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RESUMEN

ANTECEDENTES: La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad caracterizada por
hiperglucemia crénica, resultado de resistencia a la insulina y/o deficiencia secundaria de
insulina por falla en las células beta del pancreas, que ocasiona deterioro morfofuncional
del cerebro, rifiones y corazén. Su presencia durante el embarazo puede impactar
negativamente el desarrollo embriofetal. Se conocen dos tipos de diabetes materna:
gestacional y pregestacional, la gestacional es diagnosticada hacia el tercer trimestre del
embarazo. En cambio la DM pregestacional se manifiesta en la etapa reproductiva desde
antes del embarazo, lo que significa que sus efectos impactan el desarrollo temprano del
embridon y a menudo causa muerte embrionaria o fetal y defectos congénitas de varios
organos, causas comunes de muerte perinatal. En casos menos extremos, la
hiperglicemia materna afecta el crecimiento prenatal provocando defectos del crecimiento
como macro o microsomia. Evidencias clinicas y epidemiolégicas sefalan que los
descendientes de madres diabéticas son mas susceptibles a padecer sindromes
metabdlicos, diabetes mellitus tipo 2 y obesidad. También se ha documentado que los
defectos del crecimiento fetal derivados de la hiperglucemia materna estan asociados con
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares entre las que destacan la hipertrofia
cardiaca, infarto, dafo al miocardio y arritmias. Por razones éticas es imposible investigar
en los humanos el papel de la diabetes materna en la homeostasis y funcién del corazén
posnatal y comprender los mecanismos celulares y procesos moleculares implicados, por
esta razén se ha recurrido al empleo de modelos animales como la rata en la que se
puede controlar el momento en que se manifiesta la diabetes materna, niveles de
glucemia y duracion de la gestacion. OBJETIVO. Investigar los cambios anatémicos e
histologicos en el corazon de crias perinatales obtenidas de rata con diabetes inducida
antes de la implantacion del embrion. HIPOTESIS. EI ambiente intrauterino
hiperglucémico provoca una desregulacién cronolégica del desarrollo, promoviendo
cambios en la morfometria e histologia del corazén de la progenie en el periodo perinatal.
MATERIAL Y METODOLOGIA. Se emplearon ratas gestantes de la cepa Sprague-
dawley con diabetes inducida el quinto dia de gestacién mediante la administracion
intraperitoneal de estreptozotocina (50 mg de /kg de peso) y ratas gestantes control
tratadas con amortiguador de acetatos. Las crias se clasificaron en 4 grupos de estudio:
E21: Fetos de 21 dias de madres diabéticas (RD) y control (RC) obtenidas por operacion

cesarea. P0: Recién nacidas de madres diabéticas (RD) y control (RC) adquiridas por



parto espontaneo. A las crias se les determiné: Peso, Talla, (longitud craneo-rabadilla) y
Glicemia. El corazén de las crias fue utilizado para analizar la morfometria y
caracteristicas histolégicas del miocardio ventricular, trabéculas y vasos coronarios para
determinar la posible existencia de hipertrofia y/o fibrosis. RESULTADOS: Las ratas con
diabetes inducida (RD) empleadas para obtener crias E21 y PO tuvieron glucemia con
valores >300 mg/dL y menor ganancia de peso corporal a lo largo de la gestacién en
comparacion con el grupo control (RC). El grupo RC tuvo un periodo gestacional de 21
dias en cambio en las RD duré 23 dias con menor numero de crias RN. Crias E21 y PO
de grupos RD mostraron valores de glucosa en sangre significativamente mayores que
E21 y PO de RC. La talla de E21, fue similar entre RC y RD, pero menor peso en RD que
RC. Los RN fueron mas pequefios y menos pesados RD en comparacion RC. El eje
horizontal del corazén en E21 y PO fue similar, pero el eje vertical del corazén del grupo
diabético en la edad E21 fue menor que en el RC. Los valores del grosor de las paredes
ventriculares derecha e izquierda y tabique interventricular no mostraron diferencias
significativas entre los grupos de RC y RD. En la histologia se observdé una mayor
inmadurez del miocardio ventricular en los grupos RD de E21 y PO al compararlos con las
crias de los grupos RC. Los vasos coronarios en ambos grupos mostraron inmadurez
propia de la edad de las crias pero no una diferencia entre grupos RC y RD de la misma
edad. Ningun grupo mostré fibrosis. CONCLUSIONES: La hiperglucemia materna
inducida con STZ antes de la implantacion del embrién ademas de alargar la duracién de
la gestacion, en el periodo perinatal provoca menor peso y talla y retrasa la
histodiferenciacién del miocardio, afectando la citoarquitectura del miocardio ventricular y

vasculatura coronaria.



INTRODUCCION

El impacto de la diabetes a nivel mundial ha causado alarma en el Sector Salud ya
que se ha observado un aumento en la incidencia de pacientes con diabetes
mellitus en grupos de edad muy diversos [1]. En el 2014 |la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), estimé que alrededor del mundo existian 350 millones de
personas con este padecimiento, lo mas alarmante es que de acuerdo a las
estadisticas se predice que para el afio 2030 sera la séptima causa de muerte a
nivel mundial [2]. En México las estadisticas nacionales, también son alarmantes
pues la Federacion Internacional de Diabetes (FID) ha clasificado a nuestro pais

como el 6° lugar mundial en numero de personas con diabetes [3].

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica, en la cual el sintoma
mas evidente es la hiperglucemia cronica. La causa de esta enfermedad es la
secrecion baja de insulina o bien, su incapacidad de regular los niveles de glucosa
en sangre del organismo [4]. La insulina es una hormona producida por las células
B que se encuentran en los islotes de Langerhans del pancreas, su funcion
anabdlica es de las mas importantes puesto que es necesaria para: 1) el
transporte de glucosa, 2) La formacion de glucégeno en el musculo esquelético, 3)
sintesis de lipidos, 4) sintesis de acidos nucleicos y 5) la sintesis de proteinas. En
general cumple un papel muy importante el cual consiste en garantizar el aporte

energético que requiere el organismo [5].

Sin embargo, los pacientes que padecen diabetes carecen de esa capacidad de
regular los niveles de glucosa en sangre, asi la glucosa circula libremente por el
torrente sanguineo ocasionando dafos graves en el tejido de diferentes érganos
como el corazoén, ojos, rifiones, cerebro, entre otros, causando deterioro vy
finalmente complicaciones letales para la salud [3]. Debido a que los factores de
riesgo de esta enfermedad son variables, se ha clasificado a este padecimiento en
relacion a la etiologia es decir a sus origenes o causas. De acuerdo a lo anterior
se describen 4 grupos principales de diabetes: a) DM tipo 1; b) DM tipo 2, c) Otros
tipos especificos y d) diabetes gestacional [6] la cual es de gran interés en esta

tesis.



La DM que se presenta en la etapa de gestacion (DMG) es una complicacién
comun entre las mujeres, y se define como un desorden metabdlico que implica
una baja tolerancia a la glucosa [7]. De manera natural, se observa aumento en la
concentracion de glucosa en la sangre después de comer, pues durante el
proceso de gestacion se liberan diferentes hormonas, algunas de ellas tienen
efecto directo sobre la produccién y funcionamiento correcto de la insulina, tal es
el caso del lactégeno placentario observable a las 20-24 semanas de embarazo.
Pero este proceso es indispensable pues la placenta le provee al feto gran

cantidad de nutrientes para su crecimiento y desarrollo correcto [8].

De acuerdo al periodo de gestacién en que se manifiesta la diabetes y los efectos
que tiene sobre el desarrollo embrionario y fetal, la DMG se ha dividido en 2
subtipos: 1) DM pregestacional, que incluye a todas las mujeres que ya
presentaban DM de cualquier tipo (DM1 o DM2) en la etapa reproductiva antes de
su embarazo, y 2) la DM gestacional, en la cual hay alteracion de la concentracion
de glucosa en la sangre de severidad variable, que es reconocida durante el
embarazo [9]. Los efectos de la diabetes pregestacional y gestacional en la

progenie tienen manifestaciones diferentes.

La nutricion de un feto depende totalmente de la madre, en los casos en que las
madres presentan DMG se ha demostrado que la desregulacion en la
disponibilidad de sustratos energéticos en la vida prenatal originan alteraciones en
el desarrollo del embrién [10], inclusive guarda una estrecha relacion con el
aumento en las probabilidades de que la progenie presente malformaciones
congénitas [11, 12] las mas recurrentes son enfermedades cardiacas congénitas
(ECC), contribuyendo de manera importante en la morbilidad y mortalidad de la

descendencia de madres con DM [12-15].



MARCO TEORICO

Diabetes Mellitus

Se define diabetes al grupo de enfermedades crénicas metabdlicas caracterizadas
por la presencia de hiperglucemia en sangre, provocada por escasa secrecion de

insulina o resistencia a esta hormona [6].
Clasificacion

La palabra Diabetes Mellitus engloba enfermedades metabdlicas que tienen como
consecuencia la hiperglicemia crénica, es decir que se trata de un término general
[4]. Por ello la clasificacion de este padecimiento es de suma importancia para

comprender lo que sucede en un paciente.

El establecimiento de una clasificacién general ha sido un proceso continuo y ha
representado un reto, debido a que los pacientes presentan diferentes sintomas
gue no se parecen entre si 0 bien las razones que llevan a que un paciente tenga
hiperglicemia no son las mismas. Sin embargo el Comité Experto en Diagnosis y
Clasificacion de Diabetes Mellitus, ha establecido una clasificacion general en la
que la gran mayoria de casos de diabetes suelen corresponder a dos grandes
categorias etiopatogénicas, conocidas como Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM 1) y
Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM 2) (Figura 1) [6].

A estas dos grandes ramas, se afiaden otros dos grupos importantes, Otros tipos

especificos de diabetes y Diabetes gestacional [6].

La DM 1 se conocia como diabetes insulino-dependiente o juvenil, por sus
caracteristicas mas comunes, pues esta enfermedad resulta de un proceso celular
de autoinmunidad donde hay una destruccidén de células B en el pancreas, que
como anteriormente se describid son las responsables de producir insulina y suele
presentarse en su mayoria en pacientes jovenes, inclusive infantes [16]. En cuanto
a la tasa de destruccion de las células 3 es variable en cada paciente, pero se ha
observado que es mas rapida en los casos de infantes y jovenes a comparacion
de los adultos que es mas lenta. El resultado de la destruccion de estas células

tiene graves consecuencias puesto que el paciente ya no puede producir insulina 'y
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no puede regular la concentracion de glucosa en sangre, de esta forma los

pacientes dependen de la administracion de insulina para sobrevivir [6].

La destruccion autoinmune se presenta como resultado de una predisposicion
genética y se relaciona también con factores ambientales que aun no se han
descrito detalladamente. Otro dato interesante es la predisposicién que tienen los
pacientes con DM 1 para otras enfermedades autoinmunes como es el caso de la

enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, vitiligo, entre otras [6, 17].

Aun cuando se ha relacionado a una autodestruccién inmune, se han encontrado
casos clinicos donde no existe evidencia de un proceso de autoinmunidad, pero
esto solo ocurre en una poblacién muy baja y en su mayoria estan relacionados
con sus antecedentes genéticos emparentados con personas africanas o

asiaticas. A este tipo de DM 1 se le conoce como idiopatica [17].

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2) es el segundo grupo de la clasificacion oficial de
DM por el Comité Experto en Diagnosis y Clasificacion de Diabetes Mellitus,
también conocido como no insulino-dependiente. Este tipo de diabetes aparece en
personas adultas con obesidad, y es la forma mas comun de diabetes en el mundo
[16]. Los pacientes que padecen DM 2 presentan resistencia a la insulina y una
baja produccidon de insulina, pero puede ser solo una de estas caracteristicas o
una combinacion de ellas [9]. La etiologia de esta enfermedad no es conocida,
pero se sabe que la obesidad por si sola causa resistencia a la insulina lo cual es
un dato interesante ya que en su mayoria los pacientes con DM2 tiene obesidad o
al menos un alto indice de grasa distribuido unicamente en la region abdominal [6].
Los pacientes con esta forma de DM tienen tasas elevadas de insulina pero es
insuficiente para compensar la resistencia a la insulina y regular los niveles de

glucosa.

Se ha observado una correlacion entre el riesgo de padecer DM 2 que aumenta
con factores como edad, obesidad y sedentarismo. Inclusive se ha asociado con
una predisposicién genética, sin embargo, la genética de esta enfermedad no ha

sido definida completamente [17].



llustracion 1. Tipos de diabetes. En A) se representa un metabolismo normal con una produccién
de insulina normal y el aprovechamiento de glucosa; en B) se observa lo que ocurre en la DM 1,
el cuerpo no produce la cantidad necesaria de insulina; en C) DM 2 que comprende al mayor
numero de casos de DM en el mundo, la insulina producida no es utilizada adecuadamente

(Modificada de mejorconsalud.com).



Otros tipos especificos de Diabetes, es un grupo donde se clasifican diferentes
enfermedades que tienen como consecuencia hiperglucemia en los pacientes que

las padecen [4]:

» Enfermedades exocrinas de pancreas e.g. pancreatitis, fibrosis quistica,
hemocromatosis.

Endocrinopatias e.g. sindrome de Cushing, acromegalia.

Defectos genéticos de la funcidn de las células 3

Defectos genéticos en la accidén de insulina

vV V VYV V

Infecciones

Epidemiologia

El aumento en la incidencia de pacientes con Diabetes a nivel Mundial es
alarmante, de acuerdo a la OMS en el afio 2014 las cifras establecian que existian
347 millones de personas con este padecimiento, con un prevalencia de 9 por
ciento en adultos mayores de 18 afos. Otros datos arrojados por la OMS senalan
que en 2012 fallecieron 1.5 millones de personas como consecuencia directa de la
diabetes; pero del total de muertes, la gran mayoria de personas
aproximadamente el 80 por ciento pertenecian a paises en desarrollo es decir de

ingresos bajos y medios como México [2].

La Federacion Internacional de Diabetes publico una lista con los paises que
tienen un mayor numero de pacientes diabéticos, en orden son: China, India,

Estados Unidos, Brasil, Rusia y México [3].

Este padecimiento desencadena un alto numero de enfermedades graves algunas
de ellas son cardiopatias, pie diabético, amputaciones, ceguera e insuficiencia
renal entre otras, lo cual genera altos costos econdmicos en el tratamiento de
estas enfermedades, sumado al costo requerido para el manejo correcto de la
Diabetes, propiciando mas problemas para las familias como el detrimento de la
calidad de vida [18]. Lo que ha propiciado que el Sector Salud ponga atencién

particular.



No podemos olvidar los altos costos que se generan para el Sector Salud de los
paises en desarrollo y el impacto que representan estos gastos. Se estima que la
atencién médica absorbe mas de $39,000 millones de pesos por cada 10 millones

de diabéticos, lo cual equivale a 7 por ciento del gasto nacional en Salud [19].

En el caso particular de nuestro pais, la Encuesta Nacional de Salud (Ensanut)
determind en el 2012 que existen cerca de 6.4 millones de adultos con diabetes,
sin embargo, se sabe que existe un gran numero de personas que no tienen
acceso a un Servicio Médico pues no estan asegurados por ninguna de las
Instituciones de Salud mexicanas o bien las comunidades en las que viven son de
acceso limitado a ciertos servicios y no han sido diagnosticados con dicha
enfermad, lo cual podria duplicar la cantidad de individuos con ésta enfermedad, y
se prevé que en 2020 esta cifra podria alcanzar 20 millones, de los cuales solo el
25 por ciento tienen un tratamiento y control adecuado. Esta misma encuesta
demostrd que las personas con diabetes reducen su esperanza de vida de 40

anos a 10.9 anos [20].

De acuerdo a la Fundacion Mexicana de Diabetes los estados con mayor numero
de individuos con DM son: CDMX, Nuevo Ledn, Veracruz, Tamaulipas, Durango y
San Luis Potosi [21].

Existen nuevos datos que son aun mas alarmantes y que muestran la urgencia
que existe por controlar esta enfermedad en nuestra sociedad, es el caso de un
modelo matematico realizado en la Universidad de Michigan que se encuentra en
curso, difundido por la Alianza por la Salud Alimentaria indico6 que a partir de los
datos recabados en 2010 en nuestro pais, uno de cada 3 nifios nacidos a partir de

2010 sufrira diabetes en su vida adulta [18].

La Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémicos (OCDE), realizé
un informe denominado “Enfermedades Cardiovasculares y Diabetes: Politicas
Publicas para una Mejor Salud y Calidad de la Atencion Médica”, en el cual
recalca que el inicio de este padecimiento en edades tempranas es mas frecuente

en comparacién a cualquier otro pais, en donde 23.8 por ciento se presenta en
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personas de 40 a 59 afnos de edad y 5.9 por ciento en personas de 20 a 39 anos

de edad, las cuales corresponden a las cifras mas altas de la OCDE [22].

Fundamentos biomoleculares de la Diabetes Mellitus
Existen un gran numero de procesos relacionados en el desarrollo de la diabetes,
ya sea destruccion de las células  pancreaticas, receptores GLUT deficientes o

ausentes [6].

Los receptores GLUT son transportadores de difusion facilitada de hexosas y con
base de la homologia de la secuencia primaria de las proteinas se conocen 3

subfamilias [23]:

a. Clase |: Formada por los Glut-1,2,3 y 4
b. Clase Il: Constituida por los Glut-5, 7, 9y 11
c. Clase lll: Formada por Glut-6, 8, 10, 12, el Glut-13 o transportador para

mioinositol y Glut14.

Entre los GLUTs mas estudiados estan el Glut 1 y Glut 2. El primero parece ser el
mas ampliamente distribuido en el ser humano. Posee alta afinidad por la glucosa,
es decir que se trata de un transportador basal de este azucar lo que lo hace
sumamente importante para las células que requieren un suministro constante de
glucosa para la produccién de energia como es el caso del tejido nervioso.
También se expresa en los eritrocitos y células endoteliales. El Glut 2, un
transportador de baja afinidad por glucosa pero que transporta a la glucosa de
forma proporcional a su concentracion, es decir que actia como sensor en las
células que lo poseen, como en los hepatocitos y células B-pancreaticas. El Glut 2
en células B-pancreaticas actua como regulador, ya que permite la entrada de
glucosa unicamente cuando esta elevada en plasma, por lo que su papel es
importante en la liberacion de insulina. Se considera a este transportador como
bidireccional debido a que transporta glucosa desde la sangre al tejido o desde el
tejido hacia la sangre, de forma particular en el higado. Ademas contribuye
directamente a la capacidad del higado para aumentar la captacion de la glucosa,

regulando la sintesis de glucogeno, y la glucogendlisis [23].
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La glucosa es una molécula esencial que funciona como combustible para los
seres vivos. La regulacion de la concentracion de la glucosa en sangre depende
de diversas hormonas pero la mas importante es la hormona polipeptidica insulina
[24, 25] sintetizada en las células B pancreaticas. El aumento en la concentracién
de glucosa en sangre después del consumo de alimentos inicia en las células 3
pancreaticas una cascada de senalizacion que conduce a la secrecion de la
insulina [26]. El proceso es muy rapido y eficiente y sigue los pasos sefalados en
la llustracion 2 [9, 27]:

llustracion 2. Liberacidn de insulina. Se muestran seis pasos importantes del total descritos de la
liberacion de insulina (Modificada de: Dean, L & McEntyre, J; 2004). 1) Transporte de la glucosa al
interior de la célula a través del transportador de glucosa GLUT 2 2) Fosforilacidon de glucosa por la
glucocinasa, el producto de esta reaccion es la glucosa 6 fosfato. En el citosol la glucosa 6 fosfato
es oxidada en dos moléculas de piruvato, a partir de este proceso se producen dos moléculas de
ATP y de NADH. El piruvato, producto de la glucdlisis, es el sustrato para la sintesis de Acetil CoA, y
la transferencia de electrones a través de la cadena transportadora de electrones de la membrana
mitocondrial permite la sintesis de ATP 3) El aumento en la relacién ATP: ADP promueve el cierre
de los canales de potasio dependientes de ATP en la membrana de las células B, impidiendo su
salida. Como resultado existe una carga positiva dentro de la célula f que causa la despolarizacién
de la membrana 4) Simultdneamente los canales de calcio dependientes de voltaje se abren
permitiendo la entrada de iones de calcio (Ca?*) al interior de la célula 5) El incremento en la
concentracion intracelular de Calcio (Ca?*) activa el citoesqueleto, promoviendo la translocacion
de los granulos de insulina desde el aparato de Golgi hacia el citosol 6) Liberacidn de los granulos
secretorios de insulina por exocitosis hacia la circulacidn.
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La respuesta al estimulo promovido por la glucosa en las células B pancreaticas
para la liberacion de la insulina mediado por los receptores Glut-2 suele ser
inmediato, puesto que la hormona ya ha sido sintetizada y se encuentra reservada
en granulos secretores del aparato de Golgi donde permanecen hasta que se
produce el estimulo para su liberacion, después de un tiempo corto en el que la
insulina reservada se consume casi en su totalidad comienza a sintetizarse mas

hormona [9].

Bases moleculares de las acciones de insulina.

El receptor de insulina es una glucoproteina que pertenece a la familia de
receptores para factores de crecimiento con actividad intrinseca de cinasas de Tyr,
los cuales al ser estimulados por su ligando se autofosforilan en residuos de Tyr.
Se encuentra en la membrana plasmatica y se compone de 4 subunidades, dos a
y dos 3. Ambas subunidades alfa se encuentran en la parte extracelular y en estas
es donde se ubica el sitio de unién a insulina. En contraste, las subunidades beta
tienen un dominio transmembranal y un dominio citoplasmico (ver llustracion 2),
con funcion de tirosina-cinasa para fosforilar proteinas [9, 24]. En condiciones de
no estimulo las subunidades a ejercen un papel supresor sobre las unidades j3,

evitando que se autofosforile [28].

llustracion 3 Receptor de insulina, formado por 2 subunidades alfa y dos beta (Modificado de
Dean, L & McEntyre, J; 2004).
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La insulina tiene efecto sobre las células adiposas y de musculo estriado
promoviendo diferentes procesos como la remocion de glucosa de la sangre y su
entrada al citoplasma celular donde es empleada para liberar energia en forma de
ATP (glucdlisis y ciclo de Krebs) [26].

Durante la digestién, los carbohidratos consumidos en la dieta se transforman en
glucidos de seis atomos de carbono, por medio de procesos quimicos que
incluyen las reacciones de hidrolisis catalizadas por amilasas presentes en saliva y
en el pancreas. Después de la digestion, se eleva la glucemia y se estimula la

secrecion de insulina por el mecanismo anteriormente explicado [28].

Cuando se trata de un individuo sano, la glucosa se utiliza en la sintesis de
glucoégeno hepatico y muscular por el proceso de glucogénesis, en este proceso la
enzima mas relevante es la glucogeno sintetasa que esta regulada positivamente
por la insulina. Si hay una disminucion de glucosa a nivel plasmatico, el glucogeno
se usa para la sintesis hepatica de glucosa, ésta posteriormente es liberada a la
circulacion para equilibrar los niveles de glucosa. A este proceso se le conoce
como glucogenolisis y es activado a partir de la hormona glucagén que a su vez
activa a la glucdgeno fosforilasa a través de cAMP, la cual inhibe a la glucogeno

sintetasa [28].

La afeccidén de este proceso en los pacientes con DM depende del tipo diabetes
que padecen. En el caso de la DM tipo 1, los individuos poseen receptores de
insulina deficientes aunque son capaces de producir glucagén y llevar a cabo la
glucogendlisis y la gluconeogénesis, pero la baja produccidon de insulina provoca
una disminucion en el numero de transportadores de glucosa GLUT 4 (musculo
esquelético y células adiposas), como resultado tenemos una hiperglucemia que
persistente después de la ingesta de comida. Esto se agrava, puesto que las
células dependientes de insulina no transportan glucosa y el organismo lo registra
como si existieran niveles bajos de glucosa, movilizando las reservas de lipidos y

proteinas para obtener glucosa aumentando la hiperglucemia [28].

Otros tejidos como las células del higado, los rifiones, la mucosa del intestino y

gloébulos rojos, no requieren de la insulina para el transporte de la glucosa del
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medio extracelular hacia el citoplasma, por ello la hiperglucemia crénica tiene
efectos a largo plazo sobre éstas células danando a diferentes o6rganos
especialmente ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos sanguineos [6, 9] causando
enfermedades como retinopatia con posible pérdida de vision, nefropatias,

inclusive falla renal [6].

Diabetes mellitus durante la gestaciéon

Por ultimo, el grupo de DM gestacional. La DM gestacional se define como la baja
tolerancia a la glucosa en mujeres, diagnosticada por primera vez durante el
embarazo [4]. Esta baja tolerancia se debe principalmente a la resistencia a la

insulina, caracteristica que comparte con la DM 2 [9].

Existen controversias para esta clasificacion de la DM, pues en ocasiones cuando
la madre da a luz, la DM gestacional termina, en otras ocasiones no es asi, en
realidad la madre continua con DM desarrollando DM 2, la interrogante que surge
es si no se trataba de un caso de DM 2 no diagnosticado a tiempo [29]. No
obstante, esta definicion se aplica si la condicidn persiste o no después del parto y
no excluye la posibilidad de la intolerancia a la glucosa no reconocida previamente
0 que inclusive comenzo al mismo tiempo que el embarazo, la funcion del término
DMG ha facilitado la aplicacion de una estrategia uniforme para su control y

tratamiento [6].

Actualmente la DM (DM1 y DM2) es un padecimiento muy comun en todos los
grupos de edad que va desde infantes hasta adultos mayores [1]. La incidencia
aumenta afo con afno de forma alarmante, inclusive se ha pronosticado que para
el ano 2030 la diabetes podria ser la séptima causa de muerte a nivel mundial
[30]. Esto tiene repercusiones en uno de esos sectores: las mujeres en edad
reproductiva o en estado gestante, pues se sabe que un gran numero de estas
mujeres presentan obesidad y/o diabetes [1], afectando su salud y algunos
procesos previos al embarazo de diferentes maneras como se muestra en la
llustracion 4. De acuerdo al Centro para el Control y la Prevencién de
Enfermedades los analisis que fueron realizados en el afio 2014, se calcula que la

prevalencia de DM gestacional es de 9.2% [31].
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Este grupo ha focalizado la atencion del Sector Salud puesto que en las mujeres
gestantes, se ha observado que su condicidén se relaciona con un mayor riesgo de
resultados perinatales adversos [32, 33], al parecer la DM es un riesgo significativo
para el feto [34], debido a que la glucosa cruza la placenta y asi aumenta las
concentraciones de glucosa para el feto [35], y esto esta asociado a diversas
patologias como obesidad o diabetes en la progenie de estas madres que se
presenta a corto plazo como lo son algunas enfermedades congénitas o largo y
mediano plazo como lo son algunas enfermedades cardiovasculares, diabetes y
obesidad [36, 37].

Espermatogénes }_ Disfuncion testicular

Oogénesis H Degeneracion de oocitos

, Apoptosis y defectos en procesos de
Fertilizacion L.
meiosis

Diabetes Y Blastula y gastrula Desarrollo incorrecto
Mellitus |§
Organogénesis ’ 1 Dismorfogénesis
Embrién/feto _| Retraso en el desarrollo ]

= - /[ Defectos de nacimiento ]
Recién nacidos

] Sindromes diversos metabolicos, entre
Infancia/Adulto
otros.

llustracion 4. Efectos de la DM (pregestacional y gestacional) en diferentes etapas del desarrollo

y reproduccion (Modificado de Ahmed; 2011).

Si bien durante el periodo del embarazo la glucosa en sangre de la madre
aumenta progresivamente, puesto que representa una fuente nutricional requerida
por el feto para su crecimiento [38], la DM gestacional es el resultado de la
intolerancia a la glucosa, de severidad variable que inicia durante el embarazo [39]
y se debe principalmente al decremento a la sensibilidad de la insulina [29],

incluye alteracion en la respuesta de la insulina, decremento en la supresion
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hepatica de la produccion de glucosa durante la fusion de insulina con su receptor
y disminucién en la toma de glucosa estimulada por insulina en el musculo

esquelético [40].

Otro aspecto importante en el estudio de esta enfermedad es el tiempo en que se
desarrolla la enfermedad, aun cuando en la clasificacion oficial de la DM no existe
una subdivision de esta, se han observado diferentes efectos en la progenie
dependiente de este factor. A partir de las consecuencias y algunos sintomas que
varian en los pacientes se identifican dos subtipos de diabetes materna: a) DM
pregestacional y b) DM gestacional, ambas presentan diferentes efectos en el

desarrollo intrauterino [41].

En el caso particular de la DM gestacional se manifiesta hacia el tercer trimestre
del embarazo y muestra niveles de glucosa en sangre de 2126 mg/dL. No
obstante no es causa de enfermedades congénitas severas, pero se ha observado
no solo en modelo animal de DMG, sino también en humanos y esta relacionado
con problemas como macrosomia, bajo peso al nacer, problemas respiratorios y
defectos endocrinolégicos. En cambio la DM pregestacional se presenta antes del
embarazo, es decir antes de la concepcion, los niveles de glucosa en sangre de la
madre aumentan aun mas, los valores son 2200mg/dL y las consecuencias en la

progenie son mayores pues afectan a la organogénesis [41].

Programacion in utero

Este término hace referencia a las adaptaciones fisiolégicas o metabdlicas que
adquiere el feto en respuesta a un microambiente adverso (referente a la
disposicion de nutrimentos y oxigeno) en una etapa critica del desarrollo
estructural o funcional de ciertos 6rganos, lo cual tendra repercusiones en la vida
extrauterina [10]. Se ha sugerido que los eventos implicados en el desarrollo fetal
normal como los cambios metabdlicos in Gtero, tienen efectos a largo plazo e
influyen en patrones fisiolégicos y estructurales, proponiendo que son estos los
que “programan” la salud durante la vida adulta [42-44], como lo establece la
“Hipdtesis de Barker”, la cual se conoce como el origen de la salud y la

enfermedad durante el desarrollo intrauterino [45, 46].
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Los resultados obtenidos de experimentos con animales, asi como las
observaciones realizadas en humanos, apuntan a que la nutricidon que es obtenida
en el medio intrauterino modula la funcion de varios 6rganos como aquellos que

presentan actividad metabdlica en la vida posnatal [47, 48].

Efectos a corto plazo (defectos congénitos)

La diabetes es un factor perjudicial importante durante el embarazo. A pesar que
cualquier tipo de diabetes resulta en efectos adversos en la progenie, la DM
pregestacional (sin importar que sea tipo 1 o 2), tiene efectos mas serios y es
responsable de una gran cantidad de embarazos cuya descendencia presenta

defectos congénitos [49].

En las mujeres diabéticas, el ambiente en el que el embridn y el feto se desarrollan
se convierte en un lugar hostil, pues las condiciones son negativas. Estas
condiciones dan lugar a una serie de adaptaciones fisioldgicas del embrion que le
permita sobrevivir, pero son precisamente estas adaptaciones las que suelen
resultar en defectos congénitos o bien a partir de las cuales se desarrollan ciertas
anomalias [50]. La DM pregestacional mal controlada se ha asociado a una mayor
incidencia de defectos congénitos en un 5-10% de los embarazos y 15-20% de
abortos espontaneos [51]. Sin embargo, a pesar de los cuidados obstétricos y la
mejora en el manejo de la hiperglucemia maternal en los ultimos anos, se ha
observado que los indices de mortalidad perinatal y las anomalias congénitas aun

permanecen altos en comparacion con la poblacion sana [52, 53].

Las anomalias que se presentan mayormente en la descendencia de madres

diabéticas se muestran en la tabla 1.

Los elementos presentes en el medio intrauterino de la madre diabética
considerados factores teratogénicos son: insulina, hiperglucemia, cuerpos
cetdnicos, productos residuales de glucdlisis, déficit de acido araquiddnico vy
carencia de la somatomedina [54]. De estos elementos los niveles de glucosa
elevados que son observados durante periodos criticos de la morfogénesis
parecen ser el mayor elemento teratogénico, inclusive se observdo que la

hiperglucemia derivada de las diabetes materna induce hipoxia [55]. En algunos
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experimentos realizados en modelos animales donde se induce DM gestacional se
ha demostrado que la hiperglucemia induce estrés oxidativo tanto en condiciones

de cultivo in vitro, como en tejidos del embrion y feto [55-60].

Tabla 1. Enfermedades congénitas comunes en los hijos de madres diabéticas, (Ornoy, Reece;
2015)1y (Nazer, Garcia; 2005)2

Sistema nervioso ! Sistema 1 Estructuras ! Otros?
Central Cardiovascular Craneofaciales

Anencefalia Hipoplasia izquierda o Macrosomia Hemifacial Malformaciones
derecha del corazén esqueléticas multiples

Acrania AVSD y VSD Hendidura de Sindrome de Down

labio/paladar

Meningomiocele Atresia de la tricispide y Microtia Malformaciones renales
atresia mitral

Arrinencefalia Doble entrada en el Microagnatia Atresia de duodeno
ventriculo izquierdo

Microcefalia Doble salida en ventriculo Macrooftalmia Sindrome de Pierre Robin
derecha

Exencefalia Transposicion de grandes Displasia frontal nasal Quiste branquial
arterias

Holoprosencefalia Tetralogia de Fallot Opacidad en lente ocular

Espina bifida

Una vez que aumenta la concentracién de glucosa en el embrién o feto, también
incrementan las especies reactivas de oxigeno (ROS), dicho evento provoca un
desequilibrio, puesto que la capacidad antioxidante natural de las células
embrionarias y fetales no es suficiente, dando paso a 3 eventos: 1) alteraciones en
las membranas celulares, 2) funcion inadecuada de las mitocondrias y 3)
apoptosis [55, 61, 62].
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Es frecuente que los hijos de madres diabéticas presenten alteraciones del
crecimiento fetal, que al nacimiento puede conducir a malformaciones congénitas
0 provocar asfixia,hipoglucemia, inclusive trastornos metabdlicos como

hipocalcemia, hipomagnesemia e hiperbilirrubinemia, entre otros [54].

Las tasas altas de mortalidad y morbilidad en este sector de nifios y modelos
experimentales se deben principalmente a malformaciones congénitas graves que
causan problemas en el funcionamiento correcto de los 6rganos inclusive la falta

de algun 6rgano como el cerebro en el caso de anencefalia [51, 62, 63].

Efecto de la diabetes materna en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares en la vida posnatal en humanos.

Evidencias clinicas y epidemioldgicas sefalan que las enfermedades coronarias, y
otras enfermedades cardiovasculares cronicas comunes en la infancia y la vida
adulta tienen sus origenes en la vida fetal [46, 64]; siendo la mas comun la
cardiomiopatia hipertréfica [65]. Actualmente se acepta que las enfermedades
cardiovasculares se adquieren mediante un proceso denominado programacion
fetal [50]. Este proceso consiste en una serie de cambios epigenéticos en el
genoma embrionario promovidos por el ambiente intrauterino hiperglucemico
debido a la DM durante la gestacion que en los hijos de madres diabéticas
incrementan la susceptibilidad para contraer enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares en la vida adulta [64]. Se ha encontrado una correlacion entre los
niveles del perfil lipidico en el segundo y tercer trimestre del embarazo en la mujer
gestante y el aumento de la presion arterial sistélica de la progenie en la
adolescencia; sin embargo no se conocen los mecanismos que permiten que esto
suceda, de acuerdo a lo observado, existe una alteracion del metabolismo
secundario del feto en presencia de una alta concentracion de acidos grasos y de

beta-hidroxibutirato en la madre [66].

Diversos estudios en humanos son concordantes con esta idea, por ejemplo
recién nacidos macrosomicos de mujeres diabéticas mostraron la masa ventricular
izquierda aumentada y mayor grosor de la capa intima aortica, asi como altos

indices de en el perfil lipidico (HDL y LDL) en comparacion con recién nacidos
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macrosémicos y normales de mujeres no diabéticas [67]. Ademas, los mortinatos
aparentemente normales de mujeres diabéticas al ser comparados con mortinatos
de madres no diabéticas tuvieron corazon de mayor peso con pared ventricular
mas delgada [68]. Asi mismo el analisis retrospectivo para evaluar el riesgo de
desarrollo de defectos congénitos y/o hipertrofia ventricular patolégica PVH en
embarazos diabéticos (diabetes pregestacional tipo 1 y tipo 2 y diabetes
gestacional) mostré que la mortalidad debida a PVH en la poblacién estudiada es
relativamente alta (1/6 pacientes con PHV). EI mayor riesgo de PHV estuvo
presente para los recién nacidos de madres con DMG. También se descubrié que
en los embarazos de mujeres con diabetes tipo 1 0 2 el porcentaje de recién
nacidos que sufren PHV asciende a 33%, valor muy superior al 12% de
cardiopatias congénitas en la progenie de madres diabéticas [34]. Estos hallazgos
indican un efecto diferencial a lo largo de la gestacién de la diabetes materna:
durante el primer trimestre del embarazo, la diabetes tiene un efecto teratogénico
en la cardiogénesis alterando la expresion de genes involucrados en la
morfogénesis del corazon, en tanto que al final del segundo trimestre o principios
del tercer trimestre, el feto puede verse afectado por cardiomiopatia hipertrofica
[69].

No obstante las enfermedades cardiovasculares no son las unicas que llegan a
presentar los hijos de madres diabéticas, ademas de enfermedades congénitas o
malformaciones, se han observado ciertos efectos en su metabolismo [70].Al
momento del nacimiento algunos recién nacidos presentan aumento en la
concentracion de lipidos, apolipoproteina pro-arteriosclerética A-1 y B-100, asi
como lipoproteinas en comparacion con la descendencia de madres no diabéticas
[71]. Aun se requiere de mas estudio acerca de los efectos de estos niveles
elevados de lipidos, a pesar de ello, se puede aseverar que al persistir este tipo de
dislipidemias en los nifios y jovenes los predispone a desarrollar sindromes

metabdlicos en la vida adulta [70].

Como se ha visto, el efecto de la DM gestacional sobre el corazdon es
contraproducente. Sin embargo, por la imposibilidad cientifica y ética de analizar

en los humanos el papel de la diabetes materna en la homeostasis y funcion del
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corazdn posnatal y comprender los mecanismos celulares implicados en el
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares, distinguiendo el momento en
que se manifiesta la enfermedad materna y el nivel de glucemia, se ha recurrido al
empleo de modelos animales como la rata y el ratbn en los que es posible
controlar un mayor numero de variables. La induccion de la diabetes materna

mediante estreptozotocina es una estrategia ampliamente usada.

Induccion de Diabetes Materna

La estreptozotocina (STZ, 2-deoxi-2-(3(metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa), es
sintetizada por una actinobacteria llamada Streptomycetes achromogenes. La
dosis requerida para inducir DM en rata por administracion via intraperitoneal

suele estar en el rango de 40-60 mg/kg de peso corporal [72].

llustracion 5 Estructura de Estreptozotocina (Sigma-aldrich; 2015)[73].

El primer evento en el proceso patologico es la fijacidon de esta molécula a la
membrana celular, su toxicidad se debe principalmente por el reconocimiento

especifico de receptores de glucosa GLUT2 por las células B [74].

La accion de la STZ en la células B pancreaticas provoca alteraciones en las
concentraciones de glucosa e insulina en sangre. Se ha observado que tan solo
dos horas después de la administracién de este quimico hay un aumento en la
glucosa en sangre y una baja en la concentracion de insulina, cerca de seis horas
después se manifiesta hipoglucemia y un aumento en los niveles de insulina. Mas
tarde se desarrolla la hiperglucemia y los niveles de insulina decrecen [75]. Dichos

cambios en la concentracidon de glucosa en sangre, perjudican la funcidén correcta
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de las células B del pancreas, ya que la STZ no permite la oxidacién de glucosa

[76], y afectan la biosintesis y secrecién de insulina [77, 78].

La entrada de STZ a las células B pancreaticas sucede a través del transportador
de glucosa GLUT2 [79, 80].STZ al ser metabolizada dentro de las células 3
ademas de generar especies reactivas de oxigeno, muestra propiedades de 6xido
nitrico ejerciendo un efecto citotoxico en las células[81, 82] Dicho efecto se
caracteriza por promover un incremento en la actividad guanilil ciclasa y la
formacion de cGMP [82] contribuyendo a la fragmentacion [83, 84], y dafio al DNA
(81, 84) que da paso a otros cambios deletéreos en las células [76, 85]. Si bien
NO y las especies reactivas de oxigeno pueden causar dafos de manera

separada, también pueden formar un peroxinitrato altamente toxico [86].

El dafo causado por STZ al DNA también activa la poliADP-ribosilacion [87], dicho
proceso conduce a escases de NAD+ y reduccion de ATP [88] que resulta en la
inhibicion de la sintesis y secrecidon de insulina [78]. La poli ADP-ribosilacion es el
mayor efecto de la diabetogenia promovida por STZ comparado con la generacion

de radicales libres y el consiguiente dafio al DNA [86].

Anatomia del corazén.

El corazéon se encuentra localizado en el centro de la cavidad toracica, descansa
sobre el diafragma que es el musculo que separa a las cavidades toracica y
abdominal. Se encuentra dentro de un saco fibroso llamado pericardio en el cual
encontramos fluido pericardico, dicho fluido tiene la funcidn de lubricar la superficie

del corazén y permite el movimiento libre durante su funcion normal[89].

La forma externa del corazén se asemeja a un cono irregular invertido como se
muestra en la figura 6. Este 6rgano esta formado por 4 camaras: las dos camaras
superiores se llaman auriculas, las dos camaras inferiores se llaman ventriculos,
las cuatro camaras se dividen en derechas e izquierdas dependiendo de su
posicion respecto a una pared muscular o septo que divide en 2 porciones

principales al corazon [90].
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llustracion 6. Corazon en corte sagital, mostrando las cuatro camaras (Modificado de ADAM;
2010).

La region del septo que divide a los ventriculos derecho e izquierdo se llama
tabique interventricular. Entre ambos ventriculos encontramos que el ventriculo
izquierdo es mas grande y tiene una pared mas gruesa y fuerte que el derecho,
debido a su funcién durante el bombeo de sangre ya que requiere de una mayor
presion para poder llevar la sangre a todo el cuerpo. Las auriculas se encuentran
separadas por el tabique interauricular, aqui encontramos una zona delgada sin
musculo llamada fosa oval que se encuentra cubierta por una lamina de tejido
membranoso mesenquimal. Durante la etapa fetal se mantiene la comunicacion

interatrial que finalmente se cierra poco después del nacimiento [91].

La unién de la auricula derecha con el ventriculo derecho esta protegida por la
valvula tricuspide, la cual permite el paso de sangre de la auricula al ventriculo,
pero no en sentido contrario. El ventriculo derecho de forma triangular muestra
musculos en su superficie interna, llamados musculos papilares, los cuales sirven
de anclaje para dicha valvula. En la region izquierda del corazén, se encuentra la
auricula izquierda y el ventriculo izquierdo, ambas regiones se comunican a través
de la valvula mitral, que solo permite el flujo de sangre en una sola direccion. El
ventriculo izquierdo es mas largo y estrecho que el derecho, es decir que la punta

del corazén esta formada por completo por dicho ventriculo. El ventriculo izquierdo
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también presentan 2 grupos de musculos papilares: anterior y posterior, que sirven

de anclaje a la valvula mitral [91].

Existen otras valvulas relacionadas con la salida de sangre al corazén llamadas
sigmoideas de la pulmonar y la adrtica. Estas valvulas difieren significativamente
en estructura respecto a las valvulas auriculo-ventriculares. Las valvulas
sigmoideas no presentan musculos papilares y son denominadas semilunares
debido a su forma de cuspide creciente tienen 3 cuspides que se abren una vez
que el ventriculo se contrae y se cierran cuando este se relaja. Las valvulas
auriculo-ventriculares aparte de tener cuspides, cuentan con cuerdas tendinosas,
delgadas y fuertes, las cuales mantienen a las valvulas unidas con las paredes de
los ventriculos. Los elementos encargados de controlar la apertura y cierre de
dichas valvulas son los musculos papilares que funcionan de guia empujando las

cuerdas tendinosas [92].

El corazén se contrae ritmicamente para bombear la sangre en el siguiente orden:
en el apice del corazén encontramos a los vasos sanguineos que se encargan de
dirigir la sangre al corazén (venas cavas superior e inferior y las venas
pulmonares) o bien del corazén al resto del cuerpo (arteria pulmonar y aorta). La
sangre regresa del cuerpo al corazdn por medio del sistema venoso, la vena cava
superior entra por la parte posterior y superior del corazon al atrio derecho; la vena
cava inferior entra por la parte inferior. La sangre que recibe el atrio derecho esta
desoxigenada. Una vez que la sangre ha sido colectada en esta camara es
bombeada al ventriculo derecho a través de la valvula tricispide que al cerrase
evita la regurgitacién desde el ventriculo derecho a la auricula derecha. El flujo de
sangre dentro del ventriculo derecho es suave, después se dirige hacia la arteria
pulmonar y de ahi a los pulmones donde la sangre es oxigenada. Después las
venas pulmonares vacian la sangre ya oxigenada en la auricula izquierda. En
seguida la sangre pasa al ventriculo izquierdo que la bombea a la arteria aorta

desde donde a través de es distribuida por todo el cuerpo [92].

La arquitectura del corazén es complementada por el sistema coronario y el de

conduccion. El primero esta encargado de llevar irrigacion propia al corazon,
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inicidndose con la emergencia de arterias coronarias tanto derecha como
izquierda, las cuales provienen de la aorta a nivel de la valvula aortica; las venas
coronarias terminan convergiendo en el seno coronario que se ubica en el atrio
derecho. Por su parte, el sistema de conduccién se encarga de llevar de forma
eficiente los impulsos eléctricos que permiten la contraccion muscular cardiaca;
estos impulsos son generados en el nodo sinusal, que se ubica en la unién que
hay entre la vena cava superior y el atrio derecho, y desde esa posicion se
propagan al nodo atrioventricular, al haz penetrante atrioventricular (haz de His), a

las ramas derecha e izquierda y por ultimo a las fibras de Purkinje [93].

Es importante recordar que el corazon es el primer érgano en formarse y de forma
inmediata inicia su funcion, evidentemente debe mantener su funcion en niveles
optimos, mas que cualquier otro 6rgano a través de la vida de un organismo,
iniciando como un corazoén primitivo en forma de tubo hasta la formacion de un
corazon de 4 camaras [94]. Es decir que el desarrollo de éste 6rgano implica una
sucesion de eventos complejos y ordenados que determinan el funcionamiento del
corazon, lo cual significa que un pequefio desajuste podria resultar en una
enfermedad cardiovascular al momento del nacimiento, afectando a largo plazo a

un individuo.

Histologia del corazén

La formacion del corazon parte del mesodermo esplacnico al inicio de la tercera
semana de gestaciéon en los humanos y a los 9 dias + 15 horas en la rata, su
formacion culmina en la séptima semana de embarazo en humano y el dia 16 en
la rata. Sin embargo, el desarrollo de este érgano no culmina durante el periodo
gestacional. La division mitética de los mioblastos continua hasta poco antes del
nacimiento, después el corazoén crece a partir del aumento del tamafio de las
células por hiperplasia, aumentando de igual forma el nUmero de mitocondrias por
célula [95].

La pared del corazdn esta formada por tres capas: el endocardio, miocardio y

epicardio como se muestra en la llustracion 7.
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El endocardio consiste de una membrana que recubre la superficie interna de las
cavidades cardiacas [96]. Presenta 3 capas; el endotelio, el cual es un fino epitelio
escamoso, plano y simple que recubre el interior del corazén por lo que entra en
contacto directo con la sangre. El subendotelio formado de tejido fibroelastico
compone a la segunda capa, esta representado por tejido conjuntivo elastico y
colageno, nervios y vasos sanguineos. Por ultimo, la capa subendocardica

adyacente al miocardio que consta de tejido conectivo laxo [96, 97].

llustracion 7. Corte transversal de la pared cardiaca. Se observan 3 capas, En: endocardio, Mi:
miocardio y Epi: epicardio, Hematoxilina y Eosina 40X, (Modificado de Boya; 1995).

El miocardio es el tejido muscular cardiaco. representa la capa mas desarrollada
y de mayor grosor de la pared cardiaca [97], se encuentran distribuido en espirales
alrededor de las cavidades del corazén y consiste de fibras y células individuales
conectadas en una red espacial. Esta capa tiene un tipo especial de tejido
cardiaco estriado con 2 lineas celulares: contractiles (miocitos cardiacos que
forman las fibras cardiacas musculares) y células especializadas entre las que
destacan células secretoras, endocrinas y generadoras o conductoras de impulsos
[96].

Los miocitos cardiacos son células ramificadas que presentan un nucleo central
oval, grande con abundante cromatina laxa. En cuanto a la membrana plasmatica,
muestra caracteristicas similares al musculo esquelético, no obstante la estriacion

no es densa puesto que las miofibrillas contractiles (actina y miosina) estan
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ubicadas en posicion paralela a las mitocondrias y al reticulo sarcoplasmico. El
sarcoplasma ademas contiene muchas mitocondrias, glucogeno y lisosomas con

pigmento de lipofucsina [95].

llustracion 8. Miocitos cardiacos, se observan lipofucsina seiialada con flechas y nucleos.
También se puede apreciar con detalle la organizacion miofibrilar (Modificada de Boya; 1995).

Los miocitos cardiacos se unen a través de uniones especializadas complejas
denominadas discos intercalares que son observables como gruesas lineas
transversales, atraviesan todo el ancho de la fibra, pero su distribucion suele estar
dada en varias porciones longitudinales que estan desplazadas, por ello su
aspecto asemeja a una escalera. Los discos intercalares presentan una porcion
transversa con uniones intercelulares adherentes (fascia adherens vy
desmosomas) y uniones de comunicacion llamadas nexos que permiten el paso
de iones desde el citoplasma de una célula a la célula vecina y posibilitan el
acoplamiento eléctrico entre las fibras musculares cardiacas y se contraigan en
forma conjunta como si formaran parte de un gran sincisio eléctrico [98]. Las fibras
correspondientes a células contractiles suelen medir un promedio de 100 um de
longitud y hasta 30 um de diametro. Estas fibras se ramifican y se entrelazan en
direccion diagonal alrededor del corazén, formando una red auricular y una red

ventricular.
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llustracion 9. Fibras musculares cardiacas (Netter; 1969) [99]

El miocardio ventricular tiene tres capas que se entrelazan mutuamente para
formar un sistema comun. Las paredes del ventriculo derecho estan cubiertas por
trabéculas mas gruesas y cortas que las trabéculas del ventriculo izquierdo que

son delgadas y muy alargadas [98].

El pericardio es la tercera capa de la pared cardiaca, es un saco que recubre
externamente al corazon y se encuentra desdoblado en dos hojas o dos capas:
Una de ellas es la hoja visceral o también llamada epicardio que es un mesotelio
que recubre al corazon, se encuentra unida al miocardio y esta formada de un
tejido conjuntivo vascularizado, asi como lobulillos adiposos. En las raices de los
vasos que entran y salen del corazén, el pericardio visceral se hace continuo con
el pericardio parietal, el cual es la segunda hoja. El pericardio fibroso o parietal, el
cual recubre hasta los grandes vasos (aorta, tronco pulmonar, una porcién de la
vena cava superior). Esta capa esta formada por tejido conjuntivo con muchas
fiboras de colageno y revestido por un mesotelio (epitelio escamoso simple)

orientado hacia la cavidad pericardica [96].
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Fibrosis cardiaca

Es un fendmeno anémalo que se da a nivel tisular afectando a través de la
deposicion anormal y excesiva de matriz extracelular (Ver llustracion 10). Este
término abarca diversos procesos que incluyen proliferacion de fibroblastos,
sintesis y degradacién de colageno, también la conversion de fibroblastos en

miofibroblastos contractiles.

La fibrosis parece jugar un papel muy importante en el desarrollo de patologias
como dilatacién ventricular y la falla cardiaca. Sin embargo, el efecto total de la
fibrosis cardiaca es una modificacion global en la fisiologia cardiaca que se
relaciona con el incremento de rigidez en el tejido, la contraccion no pareada
debido a la separacion de los miocitos, la interrupcidon de la conectividad

electrotonica y la hipoxia tisular [100].

llustracion 10. Tejido miocardico que muestra evidencia de fibrosis (Daunoravicius; 2014).

Histologia de las coronarias

Los vasos sanguineos inician y terminan de vuelta en el corazén, es decir, el
sistema circulatorio es un circuito cerrado y los tres tipos basicos de vasos

sanguineos son [101]:

1. Arterias: Son los conductos por los que se transporta la sangre oxigenada,

una vez que el corazon se contrae con fuerza. A partir de ahi la sangre se
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dirige a arterias menores para que al final pueda llegar a las ramas mas
delgadas o arteriolas que son las que alimentan a los vasos pequefios o
lechos capilares que se encuentran al interior de los 6rganos del cuerpo.
Capilares: Se trata de los vasos diminutos y muy finos (8-12u), son los
unicos que tienen contacto estrecho con las células de los tejidos. Estan
formados por una capa de células endoteliales, una lamina basal y algunas
fibras reticulares. En estas estructuras se lleva a cabo los intercambios de
gases de liquido nutriente y de productos de desecho metabdlico. Estos
ramifican a partir de las arteriolas y convergen en las venas mas pequenas
llamadas vénulas.

Venas: Las vénulas convergen a venas que son mas grandes y son los
vasos encargados de verter la sangre que regresa de la circulacion dentro
de las auriculas del corazon. Este sistema colector de sangre es de baja
presion; suelen estar en mayor numero que la o las arterias de las que

proviene el flujo que transportan. La pared de las venas es muy delgada.

A excepcion de los capilares, los vasos sanguineos presentan 3 capas de tejido

que conforman su pared. Estas capas son mas evidentes en las arterias que en

las venas. Las capas celulares llevan los siguientes nombres [102]:

1.

Tunica intima o interna. El epitelio que forma a esta capa es muy fino
escamoso Yy simple y no solo recubre al interior de los vasos sanguineos,
también al interior del corazén, lo que permite que esté en contacto directo
con la sangre. El endotelio se encuentra sobre una lamina basal. En
seguida, por debajo del endotelio, se encuentra la capa subendotelial, la
cual esta formada por tejido conjuntivo laxo y algunas células de musculo
liso, cuya orientacion es longitudinal. Finalmente esta capa muestra debajo
de la capa subendotelial a la lamina elastica interna (especialmente en
arterias musculares). Separa la tunica intima de la media y esta compuesta
por fibras elasticas.

Tunica media, la cual esta formada por tejido conectivo y musculo liso

concéntrico helicoidal. Entre las capas de musculo liso se encuentran fibras
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de tejido conectivo: colagenas, reticulares y elasticas. Esta capa es de
suma importancia en la dinamica reguladora de la circulacion. La tunica
media constituye la parte mas gruesa de las arterias para que estas
cumplan el rol de reguladoras de dos aspectos basicos de su funcién:
Presién y direccion de flujo de sangre.

3. Tunica adventicia externa, la cual corresponde a tejido conectivo
fibroelastico de revestimiento, el cual se continua con el tejido que rodea al
vaso sanguineo. Esta compuesta en su mayor parte por fibras holgadas y
onduladas de colagena | y fibras elasticas, lo cual refuerza el anclaje del
vaso a la estructura que le rodea. Las venas con frecuencia tienen la tunica

adventicia mas prominente.
Las diferencias entre venas y arterias son sumamente importantes:

Tabla 2. Principales diferencias entre venas y arterias (Eynard; 2008 & Welsch; 2008)

Venas Arterias

Didmetros y luz total mayor Didmetros y luz total menor

Paredes delgadas Paredes gruesas

Capilares linfaticos en sus paredes Sin capilares linfaticos en las capas internas
Tunica intima es delgada Tunica intima gruesa

Tunica media es una capa muscular delgada Tunica media es relativamente gruesa

Lamina elastica interna y externa poco Lamina elastica interna y externa desarrolladas

desarrolladas

Adventicia: capa mas gruesa, compuesta por Adventicia tiene la mitad del grosor de la

fibras media. Rica en fibras elasticas y colagenas

Estructura poco constante Estructura constante
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ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

El efecto a largo plazo de la diabetes y otros factores maternos en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares de la progenie juvenil y adulta se ha evidenciado
de manera fehaciente en modelos murinos. En un trabajo pionero se determind
que la diabetes materna inducida en ratas con STZ el primer dia de la gestacion
afecta la presion sanguinea, frecuencia cardiaca y reactividad vascular de
pequenas arterias in vitro [103]. También se ha demostrado que el suministro de
una dieta hipoproteica a ratas gestantes ademas de provocar restriccion del
crecimiento intrauterino (IUGR por sus siglas en inglés) disminuye el numero de
miocitos y conduce a un bajo peso del corazéon en comparacion con las crias de
rata con una dieta normal [104]. Esta situacién en la vida adulta se refleja en
fibrosis cardiaca asociada a disfuncién diastolica y escasa recuperacion despueés
de isquemia [105, 106].

Ademas en un estudio realizado por Dowling y cols (2014) en un modelo de
diabetes pregestacional en ratén, encontraron diferencias en las caracteristicas
histologicas del corazon de fetos de 18 dias obtenidos de hembras diabéticas
respecto a fetos de la misma edad de madres control. Las diferencias mas
significativas fueron el tamafio del nucleo de los miocitos cardiacos, en el caso de
los hijos de madres diabéticas, los nucleos eran significativamente mas pequefos
que los del grupo no diabético; otro hallazgo fue el incremento en el numero de
nucleos en el grupo diabético. De igual forma analizaron la deposiciéon de
colageno, y se encontro que existia un volumen mayor en la descendencia de
madres diabéticas. Estos datos en conjunto sugieren que la DM altera el desarrollo
de los miocitos cardiacos de la progenie, aumentando su proliferacién y de igual

forma la actividad sintética de los fibroblastos cardiacos [69].

En estudios realizados en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo vy
Teratogénesis Experimental del Hospital Infantil de México Federico Gomez, se
investigd si la diabetes inducida en ratas gestantes, previo a la implantacion del
embrion, tiene un efecto que interfiere en el desarrollo correcto mediante la

desregulacion de algun proceso primordialmente durante la organogénesis. Dentro
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de esta investigacion se utilizaron ratas de la cepa Sprawgue-Dawley a las cuales
se les indujo la diabetes materna por medio de la administracion intra-peritoneal
de estreptozotocina el quinto dia de la gestacion y se encontraron diferentes
efectos en la progenie. En esta investigacion fueron seleccionados dos grupos de
trabajo, un control (RC: madres no diabéticas), y otro experimental (RD: madres
diabéticas). En el grupo RC se observd que el tiempo de gestacion duraba
alrededor de 21 dias, sin embargo en el caso del grupo RD, el tiempo se vio
alterado, alargandose hasta 1.7 dias en promedio, por lo que el parto de estas
ratas tenia lugar el dia 23 postcoito. El grupo RD en cuanto a la camada, tuvo
menos crias asi como un mayor numero de reabsorciones y muertes intrauterinas

comparadas con las correspondientes al grupo RC [41].

De acuerdo a otras investigaciones, se ha sugerido que probablemente los
cambios que se dan a razén de la hiperglicemia durante el embarazo alteran la
duracion de la gestaciéon a partir de la modificacion de la energia de balance del
embrién [107-109].

34



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes materna se presenta como un factor perjudicial sobre la salud de la
progenie, principalmente representando un riesgo latente y potencial de
enfermedades cardiovasculares ademas de otras como DM 1, dislipidemias y
obesidad. En investigaciones previas se observd una desregulacion cronoldgica
del desarrollo que prolongé el periodo de gestacion de las ratas diabéticas hasta
un total de 23 dias en comparacion con las ratas no diabéticas cuya gestacion
culminaba el dia 21. La morfologia externa de las crias de ratas diabéticas al dia
21 era prematura y mostraban caracteristicas de crias de tan solo 18 dias de
gestacion. Existen diversos estudios realizados sobre la influencia y efectos que
tiene la Diabetes materna sobre la embriogénesis, sin embargo no se ha
investigado si el desfasamiento de la cronologia del periodo de gestacional,
provocado por la diabetes materna afecta las caracteristicas morfolégicas e
histolégicas del corazén en el periodo perinatal, como sucede en las estructuras
maxilofaciales. Esta informacién es indispensable para entender los mecanismos
de accién de la hiperglucemia materna en el corazén durante el desarrollo
intrauterino que condicionan cambios en la homeostasis y funcion del érgano
desde etapas tempranas de la vida y para crear estrategias metodoldgicas para
investigar los cambio epigenéticos y redes moleculares involucradas. La pregunta
planteada en este trabajo de tesis es: ¢ Existe una relacién entre la exposicién a
un ambiente hiperglucémico durante la embriogénesis y las alteraciones

morfo-histolégicas del corazén en la etapa perinatal?
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OBJETIVOS

Objetivo general: Investigar los cambios anatdomicos e histolégicos en el corazén
de crias perinatales obtenidas de rata con diabetes inducida antes de la

implantacion del embrion.

Objetivos particulares:
1. Analizar las caracteristicas histologicas del miocardio ventricular, trabéculas

Y vasos coronarios

2. Determinar la posible existencia de hipertrofia y/o fibrosis en cortes
histoldgicos tefiidos con Hematoxilina-Eosina y Tricromica de Masson de

crias de 21 dias de gestacion y recién nacidas
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HIPOTESIS

El ambiente intrauterino hiperglucémico provoca una desregulacion cronologica
del desarrollo, promoviendo cambios en la morfometria e histologia del corazén de

la progenie en el periodo perinatal
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JUSTIFICACION

Se ha observado un elevado numero de casos en los que la progenie de madres
diabéticas (en modelos experimentales como en humanos), presenta dafios
producidos al miocardio o hipertrofia cardiaca, el estudio de los procesos
implicados en la desregulacion cronologica del desarrollo intrauterino es necesario
para lograr entender como influyen directamente en la morfohistologia cardiaca.
La investigacion realizada es un antecedente para su deteccion y tratamiento

adecuado disminuyendo la tasa de mortalidad de la progenie.

Los estudios de investigacion en humanos son limitados y parciales. La razén por
la que son estudios limitados se debe principalmente a que no es posible controlar
las variables que cambian el ambiente intrauterino asi como el estudio de los
efectos directos sobre las etapas embrionarias, puesto que no esta permitido por
razones bioéticas. Debido a esto dentro de la realizacion del proyecto de tesis se
utilizé al modelo bioldgico de rata, en este caso la cepa Sprague Dawley, a razon
de la similitud de las caracteristicas embrionarias, anatdomicas y fisioldgicas con
las de los humanos [110]. Otros aspectos considerados fueron: a) la diabetes
puede ser inducida en este organismo y facilmente controlada [111] y b) el ciclo de
vida asi como el de gestacion son periodos relativamente cortos facilitando la
observacion. La informaciéon obtenida en este trabajo es indispensable para
entender los mecanismos de accidén de la hiperglucemia materna en el corazén
durante el desarrollo intrauterino que condicionan cambios en la homeostasis y
funcidén del 6érgano desde etapas tempranas de la vida y para crear estrategias
metodologicas para investigar los cambio epigenéticos y redes moleculares

involucradas.
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Material biolégico

MATERIALES

Ratas cepa Sprague Dawley

adultas (Machos y hembras)

Ratas madres diabéticas a los

21 dias de gestacion

Ratas madres no diabéticas a

los 21 dias de gestacion

Ratas madres diabéticas a

término (final del dia 23)

Madres no diabéticas en a

término (final del dia 21)

Corazones de fetos de 21 dias

y crias recién nacidas

Material de laboratorio

Soluciones

Manejo de Animales en Bioterio

Amortiguador de acetatos (ver

anexo 1)

Cajas para animales acondicionado con

cama, rejilla, bebedero

Azul de toluidina 0.05% (ver

anexo 1)

Canastilla para animales

Bouin (ver anexo 1)

Nutricubos y agua ad libitum

Solucién salina

Glucémetro y tiras reactivas

PBS (ver anexo 1)

Hisopos estériles

Dispositivos

Lancetas

Balanza analitica

Portaobjetos

Microscopio estereoscopico

con camara

Obtencién de muestras biolégicas

Microscopio 6ptico

Cajas petri

Lampara de fibra dptica

Estuche de diseccion

Estufa

Guillotina

Farmaco

Gasas

Estreptozotocina (50mg/kg de
peso) disuelta en amortiguador

de acetatos

Jeringas de 3 mL, 5mL e insulina

Software

Programa Axio Vision AC
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Carro para tincion

Material de Tincién

Hematoxilina-Eosina

Tricromica de Masson

Xilol

Xilol

Alcohol absoluto y al 96%

Alcohol absoluto y alcohol al 96%

Agua destilada

Agua destilada

Hematoxilina de Harris (ver anexo

1)

Solucién Bouin (ver anexo 1)

Agua de la llave

Agua de la llave

Alcohol acidulado (ver anexo 1)

Hematoxilina de Weigerts (ver anexo 1)

Agua amoniacal (ver anexo 1)

Agua amoniacal (ver anexo 1)

Eosina de Carnegie (ver anexo 1)

Escarlata de Biebrich-Fucsina acida

Entellan (ver anexo 1)

Solucién acido fosfotungstico - fosfomolibdico al 5% (ver
anexo 1)

Cubreobjetos

Solucién de azul de anilina (ver anexo 1)

Agua acética (ver anexo 1)

Entellan (ver anexo 1)

Cubreobjetos
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METODOLOGIA

Control materno

Se utilizaron ratas cepa Sprague-Dawley, seleccionando a las hembras de
acuerdo al peso maximo de 250 a 300 g. Una vez seleccionadas se determiné la
etapa del ciclo estral en la que se encontraban. La determinacion se realizd
mediante un frotis vaginal tefido con azul de toluidina al 0.5%. Después de la
tincion las preparaciones se observaron en un microscopio 6ptico a 10X y 40X.
Unicamente las ratas que se encontraron en la etapa proestro y estro se

separaron del resto.

Para promover el apareamiento, 3 hembras en la etapa de proestro o estro y un
macho se colocaron en una caja donde permanecieron desde las 6 pm y toda la

noche.

A las 7 am del dia siguiente se retir6 al macho y enseguida se realizé un frotis
vaginal, que se tifid con azul de toluidina al 0.5%. En este segundo frotis se
analizé la presencia o ausencia de espermatozoides. Este dato junto con la
identificaciéon de un tapdn vaginal mucoso sirvid para identificar a las ratas que
habian quedado gestantes. El dia en que se realiz6 este procedimiento se

cuantificé como el dia 0 de la gestacion

Induccién de DM materna

Las ratas gestantes fueron separadas aleatoriamente en dos grupos. El primer
grupo denominado A fue el control y el segundo grupo denominado B fue el grupo
experimental. A las ratas experimentales se les indujo la diabetes el 5° dia de
gestacion mediante la administraciéon intraperitoneal de estreptozotocina (STZ)
disuelta en amortiguador de acetatos en una dosis Unica de 50 mg/kg de peso. Al
grupo A (control) se le administré unicamente amortiguador de acetatos 0.1 M con
pH 4.3.

Setenta y dos horas después de la administracion de STZ se midio la glucemia en
sangre a ambos grupos de ratas gestantes mediante el uso de un glucometro para

confirmar la induccién de la diabetes en el grupo experimental y descartar la
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enfermedad en los controles. Para ello se realizdé una puncion en la punta de la
cola de cada una de las ratas, una vez obtenida la sangre se colocaba en las tiras
reactivas en el glucometro y se anotaban los datos. En este caso solo se
incluyeron a las ratas con valores de glucemia = 200 mg/dL. A partir de ese
momento se mantuvo un monitoreo de la glucemia y peso corporal a lo largo del

periodo de gestacion para ambos grupos en los dias 0, 3, 5, 8, 11, 14, 17, 21y 23.

Todos los animales fueron manipulados con apego a los lineamientos nacionales e
internacionales en materia de manutencion y manejo de animales para
experimentacion NOM-062-200-1999 [112]

Obtencion de crias.

Se establecieron los grupos de estudio para analizar la morfohistologia del
corazon de las crias de las madres pertenecientes a ambos grupos A y B. Para
ello fue necesario monitorear el numero de dias transcurridos de gestacion. Los

grupos resultantes fueron los siguientes:

e Grupo 1: Fetos de 21 dias de gestacion de madres control (n=42)
e Grupo 2: Fetos de 21 dias de gestacion de madres experimentales(n=42)
e Grupo 3: Crias recién nacidas de madres control (n=36)

e Grupo 4: Crias recién nacidas de madres experimentales (n=36)

Los fetos del grupo 1y 2 se obtuvieron mediante cesarea, y las crias del grupo 3 y
4 fueron obtenidas a través de parto espontdaneo y mantenidas vivas un maximo
de 12 horas. Se registré el nUmero de crias por camada de cada rata gestante

utilizada.

Obtencion de corazones y fijacion

Previo al sacrificio de las crias por decapitacion con una guillotina, se les registro
el peso y la talla (longitud craneo-rabadilla). De forma inmediata en cada caso se
realizd una incisidn en la caja toracica y se ubicé al corazén. Se realizé un corte en
la aorta descendente para después perfundir a través del seno venoso solucion
salina 0.09% o buffer de fosfatos (PBS), con la intencién de eluir los eritrocitos.

Una vez perfundidos los corazones se colocaron en frascos individuales con
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formol al 3.8% disuelto en PBS o solucion fijadora de Bouin alcohdlico etiquetados
con el numero de madre, grupo al que pertenecia la madre, numero de cria y

fecha de sacrificio.

La seleccion del fijador depende siempre del objetivo de la investigacion, en este
caso se utilizaron dos diferentes fijadores. El formaldehido preserva la estructura
general de la célula asi como sus componentes extracelulares, por ello se utilizd
para aquellos corazones que serian tefidos con la técnica de Hematoxilina-
Eosina. El Bouin se utilizd para fijar los corazones que fueron tefidos con la
técnica Tricromica de Masson para la diferenciacion de tejido muscular y

conectivo.

Analisis morfométrico del corazén completo.

Todos los corazones que fueron fijados con formol al 3.8% en PBS se
fotografiaron utilizando un microscopio estereoscépico Lumar V12 que cuenta con
camara digital Axiocam MRc ambos de la marca Zeiss. Los corazones se
colocaron de manera individual en una caja Petri que contenia solucion salina.
Con la ayuda de la lampara de fibra optica y la camara del microscopio
estereoscopico, se tomaron fotografias En las imagenes mediante el programa
Axio Vision 4.4 AC se midieron los ejes horizontal y vertical del corazon. La
primera medicién se realizé a la altura de los tractos de entrada ventriculares
(surco atrio ventricular), mientras que para el eje vertical se trazé una linea media
desde el anillo de insercion de las sigmoideas pulmonares hasta el apice

ventricular.

Previo al analisis histolégico
Se realizé una incision en la region ventricular, a la altura de los musculos
papilares de las valvulas atrioventriculares, para facilitar la penetracién de los

solventes que se emplean para la inclusion.

Inclusion del material biolégico
Este proceso consistié en embeber el tejido en un medio firme como la parafina

que permita realizar los cortes histolégicos seriados. Con este propdsito, se retird
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el fijador; las muestras fijadas en formal se lavaron con agua o PBS en intervalos
de 5 a 10 minutos hasta eliminar los restos de fijador. Los especimenes fijados en
Bouin alcohdlico, fueron lavados en alcohol al 70% en lapsos de 3 minutos hasta

lograr que el alcohol saliera totalmente libre de restos amarillos del fijador.

La deshidratacién consistié en una serie de pasos por alcoholes en concentracién
gradual creciente. En el caso de las muestras fijadas en formol, la deshidratacién
inicié con alcohol 30% y continuo con 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96% y 2
cambios de alcohol absoluto. En contraste, las muestras que habian sido fijadas
en Bouin alcohdlico, fueron deshidratadas con alcohol 70% siguiendo con 90%,

96% y 2 cambios de alcohol absoluto. Los tiempos se registran en el Anexo 2.

El aclaramiento se realiz6 con aceite de cedro. Primero las muestras, tanto las
que habian sido fijadas en formol como en Bouin se trataron con una mezcla de
alcohol absoluto:aceite de cedro (1:1). Después las muestras permanecieron 12
horas en aceite de cedro puro. Inmediatamente los tejidos fueron lavados con una
mezcla (1:1) de aceite de cedro y cloroformo y después unicamente con
cloroformo en lapsos de 10 minutos, hasta que el solvente quedaba libre de aceite

de cedro. Los tiempos se especifican en el Anexo 2.

Después los tejidos fueron gradualmente impregnados con parafina Paraplast (VIP
Sakura Finetek, Torrance, Ca, USA). Primero las muestras se trataron con una
mezcla (1:1) de cloroformo:parafina fundida. Luego se dieron tres bafios sucesivos
en parafina pura fundida hasta lograr que el cloroformo se eliminara. Estos
procedimientos se realizaron en una estufa de inclusidon que se encontraba a una

temperatura de 62°C.

La inclusidn consistido en colocar el corazén en el fondo de un molde de plastico
correctamente etiquetado y lleno de parafina liquida. Una vez orientado el corazén
para obtener cortes en el plano transversal o coronal, la parafina se dejoé enfriar

para que solidificara.
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Cortes histologicos en micrétomo

Se realizaron cortes de 5 ym de espesor que se colocaban en la superficie del
agua de un bafio Maria a temperatura de 40-43°C con gelatina para que el tejido
se estirara para montarlo en portaobjetos limpios, libres de grasa y polvo. Las
preparaciones se dejaron secar y se guardaron cubriéndolas del polvo para

después seguir el proceso de tincion.

Desparafinar y rehidratar
Las preparaciones se colocaron en la estufa de inclusion a 67°C minimo durante 2
horas. Luego se trataron con dos cambios de xilol por 5 minutos cada uno para

retirar los restos de parafina.

Los tejidos se rehidrataron con lavados sucesivos en alcohol de graduacion
descendente: 2 cambios de alcohol absoluto por 5 minutos cada uno, 2 cambios

de alcohol al 96 por 5 minutos cada uno y agua destilada por 5 minutos.

Tinciones

Las preparaciones resultantes de las muestras fijadas en Formol se tifieron con la
técnica de Hematoxilina-Eosina (H&E) para analizar las caracteristicas
histoloégicas generales del miocardio ventricular (ver Anexo 3). Por su parte las
preparaciones obtenidas de las muestras fijjadas con Bouin se tifieron con la
técnica Tricromica de Masson para distinguir la posible acumulacion de colageno

y/o presencia de fibrosis (Ver Anexo 3).

Analisis morfométrico e histolégico de cortes seriados

Se seleccionaron 7 laminillas con 8 cortes transversales de cada corazén a nivel
de la insercion de los musculos papilares tefidos con la técnica de H&E y se
fotografiaron con el microscopio estereoscépico utilizado anteriormente en el
analisis morfolégico del corazén. En las fotografias, se midié el grosor de la pared
de ambos ventriculos asi como del tabique interventricular en las fotografias de los

cortes seriados del corazon.

Los datos de 28 corazones del grupo 1 y 2, asi como 26 corazones para los

grupos 3 y 4, fueron registrados en bases de datos.
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Los las preparaciones histolégicas mas representativos de cada grupo tefidos con
la técnica H&E o Tricromica de Masson previamente estudiadas en los analisis
morfométricos fueron observadas en un microscopio Olympus BH2-RFCA 1.25X
para determinar las caracteristicas del miocardio ventricular con especial atencién
en el grado de diferenciacion de los miocitos cardiacos, la posible presencia de

tejido fibroso y las propiedades de los vasos coronarios.
Analisis estadistico

Para el analisis de resultados, los datos obtenidos en Control materno como
peso y glucemia se obtuvieron promedio, desviacion estandar y el modelo lineal
general para medidas repetidas. Para el caso del numero de crias obtenidas en la

camada, se realizé unicamente promedio y desviacion estandar.

Los resultados en la progenie fueron peso y talla (craneo-rabadilla), glucemia,
analisis morfométrico del corazon y estudios histolégicos. Para los datos de peso,

talla y glucemia, se obtuvieron media y desviacion estandar.

En el caso del analisis morfométrico del corazén se midi6 el grosor de las
paredes ventriculares y el tabique interventricular en los cortes histoldgicos,

obteniendo el promedio y la desviacién estandar.

En seguida se realiz6 una prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov para cada
variable PVD, Tl y PVI. A partir de este analisis se clasificaron a las variables de
acuerdo a las pruebas estadisticas que requerian dependiendo si eran

paramétricas (T-student) o no paramétricas (prueba U de Mann Whitney).

Todos los calculos se realizaron en el programa IBM SPSS Statistics 22 y las

graficas en Excel 2013 y Graphpad prism 7 Trial.
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RESULTADOS

Control materno

Glucemia

Todas las ratas empleadas en este disefio experimental, al inicio de la gestacion
presentaron niveles normales de glucosa en sangre (2100mg/dL), condicion
metabdlica que persistido en el grupo de RC hasta el final de la gestacién. Por su
parte las ratas que aleatoriamente se distribuyeron para el grupo experimental,
una vez que se les administré la estreptozotocina, se observd un incremento
subito en los niveles de glucemia (Graficas 3 y 4) y descendio ligeramente
acercandose el dia del parto (Grafica 4). Como resultado se observo que las ratas
presentaron una diabetes grave con valores >300 mg/dL, dichos valores

continuaron aumentando hasta el dia 14.

Glucemia de ratas gestantes para obtener E21
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— %
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0 3 5 8 11 14 17 21 23
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Gréfica 1.Concentracidn de glucemia de RC y RD para obtener fetos a término (E21). Observe que una vez inducida la
diabetes en el grupo experimental la hiperglucemia se mantuvo durante toda la gestacién. Mediat SD, *p< 0.05 en
comparacion grupos RCy RD, n=4.
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Glucemia de ratas gestantes para obtener PO

e RC e RD
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Grafica 2. Concentracion de glucosa en sangre de RC y RD para obtener crias PO. Note que la induccidn de diabetes con
STZ fue exitosa al persistir estos niveles de hiperglucemia durante la gestacion. Mediat SD, *P < 0.05 para las

comparaciones RC vs RD, n=4.

Es importante mencionar que se presentaron diferencias en la duracion del
periodo gestacional entre las RC y RD. EI grupo control tuvo un periodo
gestacional de 21 dias, mientras que en el grupo diabético la gestacion se alargd

dos dias mas, es decir parieron el dia 23 (Ver graficas 2 y 4).

Adicionalmente el monitoreo del peso y glucemia realizado a las ratas gestantes,
mostré que la actividad locomotora y caracteristicas fisicas de las RC fueron
acordes a las que presentan los roedores, mientras que las RD presentaron
actividad fisica disminuida y su pelaje sufrié un cambio de coloracién de un tono

blanco a sepia, luciendo aspero.

Peso corporal
Las ratas con diabetes inducida (RD) que se emplearon para obtener fetos a

término (E21) tuvieron menor ganancia de peso corporal a lo largo de la gestacion
en comparacioén con el grupo control (RC). En el 8° dia presentaron una ligera
disminucion de peso y en el dia 11 esta tendencia fue estadisticamente
significativa (D0O: 265.12+24.33/ 280.93+16.78; D3: 275.74+24.7/ 284.65+21.38;
D5: 287.16+£25.93/ 293.5+20.72; D8: 293.94+33.56/ 287.38+13.66; D11:
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314.88+40.26/ 287.78+16.05; D14: 327.32+38.06/ 298.15+11.22; DA17:
342.78+10.06/ 316.13+4.37; D21: 369.75+29.85/ 332.13+14.09) (Ver Grafica 1).

Peso de ratas gestantes para obtener E21
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Grafica3. . Peso corporal de las RC y RD utilizadas para la obtencidn de fetos de 21 dias. El eje de las abscisas denota los
dias de gestacion y el eje de las ordenadas el promedio de los pesos de ambos grupos. Mediat SD. *P < 0.05 para la

comparacion de los grupos de RCy RD, n=4.

Con respecto a las ratas empleadas para la obtencidén de crias recién nacidas por
parto espontaneo, la ganancia de peso durante la gestacién en ambos grupos de
estudio fue practicamente el mismo (DO: 272.1£18.62/ 270.63+10.62; D3:
280.9+18.63/ 277.6£10.89; D5: 288.75+17.06/ 285.5+13.53; D8: 296+12.92/
282.23+28.38; D11: 319.55+10.65/ 280.6+21.74; D14: 333.93+11.48/ 297+27.06;
D17: 373.73+23.27/ 319+27.93; D21: 406.23+28.60/ 343.35+30.82; D23:
0/380.68+16.56) (Ver Grafica 2).
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Peso de ratas gestantes para obtener PO
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Grafica 4. Peso corporal de las RC y RD utilizadas para la obtencion de crias recién nacidas (P0). Note la menor ganancia
de peso corporal y la mayor duracién del periodo gestacional en las RD en comparacion con las RC. Mediat SD. *p<0.05.

n=4.

Crias por camada
Ademas de que el periodo de gestion se incrementd cerca de dos dias en las ratas
diabéticas (Grafica 4), mostraron un menor numero de crias RN comparadas con

las ratas control (Grafica 5).

Numero de crias en promedio por camada en PO
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Gréfica 11. Se muestra el nimero promedio de crias obtenidas en las camadas de las ratas gestantes que fueron

utilizadas para obtener PO. Mediat SD.
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Resultados en la progenie
Glucemia
Los valores obtenidos de glucosa en sangre en E21 y PO de los grupos RD fueron
significativamente mayores al compararlos con las crias E21 y PO de RC,
respectivamente. (E21: 86.762 + 9.4069/ 217.895 +120.93; PO: 88.846+15.55/
166.86+103.7), (Ver Gréfica 5).

Grafica 6. Glucemia en E21 yPO de grupos RC y RD. *P < 0.05 en comparacién grupos RC y RD de cada edad, n de E21=
42 y n de PO=36. Media + SD.

Peso y talla
Los datos mostrados en la Tabla 2, revelan que los E21 de RD fueron de menor

peso que los E21 de RC, sin embargo la talla (longitud craneo-rabadilla) de dichos
fetos, fue similar entre ambos grupos. En contraste, los valores promedio del peso
y talla corporal de las crias RN obtenidas de madres diabéticas, fueron
significativamente mas pequefios en comparacion con el grupo control (Tabla 3).

Tabla 3. Somatometria de la progenie de ratas control y diabéticas. Los datos se expresan en
promedio (+ desviacion estandar) de peso y talla de fetos a término (E21) y crias recién nacidas

(PO) obtenidas de ratas control (RC) y ratas diabéticas (RD). C-R: Craneo-Rabadilla. Mediat SD. *P <
0.05 en comparacion grupos RCy RD de cada edad, n de E21=42 y n de PO= 36.

E21 RN
Grupo RC RD RC RD
(ri_rI:) 42.23 (+2.57) 42.33 (+ 4.67) 48.27 (+ 4.17) 43.8 (+ 4.80)*
Peso
corporal 5.93 (x0.77) 4,59 (£ 0.52)* 7.30 (£ 1.76)* 6.51 (+ 0.38)*
(g)
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Analisis morfométrico del corazén

Para los grupos E21 y PO las medias y las desviaciones estandar de las medidas
obtenidas al medir el eje horizontal (EH) del corazén son similares entre ellos, por
lo que no son significativamente distintos. Respecto a la morfometria, a pesar del
comportamiento similar en el eje horizontal (EH), se observé que el eje vertical del
corazon del grupo diabético en la edad E21 fue menor que en el control con una
diferencia estadisticamente significativa (Ver tabla 4).

Tabla 4. Valores de los ejes horizontal y vertical (mm) del corazén completo de crias de rata
control (RC) y rata diabética (RD). Los datos se expresan en promedio (tdesviacion estandar) de 2
parametros morfométricos del corazén perteneciente a crias de ratas control (RC) y ratas
diabéticas (RD); EH (Eje Horizontal) y EV (Eje Vertical). Mediat SD. *P < 0.05 en comparacion

grupos RC y RD de cada edad, n de E21= 42 y n de PO= 36. ®P< 0.05 en comparacién E21 y PO del
grupo RC

E21 PO
Ejes RC RD RC RD
EH 3.38 (0.21)° 3.39(0.20) | 3.96 (+0.32)® | 3.99 (0.34)
EV 3.99 (+0.34)*® | 3.76 (+0.39)* | 4.79(+0.57)° | 4.61 (+0.51)

El corazén de los fetos de 21 dias (E21) y crias recién nacidas (PO) de ratas
diabéticas y control tuvo una morfologia normal caracteristica de la especie (Ver

Figura 1).

En cuanto a los valores obtenidos en la medicion del grosor de las paredes del
corazon: Pared ventricular derecha (PVD); tabique interventricular (TIV) y Pared
ventricular izquierda (PVI) (Ver figura 2), una vez elaborado el analisis estadistico
descriptivo con el programa IBM SPSS Statistics 22, se realizé6 una prueba de
normalidad Kolmogorov-Smirnov, donde se encontré que PVD en la edad PO y PVI
de E21 requerian de la prueba paramétrica de T-student. El resto de las variables

no son paramétricas y se analizaron con la prueba de U de Mann Whitney.

De acuerdo a los resultados obtenidos ninguno de los casos mostrd diferencias
significativas entre los grupos de RC y RD, los datos se comportan de manera
uniforme y no muestran medias o desviaciones estandares que muestren

diferencias
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Figura 1. Se observan corazones obtenidos de cada grupo, a los cuales se les realizaron
mediciones en dos ejes: vertical y horizontal en 6.4X. Ay B pertenecen a E21 y corresponden a los
grupos RC y RD, respectivamente; Cy D son corazones de PO de los grupos RC y RD.
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Tabla 5. Analisis morfométrico de cortes histolégicos del corazén de crias (mm). Los datos se
expresan en promedio (xdesviacion estandar) de crias de ratas control (RC) y ratas diabéticas (RD).
Los valores corresponden a PVD: Pared del Ventriculo Derecho; TIV: Tabique Interventricular y PVI:

Pared Ventriculo Izquierdo, n de E21= 28 y n de PO= 26. Mediat SD. ®P< 0.05 en comparacion E21
y PO del grupo RC.

E21 PO

Grupo RC RD RC RD
PVD 0.43 (+0.13)® | 0.40 (+0.14) | 0.56 (¥0.15)® | 0.64 (+0.27)
TIV 0.66 (+0.15) ® | 0.63 (+0.14) | 0.75(x0.22)® | 0.91 (£0.5)
PVI 0.55 (+0.14) ® | 0.55(+0.13) | 0.73 (¥0.25)® | 0.71(+0.32)

Figura 2. Imdagenes representativas de cortes histoldgicos transversales de la region ventricular
del corazén de crias de ratas control (RC) y ratas diabéticas (RD). Ay B E21, de los grupos RCy RD
respectivamente en 32X. Cy D de la edad PO de los grupos RCy RD en 35X.
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Estudios histolégicos

Los cortes histologicos de los corazones de las crias de ratas control y diabéticas
tefidos con las técnicas H&E y Tricromica de Masson observados en una baja
amplificacion permitieron distinguir la organizacién y grado de compactacion del
miocardio ventricular. Para un analisis histolégico mas detallado, los cortes del
corazon se observaron a mayor amplificacion. En aumento de 40X se identificaron
los nucleos celulares, la organizacion fibrilar de los miocitos ventriculares y las
caracteristicas de los vasos coronarios. En tanto que con el objetivo de 100X se
observaron detalles de la disposicion de la cromatina laxa y la compacta en los
nucleo celulares y la organizaciéon de las miofibrillas en el sarcoplasma de los

miocitoscardiacos.

Crias recién nacidas (P0). En cuanto a las vistas panoramicas de los cortes
histolégicos de los corazones de las crias PO de RC y RD se observo que el
miocardio tanto de las paredes ventriculares como del tabique interventricular esta
organizado en capas, las cuales se distinguen a partir de la orientacion y el arreglo
que presentan los miocitos. En las crias RC se evidencian 3 capas (Fig. 3A, B),

mientras que en el grupo RD se observan dos capas (Fig. 3C, D).

Fig. 3. Vistas panoramicas de las paredes del corazon de crias recién nacidas de ratas controles
(A, B) y diabéticas (C, D) tefiidos con H & E. A, B. Observe en los controles las tres capas celulares
qgue conforman el miocardio de la pared del ventriculo derecho (PVD) y del ventriculo izquierdo
(PVI). C, D. Grupo diabético. Note que el miocardio de la pared del ventriculo derecho (PVD) y del
ventriculo izquierdo (PVI) solo presenta dos capas celulares. Imagenes tomadas a 10X.
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A diferencia de lo que sucede en el miocardio del corazén adulto altamente
compactado, donde los miocitos estan muy cercanos entre si (llustracion tal), en
las crias PO de RC y RD los miocitos estan separados por espacios estrechos en
las crias RC (Fig 4A) y mas amplios en crias RD (Fig. 4C). En ambos grupos se
observo que el miocardio no estaba completamente histodiferenciado; el miocardio
de las crias PO de RD mostr6 mayor signo de inmadurez comparado con el
miocardio de las crias del grupo control (Fig. 4). En crias RC los miocitos
muestran miofibrillas ordenadas regularmente, formando lineas transversales
paralelas claras y obscuras, los nucleos tienen forma ovalada con varios
agregados relativamente grandes de cromatina compacta, tanto en la periferia en
contacto con la cubierta nuclear como en la parte central nuclear (Fig. 4A,B). En
cambio en el grupo RD el citoplasma de los miocitos tiene una organizacion mas
bien granular que fibrilar y los nucleos también ovalados muestran algunos
agregados de cromatina compacta inmersos en abundante cromatina laxa (Fig.
4C, D).

Fig. 4. Organizacion del miocardio ventricular del corazén de crias recién nacidas de ratas
controles (A, B, B’) y diabéticas (C, D, D’) tefiidos con H & E. A, B, En el grupo control los miocitos
estdn separados por espacios estrechos y presentan miofibrillas paralelas muy ordenadas. B’. El
nucleo tiene forma oval y contiene cromatina compacta adyacente a la cubierta nuclear y en el
nucleoplasma. C, D. En el grupo experimental la separacion de los miocitos es mayor y su
citoplasma tiene un aspecto mas bien granular que fibrilar, en un miocito se pueden observar
zonas con miofibrillas y zonas de aspecto fibrilar. D’. El nucleo (flecha) practicamente carece de
cromatina compacta. A, B, C, D. Imagenes tomadas a 40X, B’, D’. Imagenes tomadas a 100X.
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En el grupo RC los cortes tefiidos con la técnica de Tricromica de Masson, no
muestran signos de depdsitos de colageno en el miocardio ventricular; donde si se
evidencian fibras de colageno con una tonalidad azul es entre los miocitos del
grupo PO RD (Fig. 5).

Fig. 5. Cortes histoldgicos del corazdn de crias de ratas controles (A, B) y diabéticas (C, D) tefidos
con la técnica Tricrdmica de Masson mostrando la organizacion de los vasos coronarios, poco
diferenciados. En= Endotelio; LB= Ldmina Basal. Imagenes tomadas a 40X.

Los vasos coronarios tanto en el grupo RC como en el RD también estaban
histologicamente muy inmaduros, recubiertos internamente por un endotelio casi
cubico. Ademas no se observaron depdsitos de colageno alrededor de las paredes
de los vasos coronarios que indiquen fibrosis. En RC endotelio era menos alto,
presentaban una membrana basal rica en delgadas fibras de colageno mejor
evidenciadas con la técnica Tricromica de Masson. Los vasos coronarios aunque
inmaduros comienzan a mostrar diferencias que permiten distinguir entre las
venas Yy las arterias (Fig. 5A, B) En cambio en el grupo RD el endotelio que
recubria los vasos coronarios era practicamente cubico, la delgada membrana
basal mostraba muy poco o nulo colageno mas bien dispersa, caracteristicas que

dificultan la distincidn histolégica entre arterias y venas (Fig. 5 C, D).
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Fetos de 21 dias de gestacion (E21). Las vistas panoramicas de las paredes y
tabique ventricular mostraron caracteristicas de baja histodiferenciacién, en
general fue menor a la observada en las crias PO. Como se aprecia en la figura 6,
en ambos grupos RC (Fig. 6 Ay B) y RD (Fig. 6 C, D) solo se observaron 2 capas
en el miocardio, distinguibles por la orientacion y arreglo de las trabéculas y
miocitos, tanto en la pared de los ventriculos como en el tabique interventricular.
Ademas se observa, poca compactacion en el tejido y menor en el grupo RD que
en el grupo RC. A mayor amplificacién (Fig. 8) se puede observar que los miocitos
del grupo RC se encuentran separados por espacios angostos en las crias RC y
por espacios mas grandes en las crias de RD. Los miocitos de RC presentan una
organizacion miofibrilar menor a la de los miocitos pertenecientes a los corazones
adultos y es similar al grupo PO RC (compare Fig. 4A, B con 7A, B). En cuanto a
los nucleos, los miocitos del grupo RC muestran cromatina compacta adherida a la
cubierta nuclear y grumos de diferentes tamanos en el nucleoplasma (Figura 7B’).
En el grupo RD los miocitos muestran miofibrillas delgadas y desordenadas, en
algunos miocitos el citoplasma tiene una apariencia granular. Los nucleos
presentan cromatina laxa en menores cantidades comparado con el grupo RC
(Figura 7B’).
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Fig. 6. Vistas panoramicas de las paredes del corazén de fetos de 21 dias de ratas controles (A, B)
y diabéticas (C, D) teiidos con H & E mostrando la organizacion del miocardio en dos capas. A.
Observe en los controles que la pared del ventriculo derecho (PVD) muestra una capa compacta
(1) relativamente bien definida y distinguible de la zona trabecular (2) y el tabique interventricular
(T1) estd formado por dos capas de miocardio no muy compactas. C, D. Grupo diabético. Note que
el miocardio de la pared del ventriculo derecho (PVD) y del tabique interventricular (TI) es menos
compacto que en el grupo control. Imagenes tomadas a 10X.

Al observar a los miocitos del grupo RC se encuentran separados por espacios
angostos en las crias RC y por espacios mas grandes en las crias de RD. Los
miocitos de RC presentan una organizacion miofibrilar menor a la de los miocitos
pertenecientes a los corazones adultos y es similar al grupo PO RC, con
miofibrillas formando lineas paralelas claras y obscuras (Figura 7A y B). En cuanto
a sus nucleos, los miocitos muestran grumos de cromatina compacta distrubuidos
en el nucleoplasma (Fig. 7B, B’). Para el grupo RD los miocitos muestran
miofibrillas desordenadas, el citoplasma muestra una apariencia granular en lugar
de mostrar fibrillas (Fig. 7C, D). Los nucleos presentan grumos de cromatina

compacta inmersos en la cromatina laxa (Fig. 7D’).
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Fig. 7. Organizacidn del miocardio ventricular del corazon de fetos de 21 dias de ratas controles
(A, B, B’) y diabéticas (C, D, D’) tefiidos con H & E. A, B, En el grupo control los el miocardio esta
parcialmente diferenciado, presenta miocitos separados por espacios estrechos, algunos con
miofibrillas paralelas (+) menos ordenadas que en los recién nacidos controles, en otros miocitos
el citoplasma es liso o granular (-). B’. El nicleo ovalado contiene cantidades similares de
cromatina compacta y laxa. C, D. En el grupo experimental la separacién de los miocitos es muy
amplia y su citoplasma tiene un aspecto liso o granular. D’. El nucleo (flecha) tiene menos
cromatina compacta que el control. A, B, C, D. Imagenes tomadas a 40X, B, D’. Imagenes tomadas
a 100X.

En ningun grupo los cortes tefiidos con la técnica de Tricrdmica de Masson,
muestran signos de depositos de colageno en el miocardio ventricular que puedan
indicar una posible fibrosis. En ambos grupos el endocardio es inmaduro, delgado

y muestra poco colageno

Los vasos coronarios mostraron escasa histodiferenciacion en ambos grupos RC y
RD, aun no se observan caracteristicas que permitan distinguir entre venas y
arterias Las coronarias solo muestran una capa de células endoteliales, lo que
demuestra que se trata de tejido inmaduro. En la mayoria de las preparaciones
tefidas con Tricrémica de Masson la tincion azul caracteristica de la colagena no

mostraba una organizacion fibrilar (Fig. 8).
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Fig. 5. Cortes histoldgicos del corazon de crias de ratas controles (A, B) y diabéticas (C, D) tefiidos
con la técnica Tricromica de Masson. Observe que en ambos grupos los vasos coronarios estan
poco diferenciados, los mas diferenciados son los del grupo control. En= Endotelio; LB= Lamina
Basal. Imagenes tomadas a 40X.
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DISCUSION

Existe un sinnumero de fuentes en la literatura que establecen una posible
relacion entre la diabetes durante la gestacién y las afecciones cardiacas de los
jovenes y adultos. A pesar de ello en humanos las investigaciones estan limitadas
debido a razones bioéticas ya que no se pueden realizar estudios en las diferentes
etapas embrionarias por lo que la documentacion completa del desarrollo
intrauterino es dificil de obtener, lo mismo sucede con los efectos de la condicién
materna ademas de la diabetes y la funcion de la placenta. La informaciéon que
proporcionan los estudios en humanos esta unicamente relacionada con
enfermedades que los hijos de madres diabéticas llegan a presentar como
consecuencia directa de un ambiente intrauterino desfavorable como son las
enfermedades congénitas, facilimente observables; la DM tipo 2 y enfermedad
coronaria que aunque no sean observadas en la etapa perinatal suelen
manifestarse en jovenes adultos. El papel de las investigaciones en modelos
biolégicos para abordar estos temas es de suma importancia pues se pueden
controlar las variables necesarias y realizar observaciones a lo largo del periodo

gestacional y en cualquier etapa de la vida posnatal.

En la actualidad, no se han realizado estudios que analicen los efectos de la
diabetes materna sobre la morfohistologia cardiaca en fetos de edad muy
avanzada o a término comparandolos con los recién nacidos y tampoco se han
abordado los mecanismos que posiblemente estén intimamente relacionados con
dichas enfermedades. Esta informacion permitiria saber como afecta el ambiente
intrauterino hiperglucémico a la funciéon normal del corazén en la etapa infantil,
juvenil y adulta en los hijos de madres diabéticas para tratar de prevenir sus

consecuencias que lleven al deterioro de la salud de los individuos.

En la realizacion de este trabajo se estudid el efecto de la diabetes materna
inducida en ratas desde un momento previo a la implantacion del embridn sobre la
morfohistologia cardiaca, buscando diferencias a nivel histolégico entre fetos de
21 dias obtenidas por operacién cesarea, comparadas con crias recién nacidas

obtenidas por parto espontaneo de madres diabéticas y crias de madres para
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establecer si existe algun efecto directo del ambiente intrauterino hiperglucemico
sobre el corazén. Se observdé que algunas caracteristicas tisulares como la
compactacion del tejido miocardico ventricular, el ordenamiento de las miofibrillas
y el estado de la cromatina en los nucleos de los miocitos cambian entre grupos
control y diabéticos; otro hallazgo es el cambio en el grosor de las paredes
ventriculares y del tabique interventricular que existe entre fetos de 21 dias que
nacieron por cesarea comparado con cria RN obtenidas por parto natural, ambas

del grupo control.

El protocolo inicid con la induccién de diabetes materna en ratas de la cepa
Sprague-Dawley el dia 5 de la gestacion, utilizando STZ (50 mg/kg). Los valores
resultantes de glucemia fueron > 300 mg/dL, similares a los reportados en por
otros autores que indujeron diabetes leve y severa con este farmaco [113]. En el
caso de las madres gestantes sanas empleadas para obtener crias de ambas
edades mantuvieron su concentracion normal de glucosa < 100 mg/dL (Graficas 1
y 2) lo que indica que las caracteristicas metabdlicas de la cepa de ratas
empleada es conveniente para el estudio. La hiperglucemia inducida esta
intimamente relacionada con la menor ganancia de peso de las ratas gestantes
del grupo diabético a lo largo del embarazo a partir del dia 8 comparado con las
ratas del grupo control (Grafica 3 y 4). Esto concuerda con las observaciones
realizadas por Kiss y colaboradores [114], quien utilizé un modelo animal similar,
donde encontraron que las ratas diabéticas a pesar de una ingesta mayor de
alimento no aumentaron de peso en la misma proporcién que las ratas control.
Suponemos que estos resultados podria deberse al cambio hormonal propio del
embarazo aunado al desbalance metabdlico que presentan las madres gestantes
con hiperglucemia no controlada [115]. Adicional a lo anterior, las ratas diabéticas
al tener un numero menor de crias por camada (Grafica 5), ganaron menos peso,

como lo reportaron también Salazar y colaboradores [41].

Al relacionar los parametros de salud de las madres gestantes (glucosa y peso
corporal) con la duracion del periodo de gestacion y las condiciones metabdlicas y

antropométricas de las crias se observd que el ambiente hiperglucémico afect6 la
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glucosa, peso y talla de las crias. La glucemia en las crias de las edades E21 y PO
del grupo diabético fue el doble respecto al de las crias de madres sanas (Grafica
6). Este hallazgo es similar al observado por Kiss y colaboradores, en PO de ratas
con diabetes inducida el dia 5 de la gestacion, encontraron que en condiciones
como una diabetes materna severa, las crias presentaban niveles de glucosa en
sangre elevados, afirmando que existe una correlacion positiva entre la glucemia
materna y fetal en los grupos experimentales [114]. Nuestros resultados
concuerdan también con evidencias en diferentes estudios que establecen que la
progenie de madres diabéticas presenta niveles de glucosa elevados debido a que
hay una menor secrecidon de insulina de las crias, en otros casos se observa una

importante resistencia a la insulina [116].

El peso corporal y la talla, también mostraron diferencias en ambas edades entre
grupos, siendo menos pesadas y mas pequefias las crias de madres diabéticas
que las crias de madres sanas. Cabe mencionar que la mayor parte de estudios
realizados en ratas con diabetes inducida con STZ reportan que el ambiente
intrauterino hiperglucémico, estimula la actividad endocrina del pancreas lo que
lleva a una hiperinsulinemia, acelerando el metabolismo, y conduciendo a
macrosomia. No obstante, nuestros resultados no son concordantes con estos
hallazgos, nosotros observamos que las crias PO de ratas diabéticas, presentaron
un crecimiento restringido, suponemos al igual que Kervran y colaboradores
(1978) que esto puede deberse al funcionamiento prematuro de las células
pancreaticas del feto, dafiandolas y conduciendo a una hipoinsulinemia que causa
microsomia. Kervan y colaboradores (1978) tampoco encontraron crias con
macrosomia, su trabajo sugiere que existen diferencias que deben ser
consideradas entre el modelo biolégico de la rata y el humano, las cuales son:
duracion de la gestacion; localizacién del tejido adiposo en los fetos de rata y
finalmente el peso adquirido por la especie humana durante el periodo gestacional
[117].

En cuanto a la duracion de la gestacion de las crias PO de ratas diabéticas, el

periodo de gestacion culminé 2 dias después del grupo control (graficas 2 y 4).
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Estos resultados concuerdan con los estudios realizados en 2015 por Salazar y
colaboradores que afirma que el ambiente intrauterino hiperglucémico provoca una

desregulacion cronoldgica del desarrollo alargando el periodo gestacional [41].

Una vez obtenidas las crias se extrajeron los corazones, se midieron los ejes
horizontal y vertical del érgano completo y en cortes histolégicos transversales se
midié el grosor de las paredes ventriculares y del tabique interventricular. Al medir
los ejes horizontal (EH) y vertical (EV) del corazén, observamos que unicamente
hubo una menor longitud en el EV de las crias E21, siendo de menor tamaio del
corazon del grupo de crias de madres diabéticas respecto a las crias de madres
sanas. A su vez, esto se relaciona con la menor talla de los E21 y la menor
longitud del corazén de crias de madres diabéticas. Las crias de madres
diabéticas a pesar de su menor peso y talla, presentaron corazones de tamano
similar y las paredes ventriculares y el tabique interventricular mostraron
practicamente del mismo grosor que los controles. Estos resultados aunados al
hecho de haber encontrado que el miocardio ventricular de las crias perinatales de
ratas diabéticas mostraron mayor cantidad de espacios intercelulares con
depdsitos de matriz extracelular de color azul en los cortes tefiidos con la técnica
de Masson podrian ser indicativos de la presencia de cierto grado de hipertrofia
cardiaca en las crias de madres diabéticas como lo sugirié Meneses en el 2001 en
un modelo de diabetes inducida con STZ en rata similar al nuestro evaluando

exclusivamente fetos [118].

En relacion a las caracteristicas histolégicas presentadas en los cortes tefiidos con
H&E se encontraron diferencias en la histodiferenciacion entre las crias PO de
madres diabéticas y sanas. En los corazones de PO de madres sanas el miocardio
de las paredes ventriculares y del tabique interventricular estaba ordenado en 3
capas diferenciadas por la orientacién de los miocitos. También se pudo apreciar
el endocardio, y epicardio. EI mismo patron de ordenamiento del miocardio se
observo en las crias E21, aunque en el ultimo caso tanto las paredes como el
tabique interventricular mostraron una histologia menos diferenciada, solo se

apreciaban dos capas de miocitos mientras que el endocardio y epicardio aun no
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se han diferenciado por completo. Estas diferencias en la longitud de ambos ejes
del corazon (EH y EV, Tabla 4) asi como diferencias significativas en el grosor de
sus paredes en crias E21 y PO del grupo control (Tabla 3) resultan datos
interesantes de analizar. El grupo E21 de madres sanas se trata de fetos
obtenidos por cesarea, antes del inicio del trabajo de parto, en cambio las crias
PO, son ratas adquiridas por parto espontaneo y sacrificadas aproximadamente
entre 6 a 12 horas después para confirmar su viabilidad. No se esperaba encontrar
diferencias significativas entre ambos grupos en cuanto al grosor de las paredes
ventriculares y el tabique interventricular, puesto que se trata de una diferencia de
edad de maximo 18 horas. Una explicacion posible son los cambios
hemodinamicos en la funcidn cardiaca debidos al inicio de la respiraciéon pulmonar
al momento del nacimiento lo que acelera el desarrollo de las paredes miocardicas
de los ventriculos [119] y el posible efecto del paso por el canal del parto

escasamente conocido.

Se sabe que la organizacion de las miofibrillas tienen un papel sumamente
importante en la contraccion del miocardio [120]. En este aspecto, Dowling y
colaboradores (2014) encontraron diferencias en las caracteristicas histologicas
del corazon de fetos de 18 dias obtenidos de hembras diabéticas respecto a los de
madres control, dichas diferencias fueron el tamafo reducido del nucleo y mayor
numero de nucleos en el miocardio en hijos de madres diabéticas. La informacién
obtenida por estos autores apunta a que DM altera el desarrollo de los miocitos
cardiacos de la progenie tanto en proliferacion como en la actividad de los
fibroblastos [69]. En concordancia con estos hallazgos nosotros al observar las
preparaciones histolégicas de crias E21 y PO de ratas diabéticas y controles a
mayor amplificacion hallamos que en el corazéon de crias de madres diabéticas los
miocitos muestran escasa histodiferenciacion, su sarcoplasma presentaba
miofibrillas poco organizadas dando un aspecto de baja o nula estriacion, los
miocitos con escasa o0 nula estriacion mostraron ademas nucleos celulares con
menor proporcion de cromatina compacta (Figs. 4, 7) todas estas propiedades son
tipicas de inmadurez histoldgica [95, 119]. Estos hallazgos histoldégicos permiten

suponer que la los miocitos poco diferenciados de las crias perinatales de ratas
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con diabetes inducida muestran deficiencias en la propagacion correcta de la

actividad de contraccion y conduccion de las sefales eléctricas.

CONCLUSIONES

De acuerdo a lo observado los efectos de la hiperglucemia materna inducida antes

de la implantacion del embrion en la progenie en edad perinatal son:

1. Desregulacion cronologica del desarrollo intrauterino que alarga la
duracién de la gestacion
Disminucion de la talla y peso de la progenie
Desorganizacion en la citoarquitectura del miocardio ventricular

Mayor grado de inmadurez del tejido miocardico y vasculatura coronaria
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PERSPECTIVAS

Una vez realizada esta tesis surgen mas dudas acerca de los dafios que el
ambiente hiperglucémico intrauterino puede provocar en la progenie. Como

resultado las perspectivas resultantes son:

1. ¢La hiperglucemia es el unico factor que provoca una desregulacion del
desarrollo correcto del miocardio?

2. ¢Cual es el efecto directo de la desregulacion del desarrollo del miocardio
sobre la funcion del corazén?
Complementar la informacién obtenida con estudios moleculares.

4. A partir de los resultados, ¢Podria ser la hiperglucemia considerada un
factor teratogénico?

5. En etapas posteriores al nacimiento, ¢ existe algun factor que normalice los
cambios observados?

6. ¢Existen o no y qué factores, a parte del ambiente hiperglucémico, son los
que aumentan los riesgos de contraer enfermedades cardiovasculares en la

vida adulta?
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ANEXO 1: PREPARACION DE REACTIVOS

| Soluciones salinas y buffers

% Soluciéon PBS 1X pH 7.4

Fosfato de sodio dibasico 7.45¢g
Fosfato de sodio monobasico 0.86 g
Cloruro de Sodio 144 g
Agua bidestilada Aforar a 1L

+ Mezclar bien y ajustar pH a 7.22-7.4 con ayuda de potencidometro
+ Guardara4°C

« Buffer de acetatos

Agua desionizada 10 mL
Acetato de sodio 0.361 g
Acido acético glacial Ajuste de pHa 4.3
Il Fijadores

+ Formaldehido tamponado 3.8%

Formaldehido (solucién comercial al 10 mi
38%)
PBS 1X 90 mi

+ Mezclar bien y guardar a 4°C

+ Soluciéon de Bouin

Solucién saturad de acido picrico 75 mL
(solucién acuosa)

Formol al 37-40% 25 mL
Acido acético glacial 5mL
lll FArmacos

« Estreptozotocina

Buffer de acetatos 5mL
Estreptozotocina 0.25¢

+ Se lleva a refrigeracion de 4°C

IV Colorantes y soluciones para tincion

++ Solucion Hematoxilina de Harris
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Hematoxilina en Cristales 25¢

Alcohol al 96% 25 mL
Alumbre de amonio y potasio 50 g
Oxido rojo de mercurio 1.25¢g
Agua 500 mL

+ Procedimiento:
1. Disolver hematoxilina en alcohol, calentando ligeramente y separando el
recipiente.
2. Disolver el alumbre en 100 mL de agua destilada, calentando ligeramente
3. Mezclar ambas soluciones y lavar ambos recipientes con los restantes 100 mL
de agua
4. Hervir rapidamente, al iniciar el hervor retirar del fuego.
5. Afadir éxido de rojo de mercurio y seguir calentando a fuego lento hasta que la
solucién adquiera un color rojo purpura.
6. Enfriar rapidamente con agua corriente.
7. Filtrar 10 veces para eliminar residuos de amonio
8. A cada 100 mL de solucién de hematoxilina afiadir de 4 a 5 mL de acido
acetico glacial, la mitad al hacer el colorante y la otra mitad al usarlo.

+ Eosina de Carnegie

Eosina amarillenta o azulosa 49
Alcohol etilico 96% 100 mL
Agua destilada 300 mL

+ Procedimiento:
1. Disolver la eosina en agua
2. Adadir alcohol
3. Dejar madurar durante 3 semanas a la luz y en frasco claro
4. Guardar en el mismo frasco.
+ Nota: Si se utiliza Eosina amarillenta, para lograr una tincién adecuada,
afadir 3 gotas de acido acético glacial por cada 10 mL de colorante.

«» Alcohol acidulado
Etanol 70% 200 mL

Acido clorhidrico concentrado 2-5 gotas
+ Agregar acido clorhidrico concentrado al alcohol y homogenice

« Agua amoniacal (1:1000)
Hidroxido de amonio 200 yL

Agua de la llave 200 mL

< Entellan
Entellan 50 mL
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Xilol El necesario

+ Colocar al Entellan en un frasco gotero y adicionar unas gotas de Xilol para
obtener una solucion ligeramente viscosa, que se pueda adicionar al
portaobjetos a través de goteo.

+ Esta resina se debe preparar un dia antes de montar para evitar la
formacion de burbujas.

% Hematoxilina férrica de Weigert

Solucion A
Hematoxilina 19
Alcohol 95% o0 96% 100 mL
Solucion B
Solucion cloruro-férrico al 29 % 4 mL
Agua destilada 95 mL
Acido clorhidrico 1 mL

Solucién de Trabajo
Solucion A

Solucién B 1:1
< Escarlata de Biebrich-Fuschina Acida
Briebrich Escarlata acuoso al 1% 90 mL
Solucién acuosa fuscina acida al 1% 10 mL
Acido acético glacial 1 mL
«+ Azul de anilina
Azul de anilina 25¢g
Acido glacial 2mL
Agua destilada 100 mL

+ Se agita la solucién con magneto hasta disolver al azul de anilina por
completo

+ Solucién de acido fosfotungstico-fosfomolibdico al 5%

Acido fosfomolibdico 59
Acido fosfotungstico 59
Agua destilada 200 mL

78



ANEXO 2: TRATAMIENTO PREVIO A LA INCLUSION

+ Corazones fijados en formol F21 y RN

Lavado de muestras:

1. Lavado con agua o PBS intervalos de 5 a 10 minutos (3 lavados)
Deshidratacion de muestra:

2. Alcoholal 30% durante..........cooovviiiiiiiii e 30 minutos
3. Alcohol al 40%, 50%, 60% y 70% durante ...................... 30 minutos
4. Alcohol al 80%, 90% Y 96% ....onviviiiiiii e 30 minutos
5. Alcohol absoluto 2 cambios.........ccccovviiiiiiiiii . 30 minutos
6. Aceite de cedro:alcohol absoluto 1:1........ccoiiiiiiiiit. 45 minutos

Transparentado y/o aclaramiento:
7. Aceite de cedro toda la noche

8. Lavados aceite de cedro-cloroformo 1:1............cceeevnnn. 45 minutos

9. Cloroformo hasta que el cloroformo quede limpio (Cambios rapidos de 10
minutos)

Inclusion

10.Cloroformo:Parafina 1:1........ooiiiiiii e, 45 minutos

11.Lavados con parafina hasta que salga el olor a cloroformo...20 minutos
12. Orientar para cortar.

% Corazones fijados en Bouin F21 y RN

En este caso los lavados inician con alcohol al 70% hasta que el alcohol quede limpio y
se continua con el mismo proceso.

79



ANEXO 3: TIEMPOS DE TINCION

Los tiempos para los corazones de los 4 grupos fueron los mismos:

El protocolo de la técnica H&E:

Agua destilada 2 cambios por 5 minutos
Hematoxilina de Harris

Agua de la llave (pase rapido)

Agua destilada (pase rapido)

Alcohol acidulado (pase rapido)

Agua amoniacal por 3 minutos

Eosina de Carnegie

Alcohol al 96% (2 cambios) pase rapido
Alcohol absoluto (2 cambios) pase rapido
Xilol (2 cambios) pase rapido

Montar las preparaciones con Entellan

Protocolo de la técnica de Tricromica de Masson:

Lavado con agua de la llave por 5 minutos

Solucioén de Bouin por 24 horas a temperatura ambiente.
Lavado con agua de la llave hasta limpiar la muestra.
Lavado con agua destilada

Hematoxilina de Weighert

Azular con hidroxido de amonio al 1%

Lavado con agua corriente por 10 minutos

Lavado con agua destilada

Escarlata de Briebrich-Fucshina acida por 14 segundos
Lavar con agua destilada hasta limpiar el colorante anterior
Acido Fosfotungstico-Fosfomolibdico al 5% durante 1 minuto.
Azul de anilina

Agua acética al 1% pase rapido

Alcohol al 96 % 2 pases rapidos
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Alcohol absoluto 2 pases rapidos
Xilol pase rapido
Xilol durante 5 minutos

Montar preparaciones con entellan
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ANEXO 4: RESULTADOS NUMERICOS DE GRAFICAS

Tabla 6 Peso corporal de ratas gestantes (en gramos)

Peso de ratas gestantes para obtener F21

Peso de ratas gestantes para obtener RN

Dia RC (n=5) RD (n=4) RC (n=4) RD(n=4)
265.120 (24.33) 280.93 (16.78) 272.1 (18.62) 270.63 (10.62)
275.74 (24.70) 284.65 (21.38) 280.9 (18.63) 277.6 (10.89)
287.16 (25.93) 293.5(20.72) 288.75 (17.06) 285.5 (13.53)
293.94 (33.56) 287.38 (13.66) 296 (12.92) 282.23 (28.38)
11 314.88 (40.27) 287.78 (16.05) 319.55 (10.65) 280.6 (21.74)
14 327.320 (38.06) 298.15 (11.22) 333.93(11.48) 297 (27.06.08)
17 342.78 (10.06) 316.13 (4.37) 373.73 (23.27) 319 (27.93)
21 369.75 (29.85) 332.13 (14.09) 406.23 (28.60) 343.35 (30.82)
23 380.68 (16.56)

Los datos expresados en la tabla corresponden al promedio (Desviacién estandar) de las ratas control (RC) y ratas diabéticas
(RD).

Tabla 7 Glucemia durante el embarazo en ratas (mg/dL)

Glucemia en ratas gestantes para obtener F21 Glucemia en ratas gestantes para obtener RN

Dia RC (n=5) RD (n=4) RC (n=4) RD (n=4)
82.800 (3.4928) 92.25 (6.70) 81.5 (7.68) 85.5 (5.45)
82.200 (5.8907) 83.75 (6.95) 79.25 (7.09) 86 (8.2)
82.600 (4.2778) 83.5 (4.80) 82.5(7.14) 87.250 (7.04)
92.200 (1.7889) 317.5 (59.95) 78.25 (6.5) 351.25 (59.54)
11 78.400 (9.7108) 425.5 (130.51) 80.75 (8.42) 477.75 (58.64)
14 85.000 (7.1764) 552.5(69.30) 79.25 (10.1) 468.25 (109.47)
17 83.500 (6.4550) 478.5 (145.45) 78.75 (9.47) 397 (36.04)
21 85.000 (3.7417) 450.25 (126.94) 79.25 (7.27) 384.5(38.41)
23 316.75 (132.62)
Los datos se expresan en promedio (desviacién estandar) de las ratas control (RC) y ratas diabéticas (RD).
Tabla 8 Peso (g) y Glucosa (mg/dL) de crias de F21 y RN
F21 RN
Grupo RC RD RC RD
Peso (g) 5.93 (0.77) 4.59 (0.52)* 7.30 (1.76) 6.51 (0.38)*
Glucosa 217.90 "
(mg/dL) 86.76 (9.41) (120.92)* 88.85 (15.55) 166.86 (103.71)

Los datos se expresan en promedio (desviacion estandar) de crias de ratas control (RC) y ratas diabéticas (RD),
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