Gltima semana de
gestacion de la rata.



Tabla 6. Caracteristicas distintivas observadas en el desarrollo del pancreas fetal de rata.

DIA LOTE CONTROL LOTE EXPERIMENTAL
GESTACION
Primordios  pancreaticos  fusionados | Fusibn de primordios pancreaticos no
formando un 6rgano Unico. finalizada.

15 Presencia de mesenquima vy tejido | Mesenquima representa mayor volumen que
epitelial pre-ductal. el tejido epitelial pre-ductal.

Crecimiento del epitelio pre-ductal en | Agrupaciones de epitelio pre-ductal de varios

forma ramificadora. tamahos y mecanismo de ramificacibn poco
evidente.

Inicia proliferaciobn de células ductales a | Se observa menor numero de células de

partir del epitelio pre-ductal. Se observa la | ductos, células pre-ductales inician apenas la

17 formacion de ductos pancreéticos. Masa | diferenciacion.
de mesenquima disminuye debido a la | Masa celular mesenquimatosa abundante en
proliferacibn de células pre-ductales y | comparacion a la masa de epitelio pre-ductal.
ductales.

Acinos y ductos diferenciados, los dos | Diferenciacion de la masa acinar y de ductos,
tipos de tejido mas abundantes. Se | se observan vasos sanguineos.

19 observa la presencia de vasos | Pequehas  agrupaciones de células
sanguineos y células  endocrinas | endocrinas asociadas al epitelio de ductos.
asociadas a células de ductos y en
agrupaciones tipo—islote.

Acinos completamente  desarrollados | Se presenta un retraso en la maduracion
(estructura lbbulo-acinar) Aumento en la | acinar (sin estructura lébulo-acinar) Epitelio de

21 proliferacibon de células endocrinas | ductos y vasos sanguineos presentes y
asociadas a epitelio ductal y a vasos | rodeados por una masa celular endocrina.
sanguineos; y conformando varias | La proliferacibn celular endocrina se vio
agrupaciones tipo-islote. disminuida entre la masa acinar y pequehas

agrupaciones tipo islote fueron observadas.
Masa pancreética exbcrina y endocrina | Masa exocrina (acinos y ductos) desarrollada
desarrollada por completo, los islotes | por completo.
1d.V.E.U. esféricos y delimitados, la estructura | Atraso en la formacion de islotes por la
poblacional en éstos delimitada | presencia de células endocrinas asociadas a

normalmente con células p en el centro
resto de células endocrinas en la
periferia.

ductos y pequehas agrupaciones tipo islote
son evidentes en comparacibn como las que
se presentan en el LC.

Figura 22. Composicion de fotografias del desarrollo del pancreas de rata. Tincibn de Hematoxilina- Eosina
(H/E). A) 15 dias LC, 34x, B) 15 dias LE, 38x, C) 17 dias LC, 30x, D) 17 dias LE, 26x, E) 19 dias LC, 60x, F) 19
dias LE, 60x. G) 21 dias LC, 60x, H) 21dias LE, 60x. I)1d.V.E.U. LC, 60x y J) 1d.V.E.U. LE, 60x. Abreviaciones:
ep= epitelio pre-ductal, m= mesenquima, pv= primordio ventral, pd= primordio dorsal, ap= agrupaciones pre-
ductales, cd= células de ducto, d= ducto, cai= células acinares inmaduras, ce= células endocrinas, vs= vaso
sanguineo, ati= agrupaciones tipo — islote, ac= acinos pancreaticos e isl= islote pancreatico. Las flechas
sehalan las células que representan la abreviatura. La linea punteada en la figura 20B, representa la parte de

unibn de los dos primordios pancreaticos, para este tiempo.

Figura 23. Composicion de fotografias del desarrollo del pancreas de rata. Tincion de Gomori para islotes
pancreaticos. A) 15 dias LC. 68x B) 15 dias LE. 60x C) 17 dias LC. 60x D) 17 dias LE. 68x E) 19 dias LC. 60xF)
19 dias LE. 60x G) 21 dias LC. 60x H) 21dias LE. 60x I)1d.V.E.U. LC 60x y J) 1d.V.E.U, LE. 60x.
Abreviaciones: ep= epitelio pre-ductal, m= mesenquima, cd= células de ducto, cai= células acinares inmaduras,
ce= células endocrinas, a = células alfa, B= células beta, 8= células delta, d= ducto, vs= vaso sanguineo, ati=
agrupaciones tipo — islote, ac= acinos pancreaticos e isl= islote pancreatico. Las flechas sehalan las células

que representan la abreviatura.
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9.6 Inmunohistoquimica para insulina.

La técnica de inmunohistoquimica se realizb para determinar la localizacibn de insulina,
intracelular los dias 15, 17, 19 y 21 de gestacion y 1d.V.E.U, en los pancreas de fetos y crias
de ratas de los dos lotes.

15 dias de gestacion.

La presencia de células positivas a insulina fue escasa en cortes de pancreas fetal del LC,
(Figura 24 A 'y B). Mientras que en el LE se observa mayor cantidad de éste tipo de células
(Figura 24 C y D); siendo en algunos casos mas evidente la inmunotincion entre las células
epiteliales pre-ductales, (Figura 24 Ey F).
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Figura 24. Fotografias de pancreas fetal de 15 dias con anticuerpo: anti-insulina y HE. A)LC. 30x.

B)LC. 60x, C)LE. 30x. D)LE.60x. E)LE. 30x y F)LE. 68x.




17 dias de gestacion.

De manera similar, que en el tiempo anterior, los pancreas fetales del LC presentaron pocas
células positivas a insulina, (Figura 25 A y B), mientras que en el LE la inmunotincion para
insulina fue mas evidente que en el tiempo anterior (Figura 25 C y D), las células endocrinas
precursoras se encontraban dispersas entre el epitelio pre-ductal (Figura 25 E y F).

A
Figura 25. Fotografias de pancreas fetal de 17 dias con anticuerpo: anti-insulina y HE.
A)LC. 20x. B)LC. 52x, C)LE. 26x. D)LE.60x. E)LE. 30x y F)LE. 68x.



19 dias de gestacion.

En este dia; en los pancreas fetales del LC se observaron diversas células positivas a
insulina entre los grupos de células endocrinas, asociadas a epitelio ductal. (Figura 26 A y
B). En el LE observamos que entre las células ductales se encontraban algunas células
endocrinas positivas a insulina, (Figura 26 C y E), pero las agrupaciones celulares positivas
a insulina fueron menores (Figura 26 D y F).
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Figura 26. Fotografias de pancreas fetal de 19 dias con anticuerpo: anti-insulina y HE. A)LC. 30x.
B)LC. 60x, C) LE. 30x. D) LE.60x. E)LE. 30x y F)LE. 60x.



21 dias de gestacion.

En el dia 21 de la gestacion en el LC, se observo que las células § positivas a insulina,
aumentaron entre el tejido epitelial, localizandose en agrupaciones tipo—islotes, (Figura 27
A), las células B se localizaron en el centro de la agrupacion como lo indica la inmunotincion
de insulina, (Figura 27 B).

En los pancreas de fetos de madres diabéticas del LE en este tiempo, las agrupaciones de
células endocrinas fueron de menor tamano y la cantidad de células positivas a insulina fue
menor que en el LC, presentandose pequehos grupos celulares positivos a insulina
asociados a ductos pancreaticos, (Figura 27 C).

En el Figura 27 D, se observan las células positivas a insulina, estan dispersas entre el
grupo de células endocrinas en diferenciaciobn, vy principalmente en la periferia de la
agrupacion tipo islote.
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Figura 27. Fotografias de pancreas fetal de 21 dias, con anticuerpo: anti-insulinay HE A)LC. 30x. B)LC.

60x, C) LE. 30x. y D) LE.68x.
1dV.E.U.

En el tejido pancreatico de los recién nacidos observamos que en el LC, la conformacion de
islotes es ya evidente con las células p localizadas al centro (células positivas a insulina),



mientras que las a, d, PP y ¢ se localizan en la periferia (células negativas a insulina), (Figura
28 Ay B). En el LE observamos que los islotes son de menor tamano que los islotes del LC
pero ya con su arreglo celular tipico (células f en el centro, células restantes en la periferia).
Las células positivas a insulina se encontraron en menor numero que en el LC, (Figura 28 C
y D). En las figuras 28 E y F, se representa la condicion de los pancreas de 3 crias del LE,
que presentaron un incremento en la masa celular f.

Figura 28 Fotograflas de péancreas de crias de 1d.V.E.U, con anticuerpo: anti-insulina y HE A)LC. 30x.
B)LC. 60x, C) LE. 30x. D) LE.60x. E) LE. 76x y F)LE. 68x.



X DISCUSION

En la gestacion ocurren cambios metabolicos que proveen un ambiente optimo para el
desarrollo y crecimiento de los fetos (1).

La diabetes gestacional, se caracteriza por una disminucién en la sensibilidad a la insulina o
un incremento de la resistencia a ésta.(1, 9); produciendo una disminucion en la toma de
glucosa en musculo esquelético, tejido adiposo e higado, como también una disminucion en
la suspension de la produccién de glucosa hepatica, supresion de la lipolisis y la inhabilidad
de conversion de aminoacidos, ocasionando una hiperglucemia aguda (1, 8, 9,).

No existe actualmente un modelo animal que reproduzca exactamente las condiciones de la
diabetes gestacional humana. Sin embargo varios modelos pueden proporcionar una
aproximacibn para estudiar la patogénesis de esta enfermedad. Existen diferentes métodos
para inducir diabetes: induccion quirtrgica, hormonal y quimica (STZ) que son entre los mas
utilizados, ya que provocan un alteracibn en el medio intrauterino semejante al de la
diabetes gestacional humana (105).

Se ha demostrado que la STZ es uno de los agentes quimicos mas eficaces en la induccion
de la diabetes en modelos experimentales (69, 75, 77, 78, 79). Las dosis utilizadas van de
un rango de los 25 a los 100mg/kg y se ha comprobado que existen efectos diabetogénicos
qgue varian en intensidad y en la aparicibn de las complicaciones (106). Las dosis mas
utilizadas son las de 45-70 mg/kg de peso (93, 106).

La forma de accibn inicial de la STZ para inducir hiperglucemia, es la destruccion de las
células p ocasionando una disminucion en la secreciobn de insulina, produciendo una
hipoglucemia temprana (antes de las primeras 48 hrs.) que puede tener como resultado un
efecto letal sobre los animales. Los animales que sobreviven pasan a un estado de
hiperglucemia a largo plazo, permitiendo la aparicibn de las complicaciones propias de la
diabetes.

En este estudio, los niveles de glucosa en ratas del LE se elevaron a las 48 hrs. después de
la induccibn (dia 5 pc.); produciendo un estado hiperglucémico durante la gestacion, con
valores de glucosa mayores de los 350 mg/dl llegando a alcanzar 550 mg/dl al final de la
gestacion. Los cuales confirmaron el efecto permanente de la induccion de la hiperglucemia.

Al igual que los niveles de glucosa, la pérdida de peso en ratas de LE durante la gestacion
evidencid la condicion metabblica alterada que se indujo en las ratas, iniciandose esta
reduccion en el peso dos dias después de la induccion con STZ.

La pérdida de peso es debida principalmente a dos factores: 1) el metabolismo bifasico
durante la gestacion, (fase anabéblica al inicio de la gestacion y una fase catabblica hacia el
final de la gestacion ) siendo la segunda la mas intensa para la madre (107) y 2) la condicion
diabética que se indujo; que implica un alto gasto energético que usualmente ocasiona un
estado compensatorio de hiperfagia.
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En el estudio de Yamada y colaboradores, (108) se demuestra que la diabetes inducida con
STZ en ratas Wistar gestantes ocasiona un alto gasto energético, en comparacion con ratas
gestantes no diabéticas y diabéticas no gestantes. Encontraron que la diabetes inducida
ocasiona una reduccibn en el peso del Utero, asi como en el peso de los fetos; concluyen,
que el estado hiperglucémico puede estar involucrado en un bloqueo del proceso de la
eficiencia alimentaria, y en el depbsito de grasas que es comiun en la gestacion,
ocasionando una pérdida de peso o energia en las ratas gestantes diabéticas.

Los niveles hiperglucémicos estan también relacionados con el gasto energético, debido al
alto catabolismo proteico (107) acompanhado de una hiperglucagonemia que como
consecuencia aumenta el gasto energético por el disparo de la gluconeogénesis durante la
gestacion (10, 109).

Al igual que la glucosa sanguinea, los niveles de glucosa sérica en los dias (15, 17, 19y 21)
confirmaron el estado hiperglucémico severo en las ratas del LE. Los elevados niveles de
glucosa ocasionaron, en los animales diabéticos gestantes, alteraciones en sus vias
metabdlicas aumentando los niveles séricos de colesterol, triglicéridos y VLDL.

En humanos, el colesterol durante la gestacion, aumenta progresivamente hasta el ultimo
trimestre y sus concentraciones no aumentan tan drasticamente (<25%) como otros
metabolitos (110). El disparo en las concentraciones de colesterol en este periodo de tiempo,
es necesario para el crecimiento de los fetos y placentas ya que el colesterol es un
componente basico en la formacion de membranas placentarias y la produccion de hormonas
esteroideas.(111).

Los niveles de colesterol registrados en este estudio, aumentaron progresivamente en la
ultima semana de gestacion, en las ratas gestantes de los dos lotes; aunque los animales del
LE presentaron niveles 2 veces mayor que el que presentaron las ratas del LC. Lo cual se
debe a las alteraciones metabolicas que se presentan en la diabetes, pues esta registrado
que las concentraciones de este lipido aumentan considerablemente debido al ya
incrementado metabolismo lipolitico (112).

Los niveles de triglicéridos séricos presentaron un aumento drastico durante la gestacion en
comparacion con otros metabolitos. En mujeres embarazadas se ha determinado que
aumentan un 200% al final de la gestacion, mientras que en la diabetes gestacional las
concentraciones pueden aumentar unas 3 veces al final de la gestacion (110, 111).

Las concentraciones de trigliceridos aumentaron en la ultima semana de la gestacion (15,
17,19 y 21 dias), en las ratas del LE, siendo los metabolitos con mayor concentracion en la
circulacibn materna, la concentraciobn que se presentdo para el dia 21 de gestacion, fue 7
veces mas, indicando una abundancia de estos en la sangre materna. Sin embargo, en
1er.V.E.U, los niveles descendieron drasticamente en las ratas del LE con valores de 223.5
mg/dl. Al igual que los triglicéridos, los niveles de VLDL se incrementaron los dias 19y 21 de
gestacion, en 15 y 17 no hay diferencia comparadas con las en las ratas del LC. Mientras
que para el 1d.V.E.U. observamos un descenso marcado en los niveles de VLDL en ratas de
LE en comparacion con los niveles de las ratas del LC.
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Estos datos sugieren que durante la gestacion diabética y en particular, al final de ésta, hay
un incremento en la movilizacion de triglicéridos, y que una proporcion proviene del higado
a travées de las VLDL (como se muestran en los resultados), y que involucra el
abastecimiento de energia en la madre, por medio de la produccion de acidos grasos libres;
mientras otra parte es transportada hacia la placenta, donde se utilizan como almacenadores
de energia, para su utilizacion en el crecimiento fetal. En gestaciones complicadas como las
diabéticas, la transferencia es incrementada por el aumento en el gradiente de concentracion
(112). Estas alteraciones metabdlicas, indican que el metabolismo en ratas del LE se
caracteriz6 por un intenso estado catabélico, durante la Ultima semana de gestacion (tiempo
del estudio).

La gestacion es una condicion que también incrementa la susceptibilidad al estrés oxidativo,
que es un estado que se caracteriza por un desequilibrio entre la producciébn de especies
reactivas de oxigeno y la capacidad antioxidante de las células (113).

La presencia de malformaciones congénitas en fetos de gestaciones de madres diabéticas
ha sido atribuida al estrés oxidativo. En los modelos animales se ha encontrado que estan
involucrados: especies reactivas de oxigeno inducidas por hiperglucemia, oxidacion
mitocondrial y glucosilacion inducida no enzimaticamente junto con deficiencias de acidos
grasos esenciales debido a la peroxidacion, alteraciones en posglandinas y posiblemente
otros mecanismos aun no conocidos (113, 114).

La hiperglucemia per se tiene gran poder teratogénico en etapas tempranas del desarrollo.
La glucosa puede dahar el DNA y provocar mutaciones que impidan la expresion de genes
especificos para la embriogénesis.(83).

En las gestaciones de ratas diabéticas de este estudio, se observo la presencia de fetos con
malformaciones congénitas (n= 3) y con una alta frecuencia de reabsorciones (n=18)
indicando que el estado hiperglucémico esta involucrado; como lo han reportado varios
estudios (77, 83, 91, 92). Otros autores, han demostrado que el exceso en las
concentraciones de cuerpos cetbnicos (3-hidroxibutirato), aminoacidos vy triglicéridos que se
presentan en gestaciones diabéticas descontroladas pueden ser teratogénicas.

Eriksson y colaboradores, (115) realizaron un estudio de las alteraciones morfologicas que
se presentan en embriones de raton de 9-11 dias, cultivados en medios con altas
concentraciones de glucosa (50mM) y con 3mM de p-hidroxibutirato (HBT) que es un cuerpo
cetonico que se produce en mayor cantidad en animales con diabetes inducida. Ellos
encontraron que tanto la glucosa como los cuerpos cetbnicos (en especial B-hidroxibutirato)
actlan sinérgicamente para producir retraso en el crecimiento e inducir malformaciones.

La incidencia de malformaciones que se presentaron con mayor frecuencia (n=2) estuvieron
relacionadas con el desarrollo del sistema nervioso, que se ha reportado estan asociadas con
la hiperglucemia como lo reporta Phelan y colaboradores, en ratones (116). El uso de
multivitaminicos (en particular vitamina A y E) ha sido asociado con una disminucion en el
riesgo de desarrollar malformaciones en la descendencia, por lo que esto hace evidente que
el estrés oxidativo en gestaciones diabéticas juega un papel central en la patogénesis (117).
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La placenta desempeha un papel crucial en la gestacion, regula el transporte de nutrientes
entre la madre y el feto, elimina los productos de desecho fetal a la corriente sanguinea
materna y regula los suministros metabolicos mediante la produccion de hormonas (1). El
deterioro del metabolismo materno, una toma inapropiada de alimento y una alteracion en el
flujo materno/fetal inducen adaptaciones funcionales y estructurales en ésta que tienen
efectos variables sobre el desarrollo del feto (97).

Las placentas en gestaciones complicadas por diabetes, sufren alteraciones que provocan
cambios en sus funciones biologicas. Entre estas estan: estados de inmadurez del
trofoblasto (118), la placentomegalia que se caracteriza por un incremento de células que
almacenan glucdégeno y por tanto, un incremento en la masa placentaria (83, 102),
degeneracion cistica de células esponjosas, adelgazamiento de lamina basal y alteraciones
vasculares (83, 119) entre otros.

Grewolb y colaboradores, (112) analizaron por medio de microscopia de luz y electronica las
placentas de ratas con diabetes inducida con STZ los dias 14, 18 y 22. Concluyeron que las
modificaciones que presenta la membrana interhemal en la zona laberintica de placentas
diabéticas incrementa la distancia entre la circulacion materna y la fetal teniendo un efecto
placental adverso a su funcionamiento resultando en un retardo en el crecimiento.

En el estudio de Loredo (93) se analizb la estructura placentaria en ratas diabéticas en el dia
20 de gestacibn, encontrando que la region laberintica presentd un adelgazamiento de las
vellosidades, que deduce, se debido a una probable disminucion en la cantidad de tejido
conjuntivo. La vascularizacion de la region laberintica se haya incrementada, y los vasos
sanguineos presentan un menor grosor y se encuentran dilatados, la region del
espongiotrofoblasto es extensa y aumenta el nUmero de capas, en la region de las células
gigantes del trofoblasto se observd un aumento en la cantidad de células ricas en
glucbgeno. Se observo placentomegalia y los fetos presentaron un crecimiento retardado.

Aunque en este estudio no se analizaron especificamente las alteraciones en la estructura
placentaria durante las gestaciones diabéticas, se pudo corroborar que éstas presentaron un
aumento considerable de peso en los 4 tiempos analizados.

El peso y la talla de los fetos de las ratas del LE, fueron significativamente mas bajos, al
compararlos con ratas del LC, lo cual concuerda con los resultados de otras investigaciones
que han reportado que la diabetes materna causa un retardo en el crecimiento fetal (77, 85,
94,102, 103, 119).

Hasta hoy no es claro como actua la diabetes materna sobre el desarrollo y ocasiona un
retardo en el crecimiento fetal. Diversos estudios han relacionado al flujo sanguineo Utero-
placentario con esta situacion (77, 83, 92, 94), concluyendo que el flujo sanguineo Utero-
placentario se encuentra disminuido.

En el estudio de Wentzel y colaboradores, (119) realizado en ratas gestantes diabéticas
inyectadas con 40mg/kg de peso de STZ, encontraron que en los dias 9 y 10pc. el flujo
sanguineo se incremento en el tejido uterino mas que en el tejido decidual, mientras que al
dia siguiente (11pc.) el flujo sanguineo disminuyd, y volvié a aumentar para el dia 12 pc.
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El hallazgo de diferentes patrones del flujo sanguineo en este estudio puede indicar que
estos son regulados independientemente, aunque si estimulados por la diabetes materna.
Concluyen que el incremento en la disponibilidad de sustratos esta asociado con un
incremento en el riesgo embrionico de desarrollar alteraciones en la gestacion diabética.

En el estudio de Takenaka y colaboradores, (120) en ratas diabéticas inyectadas con
35mg/kg de peso de STZ en el dia 20 de gestacion se estudid el efecto de la diabetes
materna sobre el flujo sanguineo y el efecto de un vasodilatador (urapidil) en el flujo
placentario. Ellos demuestran una disminucién del flujo sanguineo en uteros, placentas y
rindbn. Los fetos de las ratas presentaron una disminucion del peso corporal y un aumento en
sus niveles de glucosa sanguinea. Las ratas diabéticas gestantes tratadas con urapidil
presentaron una restauracion de su flujo sanguineo y el peso de los fetos aumento, sin
alterar los niveles de glucosa sanguinea. Concluyendo que la disminucion del flujo sanguineo
uteroplacental es uno de los factores importantes en el retraso del crecimiento fetal en ratas
diabéticas.

Los datos que obtuvimos sobre el tamano fetal (microsomia), concuerdan con los resultados
que obtuvieron en este estudio, podriamos suponer entonces, que el aumento en el peso de
las placentas es ocasionado como un mecanismo compensatorio sobre la disminucion del
flujo placentario, pero no podemos deducir que es la Unica alteracion que induce la
disminucién en el crecimiento.

Es bien conocido que el sustrato energético universal en los fetos de mamiferos es la
glucosa. Aunque el lactato y aminoacidos también se presentan (121, 122). Los fetos en un
medio diabético tiene acceso a una amplia cantidad de nutrientes, entre estos, sustratos
oxidativos (glucosa, cuerpos cetonicos, aminoacidos ramificados, acidos grasos, etc.)

Diversos estudios han mostrado que los fetos de ratas con diabetes severa presentan
niveles elevados de glucosa, lo que se relaciona con un retraso en el crecimiento (83, 84, 93,
123).

En el estudio de Atkins y colaboradores, (124) donde utilizaron ratas diabéticas gestantes
inyectadas con 55mg/kg de peso de STZ, se observo en el dia 21 de gestacion, el efecto de
la hiperglucemia sobre la regulacion del transportador de glucosa GLUT1 en tejidos fetales.
Encontraron que los fetos presentaron un retardo en el crecimiento. La hiperglucemia no
provocd una disminucion en transporte de glucosa en cerebro y musculo esquelético, lo que
significa que el transporte de glucosa no esta directamente relacionado con el bajo
crecimiento fetal. Sus observaciones sugieren que multiples factores controlan el transporte
de glucosa fetal y crecimiento de los 6rganos.

Existen pocos estudios que analizan el efecto de la diabetes materna sobre el desarrollo del
pancreas fetal desde su morfogénesis hasta su crecimiento y maduracion. Los que se han
publicado resaltan solamente los efectos al final de la gestacion (Ultimos 2 dias en rata) y
reportan sus efectos solamente en el tejido endocrino y en particular sobre las células f.
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La citodiferenciacion del pancreas en desarrollo no ocurre antes de los dias 14-15 de
gestacion en rata y la adaptacion de éste al metabolismo de la madre es establecida durante
los Ultimos dias de gestacion (125).

En nuestros resultados, sobre el desarrollo del pancreas se evidencid que la
citodiferenciacion se presentd en el dia 15 de gestacion en los dos lotes, aunque esta fue
menos evidente en los pancreas del LE. Esto puede estar asociado por la restriccion del
crecimiento fetal, presente en los fetos del LE, es decir, el desarrollo del pancreas fetal
presentd un retraso con respecto a los pancreas controles, siendo evidente por la fusion de
los primordios pancreaticos que fue observada en éste dia, y por la baja actividad
proliferativa del tejido epitelial pre-ductal en los primordios pancreaticos. En el dia 17 de
gestacion, en LE se observd una disminucion en la proliferacion y diferenciacion de células
de los ductos en los pancreas y la presencia de mayor masa mesenquimatosa,
sugiriendonos un atraso en el mecanismo de diferenciacion celular en comparacion con el LC
donde es ya evidente la presencia de ductos, y la masa mesenquimatosa es menos
abundante que los tejidos en maduracion (células ductales y acinares).

Se ha reportado que el pancreas en desarrollo entre los dias 18-19 de gestacion de la rata
presenta un aumento en la neogénesis celular endocrina, que es conocida como segunda
transicion del desarrollo y éste aumento y diferenciacion endocrina prepara al organismo a
adaptarse a la funcion homeostatica en particular al de glucosa en los Ultimos dias de la
gestacion, la cual es una consecuencia importante para el buen funcionamiento de ésta
durante la vida neonatal y adulta.

En el dia 19 de gestacion se observd una intensa proliferacion y aumento de la masa
pancreatica y particularmente en la masa endocrina en el LC, lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura, y es comun la presencia de agrupaciones tipo islote en este tiempo.
En cambio, en los pancreas fetales del LE se observa poca diferenciacion de células
endocrinas asociadas al epitelio ductal y no se observaron estructuras tipo islotes entre la
masa pancreatica.

A partir del dia 21 de gestacion en los pancreas del LC se observd una intenso incremento
celular endocrino entre la masa acinar del pancreas fetal sugiriendo una intensa actividad
sobre la formacion de islotes y se evidencid que en la formacion de los islotes participan
diferentes tipos celulares. En los pancreas de fetos de 21 dias se observd una disminucion
en la actividad proliferativa de células endocrinas, comunmente se presentaron todavia
asociadas a epitelio ductal, deduciendo un retraso en la conformacion de islotes
pancreaticos.

Las observaciones realizadas en las zonas restantes del pancreas (acinos, ductos y vasos
sanguineos) no presentaron una alteracion evidente sobre su morfologia, solo un atraso en la
maduracion acinar fue evidente en los Ultimos dias de gestacion (19 y 21).

En 1d.V.E.U. se observd que el pancreas en las crias del LC estaba completamente
desarrollado diferenciando claramente la tipica estructura de los tejidos pancreaticos,
mientras que en las crias del LE esta maduracion se vio atrasada principalmente sobre el
tejido endocrino, pues se presento todavia un incremento celular asociado entre el epitelio
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ductal. Se observaron pocas asociaciones tipo islote y fueron comunmente mas pequenas
que los islotes del LC, representando un atraso en la formacion y diferenciacion de los islotes
de Langerhans.

Uno de los objetivos de este trabajo fue el determinar el efecto de la diabetes materna sobre
la produccion de insulina en el pancreas fetal.

El tiempo de aparicion de las células 8, no esta bien establecido, algunos estudios reconocen
que las células f se forman a partir de los dias 12-13 de gestacion en rata (36, 123), mientras
otros demuestran que es hasta el final de la gestacion (18 dias) (15, 126). Ademas varios
autores reconocen que la expresion per se de insulina no marca en particular una célula g. La
expresion de muchos otros marcadores de células p (PDX-1, GLUT2, y glucocinasa) son
factores importantes para determinar este fenotipo celular (126, 127).

Algunos estudios han tratado de aclarar esta condicion. Por ejemplo en el trabajo de
Rorsman y colaboradores (128), se demuestra que las células  en el dia 21 de gestacion ya
presentan la maquinaria necesaria para la liberacion de insulina (canales de K* sensibles a
ATP, glucocinasa, y canales de Ca* sensibles a voltaje) aunque la liberacion de insulina se ve
afectada en grandes concentraciones de glucosa in vitro.

En el estudio, de Bergsten y colaboradores (127), utilizando células de pancreas fetal de 12-
14 dias de gestacion, que después incubaron en cultivos de 5-15mM de glucosa se observo
que estas células aumentaron su secrecion de insulina cuando las concentraciones de
glucosa se incrementaron, ademas de que también demostraron por el seguimiento del
desarrollo del pancreas fetal en rata la acumulacion de insulina desde el dia 13-19 de
gestacion. A partir del dia 13 ellos encontraron que la secrecion de insulina es muy baja y
aumenta considerablemente en el dia 17 y 19 dias en concentraciones de 5 mM de glucosa.
Al utilizar tolbutamida y diazoxido dos moduladores de los canales de K* sus resultados
indican que los canales ya son operacionales en explantes de células § en el dia 14 de
gestacion. Ellos sugieren que el factor limitante en la secrecion de insulina es la relacion de
concentracion de ATP/ADP, pues sus resultados indican que los componentes principales en
la secrecion de insulina (canales de K*, canales de Ca*, glucocinasas) estan presentes en el
desarrollo temprano de las células f.

De acuerdo al estudio de Bergsten, en los primeros tiempos analizados de este estudio
pudimos corroborar la aparicion temprana de células $ en los dias 15y 17 de gestacion en
los pancreas fetales de los dos lotes, las cuales estan estrechamente asociadas entre
células pre-ductales; y en el dia 17 se observaron que son evidentes entre células de ductos
diferenciadas. Sobre el aumento en la proliferacion de células positivas a insulina en los dias
15 y 17 de gestacion en los pancreas fetales del LE, nosotros deducimos, que fue
ocasionado por la condicion hiperglucémica de la madre, pues hubo una transferencia mayor
de glucosa hacia el feto, induciendo sobre estas, un incremento en la sintesis de insulina en
respuesta a los niveles de glucosa como lo demostraron en el trabajo anterior.
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En los fetos de rata, el area celular positiva a insulina aumenta 2 veces justo antes del
nacimiento, ocasionada por el aumento en la replicacion celular f y neogénesis celular a
partir del epitelio ductal (104).

En el dia 19, se observaron entre el tejido ductal asociaciones positivas a insulina en los
pancreas del LC que fueron mas evidentes que en el LE, en este Ultimo se observd que
estuvieron estrechamente asociadas a el epitelio ductal y con una menor cantidad de células
endocrinas. Para el dia 21 de gestacion, en el LC las agrupaciones tipo islote se observo una
mayor cantidad de células positivas a insulina y el arreglo de las células p fue evidente en el
centro de la agrupacion. En los pancreas del LE, las agrupaciones tipo islote son pequehas y
la presencia de células positivas a insulina fue menor sin la formacion de agrupaciones como
se observo en los pancreas del LC. En los pancreas del LE las células positivas a insulina
estaban asociadas en la periferia de la agrupacion.

Con respecto a lo observado en el 1d.V.E.U. en los pancreas de crias del LC se presento la
localizacion tipica de las células f (positivas a insulina) en el centro del islote con una
inmunotincion positiva muy evidente, sugiriendonos un alto contenido intracelular de insulina,
mientras en los pancreas de crias del LE, la inmunotincion de éstas fue menor y pequenhos
islotes fueron observados en el tejido pancreatico. En algunos casos, se presentd un
incremento celular 3 asociado estrechamente al epitelio ductal ya que fueron positivas a
insulina.

Hasta hoy existe una gran controversia acerca de los cambios morfoldégicos que se observan
en el pancreas endocrino fetal de la rata. Los fetos de madres con diabetes moderada
(x20% de las concentraciones de glucosa materna) se caracterizan por una hipertrofia e
hiperplasia de los islotes, ocasionando un alto contenido de insulina (103, 129, 130).

La capacidad proliferativa in vivo e in vitro de estos islotes se incrementa, algunos islotes son
mas sensibles a glucosa que islotes fetales de madres sanas.

En situaciones de diabetes materna severa, las células p estan degranuladas y el contenido
de insulina es bajo. En respuesta a una concentracion muy alta de glucosa, estos islotes
secretan menos insulina, la masa del islote y la replicacion celular f estan disminuidas (84,
129).

Calvo y colaboradores, (130) realizaron un estudio morfométrico € inmunohistoquimico en
los pancreas de fetos de 21 dias de gestacion de ratas diabéticas (45mg/kg de peso de STZ)
y se comparb el efecto de la administracion de insulina (1U/100) demostrando que los
pancreas de ratas diabéticas presentaban hipertrofia (aumento de la masa insular), una
degeneracion de células $ con microvacuolas en el citoplasma, degranulacion e hiperplasia
de las células f. La inmunotincion para insulina en estos fetos fue marcadamente menor
con respecto al tejido control y el nUmero de células negativas a insulina se incremento. En
el lote tratado con insulina no se revirtieron los efectos de la hiperglucemia materna, pero
ocasiond una disminucion de la hiperplasia de las células § y un aumento en la secrecion de
insulina fetal. Concluyen que la hiperglucemia extrema de la madre tiene completamente
exhausta la capacidad secretoria de la células beta fetales en desarrollo.
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De acuerdo con el estudio de Calvo y colaboradores (130), aunque se realizd Unicamente
con pancreas fetal de 21 dias, nosotros encontramos un fenobmeno similar de agotamiento
celular, y un incremento de células § en pancreas de crias recién nacidas del LE. El dia 21,
observamos asociaciones tipo islotes que presentaban células f positivas a insulina en
menor proporcion y en algunos casos pequehas agrupaciones positivas a insulina asociadas
a ductos pancreaticos.

Cabe aclarar, que los resultados observados en estos tiempos (21 diasy 1d.V.E.U) en el LE
difieren por un lapso mayor de tiempo, debido a que las gestaciones utilizadas en este
estudio presentaron una mayor duracion (gestaciones diabéticas= 23 dias, gestaciones
normales= 22), presentando una diferencia de un dia con respecto al tiempo caracterizado de
la especie que es de 22 dias, posiblemente esta condicibn esta asociada con el retardo del
crecimiento intrauterino presente en gestaciones diabéticas.

Sobre las observaciones hechas en los pancreas fetales y de crias tehidas con el método de
Gomori para islotes pancreaticos, los resultados obtenidos no muestran una diferencia
evidente sobre las células endocrinas en los dia 19 de gestacion, 21 y 1d.V.E.U por ello
nosotros no pudimos especificar del todo con claridad los resultados obtenidos sobre las
diferencias entre las masas celulares endocrinas negativas a insulina (células a y d) y la
especificidad a las células p. A pesar de esto, nosotros deducimos que cambios drasticos
en la masa celular no § (células o y ) en los islotes de pancreas del LE no fueron evidentes;
Unicamente vimos un retraso en la composicion celular de los islotes, debido a la actividad
migratoria de las células endocrinas observadas en los dias 21 y 1d.V.E.U. pudiendo
aseverar con otros trabajos al igual que el de Calvo y colaboradores, que el efecto de la
diabetes materna es especifico sobre el desarrollo de células f fetales (84).

Los resultados aqui expuestos sobre la produccion de insulina en los 5 tiempos analizados
demuestran primeramente que se presentd una sobre estimulacion en la sintesis de insulina
(15-17 dias), a medida que progres6 la gestacion (19 y 21 dias) hubo una disminucion en su
sintesis por parte de las células B y para el tiempo de 1d.V.E.U. ésta prosiguidé y estuvo
acompahada de un incremento de células p caracterizada por la inmunotincion de insulina.
Estos hallazgos podrian indicar que los fetos de madres diabéticas (LE) fueron
hiperglucémicos.

Podemos suponer, que el contenido celular de insulina en las células B en los pancreas
fetales del LE, en particular hacia el final de la gestacion (19 y 21 dias) y en 1d.V.E.U estuvo
disminuido. Esto podria sugerir que en este tiempo (final de la gestacion) se presentd un
aumento en la actividad secretora de insulina ya que a diferencia de los pancreas del LC en
los mismos dias, vimos una gran contenido de insulina intracelular debido a la sintesis y
almacenamiento de la insulina. En los pancreas fetales del LE al final de la gestacion, la
inmunotincion representaria a la insulina que se esta sintetizando y almacenando para la
siguiente liberacion extracelular de la hormona, debido a las altas concentraciones de
glucosa fetal esta es secretada de forma abundante.
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Varios trabajos afirman que la cantidad de glucosa que llega al feto 6 que es absorbida por
éste llega a ser el 70-80% de la concentracion que se presenta en la sangre materna (97, 98,
109). Como lo demuestran los trabajos de Takenaka y colaboradores (120) y Atkins y
colaboradores (124) esta situacion es evidente en ratas diabéticas.

Los resultados de estos autores son un apoyo sobre esta hipbtesis en las observaciones
sobre el desarrollo del pancreas en este estudio y en particular sobre la produccion de
insulina.

Podemos deducir, que en la gestacion, existen factores que estan involucrados en el control
del crecimiento fetal. Como lo hemos descrito anteriormente uno de ellos es el flujo
placentario que juega un papel esencial y parece ser uno de los mas importantes como lo
demuestran Bergsten y Takenaka, por ser indispensable para la cantidad de metabolitos que
llegan al feto desde la placenta, como son: la propia glucosa, aminoacidos, lactato y acidos
grasos libres.

Los aminoacidos son necesarios para la formacion de proteinas ademas contribuyen como
reguladores para diversas vias y respuestas hormonales. En la diabetes materna severa la
concentracion de aminoacidos en el feto esta disminuida, como lo demuestra Aerts vy
colaboradores (131), en ratas diabéticas. Una falta de aminoacidos claramente afecta la tasa
de crecimiento fetal.

Otros trabajos han demostrado que varios factores de crecimiento sintetizados por la
placenta y el propio feto son necesarios para su crecimiento normal. Entre estos los IGF-1y
IGF-1l juegan un papel clave durante la embriogénesis (132). En el lado fetal, la insulina
también ha sido reportada que juega un papel complementario, aunque tiene efectos
insignificantes en la diferenciacion tisular o maduracién in utero, su funcion principal es el
disparo en el aumento tisular via efectos anaboOlicos sobre el metabolismo fetal y por la
estimulacion de la secrecion de IGF-1. Se sabe que IGF-I es un mediador en la accion de la
HC posnatal (133), por tanto en la vida fetal, la insulina es una hormona promotora del
crecimiento, que actia como molécula sehalizadora de abundancia de nutrientes.

Sobre el efecto de la hiperglucemia en las células p fetales se desconoce el mecanismo que
ocasiona una disminucidbn en la sintesis y secrecion de insulina provocando una
hipoinsulinemia hacia el final de la gestacion y en crias recién nacidas de madres diabéticas.

Algunos autores han propuesto que hay una alteracion sobre el transportador GLUT2 en la
célula p ocasionando un paro en la toma de glucosa, provocando una disminucion en la
relacion intracelular de ATP/ADP; asi se inhibe la apertura de canales de K* sensibles a ATP,
inhibiendo la liberacion de insulina (134, 135).

Mientras otros proponen que hay un efecto similar de glucotoxicidad y lipotoxicidad como en
las células p adultas, predisponiendo al organismo a padecer diabetes tipo 2 en la vida
adulta (136, 137).
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X1 CONCLUSIONES

La diabetes materna severa inducida con STZ en ratas, ocasiona un retardo en la
morfogénesis del pancreas evidenciado por:

Fusion de primordios pancreaticos posterior al dia 15.

Presencia de epitelio preductal y mayor masa mesenquimatosa en el dia 17.

Ausencia de agrupaciones tipo islote en el dia 19.

Menor cantidad de células endocrinas en las agrupaciones tipo islote en el dia 21.
Atraso en la formacion de islotes en 1d.V.E.U.

Mayor inmunopositividad a insulina en los pancreas de fetos de 15y 17 dias.

Menor inmunopositividad a insulina en los pancreas de fetos de 19, 21 dias de
gestacion y crias de 1d.V.E.U.

NOORWN
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Xill.-ANEXOS

ANEXO 1: SOLUCIONES AMORTIGUADORAS Y DE FIJACION.

1.- Buffer de acetato de sodioa 0.1 M con pH 4.3

-Agua destilada ---=-========mmmmmmemm e > 100 ml.
- Acetato de sodio (a 0.1 M) -=-=-=-==nmmmmmmmmmmmmme oo > 1.3608 g.

2.- Solucion buffer de formaldehido al 10% con pH 7.2.

- Formol a 37 - 40 Y% ==-=-=====m=mmmmmm e > 100 ml.
- Agua destilad@ ----==-======mnmmmmme oo > 900 ml.
- Fosfato de sodio monobasico ---------=-======mnnmunu--- > 4q9.
- Fosfato de sodio dibasico -------=-=-=====-=nmnmmmmmemmnn > 6.5¢9.

3.- Solucion de Bouin

- Solucibn acuosa saturada de acido picrico --------- > 750 ml.
- Formol a 37 -40% =--=-=-=====nmnmmmmemcm oo > 250 ml.
- Acido acético glacial -------=-=-=-===mmmmmem e oo > 50ml.
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ANEXO 2: SOLUCIONES PARA TECNICAS DE TINCION.

1.- HEMATOXILINA - EOSINA

Solucion de Hematoxilina de Harris.

- Hematoxilina de Harris -------- > 250 ml. Resultados:

Nucleos celulares™® Azul
Solucion de Eosina Acuosa. Citoplasma — Rojo a naranja
- Eosina azulosa ---------------- > 1g.
- Orange G ---------==-=-=-=nmnmo- > 1g.
- Agua destilada ---------------- > 100 ml.

2.-METODO DE GOMORI PARA ISLOTES PANCREATICOS
Solucion de Bouin (Ver Anexo 1)

Solucion de permanganato de potasio.

Permanganato de potasio ..........ccccceeeeiiiiiiiii e, 0.3g
Agua destilada........ccoooiii 100ml.
Acido sulfurico concentrado.............cccoooeeciiiiiiiineeeiieeee e 0.3ml.

Solucion de bisulfito de sodio al 5%.

BisUIfito de SOAI0.......ccoiiiiieee e 5g.
Agua destilada........ccooooii 100ml.
Solucion de Hematoxilina - Cromo.

Hematoxilina, 1% solucion acuoSa..........ccceeeeeveviiiieiiieeeeeeeeeeeeanns 50ml.
Sulfato de potasio - cromo, 3% solucion acuosa ...........cccee........ 50ml.

Para 100ml. de hematoxilina - cromo se adiciona 0.1g de yoduro de potasio. La mezcla se deja
madurar, y se filtra antes de usar.

Solucion acido alcohol al 1%.
PN [o70] o] =1 H4 0 1S 100ml.
Acido clorhidrico concentrado...... ... eeeeeeiiee e 1ml.

Solucion de floxina B al 0.5%.

FIOXING B 0.5g.
Agua destilada.........cccooiiiiiii 100ml.
Solucion de acido fosfotungstico al 5%.

ACido fOSfOtUNGSHICO. .....ueeeiiiiiiice e 5g.
Agua destilada........ccoooiiii e 100ml.
Resultados: Células o » Rojas.

Células p —» Azules.
Células 8 ___ De rosas a rojo e indistinguibles de las células «.
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ANEXO 3: INMUNOHISTOQUIMICA
SOLUCIONES:

Solucion amortiguadora PBS a pH 7.2

- Fosfato de sodio dibasiCo ...........cceeeeeiiiiiiiiiiniie 8.51769.
- Fosfato de sodio monobasico............ccueeeeeriiiiiiiennnens 3.4834q.
- Cloruro de SOdi0.......ccuueieiiieeeiieee e 11.9462g.
- Agua destilada.........coooeviiiiiiiiii 1000ml.

Solucion PBS - Twin a 0.1%

-Solucion PBS apH 7.2 .o 300ml.
- Solucion Twin 20 (Dako KS1966)...........cccccuvvvvvvvvinnenneen. 0.3ml.
Peroxido de Hidrogeno al 3%

-Perbxido de Hidrogeno al 30%.......cccoevuveimeeeeniiiiiieeeaennne 10ml.
-Agua destilada.........ooooviiiiiiiiii 90ml.

Combinarse con alcohol metilico en una relacion 1 a 5.

- Alcohol metilico (4 partes)......ccccceeeeeeee e 80ml.
- Peroxido de hidrogeno al 3% (1 parte)........ccoeeeveeeeeennees 20ml.
Anticuerpo

Anti-insulina (anti raton) 1: 250

Anticuerpo de Insulina (LabVision) Cocktail anti-ratén......... 1pul.
Solucion PBS- TWin @ 0.1%......ccccuvvveeeeeeicieeee e 249pl.
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Indice de Abreviaturas.

ul= microlitros.

um= micrometros.

1d.V.E.U.= 1er. dia de vida extrauterina.
ADP= Difosfato de adenosina.

AMPc= Monofosfato de adenosina ciclico.
ATP= Trifosfato de adenosina.

cm= centimetros.

DNA= Acido desoxirribonucleico.

dpc= dias post-coito.

g= gramos.

GABA-= Acido y-aminobutirico.

GIP= Péptido inhibitorio gastrico.

GLP-1= Péptido tipo glucagon-1.

GLUT1= Transportador de glucosa tipo 1.
GLUT2= Transportador de glucosa tipo 2.
GLUT4= Transportador de glucosa tipo 4.
H/E= Método de tincibn hematoxilina-eosina.
HC= Hormona de crecimiento.

HCL= acido clorhidrico.

HE= Hematoxilina.

IGF-1= Factor de crecimiento insulinico tipo I.
IGF-II= Factor de crecimiento insulinico tipo Il.
ip.= intraperitoneal.

IR= Receptor de insulina.

IRS-1= Sustrato receptor de insulina-1.

kDa= Kilo Daltones.

LC= Lote Control.

LE= Lote Experimental.

M= Molar.

mg/dl= miligramos por decilitro.

mg/kg= miligramos por kilogramo.

mm= milimetros.

MPME= Metaloproteinas de matriz extracelular.
mRNA= Acido ribonucleico mensajero.
NAD= Nicotin Adenin dinucleétido.

nm= nandmetros.

ON= Oxido nitrico.

pc.= post-coito.

PDX1= Gen homeobox duodeno- pancreatico 1.
PP= Polipéptido pancreatico.

RNA= Acido ribonucleico.

SST= somatostatina.

STZ= Estreptozotocina.

TGF-p= Factor transformante de crecimiento tipo .
UDP= Difosfato de Uracilo.

VLDL-= Lipoproteinas de muy baja densidad.
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