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RESUMEN

El estrés es una respuesta adaptativa cuya desregulacion ha sido relacionada con
el desarrollo de multiples psicopatologias, no obstante, aun no se incorpora como
variable de estudio en el desarrollo de otras condiciones cronicas como la
diabetes. Uno de los modelos para el estudio de la diabetes tipo 1 es la
administracion de estreptozotocina (STZ) que conserva la etiologia de la
enfermedad y permite estudiar el curso de la misma.

El presente trabajo realizo la estandarizacion del modelo murino de diabetes por
administracion de STZ (65 mg/kg i.p.) asi como la evaluacion de efectos
sistémicos del estrés cronico en condiciones de hipergluemia.

Los sujetos hiperglucémicos tuvieron pesos corporales mas bajos y consumo
incrementado de alimento y agua; se observé que estos efectos permanecen
relativamente estables a lo largo de 6 y 12 semanas.

La evaluacion del estrés cronico, posterior a la induccion de hiperglucemia, mostro
efectos significativos sobre el peso corporal sin diferencias significativas en cortisol
y VEGF séricos. Sin embargo, se observé un incremento en la variabilidad de los
niveles de corticosterona en el grupo diabetes-estrés.

Los resultados mostraron la correcta estandarizacién del modelo de STZ en la
reproduccion de las caracteristicas de la diabetes. Por su parte, los cambios en
peso corporal por estrés pueden indicar cambios a largo plazo que, a su vez,
podrian modular efectos de la hiperglucemia. Finalmente, la variabilidad de
corticosterona sugiere una facilitacion del deterioro de la retroalimentacion
negativa del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) sustentando la desregulacion
endocrina observada en pacientes. Los resultados obtenidos no son suficientes
para establecer una relacion directa entre el estrés y la diabetes, sin embargo,
permiten apuntar una relacion moduladora entre la actividad del eje y algunos

parametros de la enfermedad.



ABSTRACT

Stress is an adaptive response, its deregulation is related to the development of
several psychopathologies. However, stress isn’t considered as a factor in the
development of other chronic conditions as diabetes. Streptozotocin (STZ)
administration is one of the type 1 diabetes models that mimics etiology and allows
evaluation of the course of the disease.

This work standardizes the murine diabetes model by STZ administration (65
mg/kg i.p.) and the evaluation of systemic effects of chronic stress in a
hyperglycemia model.

Hyperglycemic subjects showed lower bodyweights and higher water and food
intakes, these effects were sustained at 6 and 12 weeks.

Chronic stress evaluation was made after hyperglycemic induction. Significant
differences were observed in bodyweight but not in serum levels of corticosterone
and VEGF. However, an increase of variability was observed in diabetes-stress
group.

Results indicate the right standardization of STZ model by reproducing stable
characteristics of diabetes. Effects of stress, in lower bodyweight, indicate long
term changes that could be modulating hyperglycemia effects. Variability in
corticosterone levels suggests facilitation of negative feedback impairment in
hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis which supports endocrine deregulation
in diabetic patients. Results don’t define a direct relationship between stress and
diabetes, however, they allow us to propose a modulatory relationship between the

axis activity and some parameters of the disease.
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1- INTRODUCCION

La diabetes es una enfermedad cronica progresiva que se ha convertido en un
tema relevante de salud publica a nivel nacional e internacional (Secretaria de
Salud Publica, 2016; Wild et al, 2004). Si bien se han logrado multiples avances en
la investigacion de tratamientos y herramientas diagnosticas, los mecanismos y
factores asociados al desarrollo de la enfermedad contindan siendo explorados.
Por su parte, el estrés ha sido vinculado a multiples psicopatologias (Timmermans,
2013; Ron de Kloet, 2005); sin embargo, la relacion entre estrés y diabetes no ha
sido totalmente explorada. En este sentido, se ha demostrado que personas con
diabetes, ademas de las alteraciones metabdlicas en glucosa y lipidos, presentan
alteracién en niveles de cortisol (CORT) (Hackett et al, 2016; Kamba et al, 2016;
Ortiz et al, 2019), hormona tradicionalmente asociada a condiciones de estrés y
que refleja también las alteraciones endocrinas de estos pacientes. Este hallazgo
ha llevado, a algunos grupos de investigacion, a proponer al cortisol como
indicador del deterioro de los pacientes con diabetes (Ortiz et al., 2019).

El estrés cronico forma parte de la vida cotidiana de los pacientes con diabetes
tipo 1 y podria regular el progreso de la enfermedad al ser un evento de alta
relevancia endocrina y de movilizacion de recursos energéticos.

Adicionalmente, se han demostrado alteraciones en la micro y macro vasculatura
que afectan significativamente la calidad de vida en los pacientes con diabetes
generando deficiencias visuales (Robinson et al, 2012) y cognitivas (de la Monte,
2014). En este escenario el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) se ha
propuesto como uno de los principales biomarcadores de las alteraciones
vasculares por diabetes (Nalini et al, 2017).

De esta manera, la presente investigacién busco aportar elementos al estudio del
estrés y la diabetes a partir de responder cuales eran los efectos del estrés cronico
en un modelo de diabetes tipo 1 a partir de la evaluacion de corticosterona y

VEGEF sistémicos.



2- ANTECEDENTES

2.1- DIABETES
La diabetes es una enfermedad crénica progresiva que se caracteriza por niveles
altos de glucosa en sangre (WHO, 2016). La American Diabetes Association
(2018) establece cuatro categorias diagnosticas de diabetes:

e Tipo 1. Causada por deficiencias en la produccién de insulina.

e Tipo 2. Relacionada con la resistencia a insulina.

e Gestacional. Diagnosticada en el segundo trimestre del embarazo en
mujeres sin antecedentes de la enfermedad. Usualmente desaparece
después del nacimiento, sin embargo, las mujeres que la padecen pueden
desarrollar a futuro diabetes tipo 2 o diabetes gestacional en embarazos
futuros.

e Tipos especificos de diabetes por otras causas (e.g. diabetes neonatal,
pancreatitis).

La insuficiencia de insulina, en la diabetes tipo 1, es causada por la pérdida de
células beta del pancreas lo que disminuye el metabolismo de glucosa por una
deficiencia en el transporte de esta molécula al interior de las células, ocasionando
una baja energética a nivel sistémico (Dods, 2013).

Pese a la diferencia etiologica de los tipos de diabetes, la sintomatologia en las
diferentes categorias es similar. Entre los principales sintomas de la diabetes se
encuentran sed excesiva (polidipsia), excreta incrementada de orina (poliuria),
hambre constante (polifagia) y pérdida considerable de peso corporal (Dods,
2013).

La diabetes afecta considerablemente la calidad de vida de los pacientes ya que
las complicaciones médicas derivadas de ella afectan varios sistemas en el
organismo. Entre otras cosas, se la ha asociado con problemas vasculares,
renales (WHO, 2016), visuales (WHO, 2016; Lynch & Abramoff, 2017; Nalini et al,
2017) y alteraciones a nivel del sistema nervioso central (SNC) (Lynch & Abramoff,
2017; Brundeln, 2014; Zhanga 2014).



Considerando que son varias las complicaciones derivadas de la diabetes, éstas
se han clasificado en agudas y cronicas (Malamed & Orr, 2015). Entre las
complicaciones agudas se incluyen la hiperglucemia y la hipoglucemia. Por su
parte, las complicaciones crénicas se refieren a procesos patoldgicos a largo plazo
que alteran principalmente los sistemas cardiovascular, visual, renal y nervioso, de
aqui que la mayoria de los pacientes con diabetes desarrollen padecimientos en
estos sistemas o inclusive, en casos extremos, que fallezcan debido a
complicaciones (Malamed & Orr, 2015).

De igual forma, se han determinado tres categorias generales de complicaciones
diabéticas asociadas a la vasculatura: enfermedades de vasos sanguineos
grandes (macrovasculares), enfermedades de vasos sanguineos pequefos
(microvasculares) y susceptibilidad incrementada a infecciones (Malamed & Orr,
2015). Entre las macrovasculares se encuentran la cardiopatia isquémica y los
accidentes cerebrovasculares, mientras que algunas de las microvasculares son la
nefropatia y la retinopatia (Cases, 2002).

Entre las alteraciones vasculares que mas afectan la calidad de vida de los
individuos se encuentra la retinopatia diabética. Esta enfermedad ocular es la
principal causa de ceguera en pacientes con diabetes y se describe como una
complicacion microvascular derivada de la diabetes. Este padecimiento se
compone de las fases no proliferativa y proliferativa. La fase proliferativa es el
estado mas avanzado de la enfermedad y se caracteriza por procesos de
neovascularizacion que conllevan a la pérdida de vision en los pacientes (Nalini et
al, 2017; Robinson, 2012).

El desarrollo de la retinopatia involucra diferentes variables: duracion de la
diabetes, el tipo de diabetes, el control de la enfermedad, presion sanguinea,
hiperlipidemia, habitos, entre otros (Hendrick et al, 2015). Sin embargo, no se ha
podido determinar la o las causas exactas que derivan en la aparicion y progreso
de la misma, por ello, se ha buscado establecer los mecanismos moleculares que
permitan la identificacion de dianas terapéuticas que prevengan la progresion
acelerada de la retinopatia, y de igual forma, la busqueda de biomarcadores que

permitan el diagndstico temprano. Nalini y colaboradores (2017), correlacionaron



algunos biomarcadores con la severidad de la retinopatia diabética como el factor

de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor necrético tumoral alfa

(TNFa). Estos resultados apuntan y refuerzan el argumento de que las

alteraciones celulares ocasionadas por la diabetes se relacionan con procesos
vasculares e inflamatorios (Robinson, 2012). Sin embargo, pese a que la
retinopatia se describe principalmente como un trastorno de origen vascular,
existen reportes que seialan que su origen puede también responder a cuestiones
neuropatologicas (Lynch & Abramoff, 2017).

Si bien es cierto que hay grupos de investigacion abocados al estudio de la
prevencion y tratamiento de la diabetes, son pocas las investigaciones que
consideran al estrés dentro de sus variables de estudio. Lo anterior a pesar de que
se ha reportado que el estrés puede alterar los niveles de factores relacionados
con complicaciones diabéticas como lo son el VEGF (Nowacka et al, 2015) y
factores inflamatorios (Malek et al, 2015).

Entre los factores que relacionan estrés y diabetes, se ha descrito a la prolactina.
Faron-Gorecka y colaboradores (2017), demostraron que los niveles basales de
prolactina se correlacionan negativamente con la respuesta a tratamiento de
antidepresivos en modelos de estrés cronico. Se ha descrito también que la
prolactina tiene accién antioxidante y que podria prevenir el desarrollo de
retinopatias asociadas a enfermedades metabdlicas (Thébault, 2017). Por otra
parte, ademas de la posible proteccion por parte de la prolactina en el desarrollo
de la retinopatia diabética, existen reportes que indican una participacion
importante de sus metabolitos, vasoinhibinas, en el desarrollo de esta enfermedad

al inhibir el proceso de angiogénesis (Clapp, 2006).

2.2- VEGF Y DIABETES
Debido a que muchas de las complicaciones derivadas de la diabetes incluyen
alteraciones vasculares, se han investigado diferentes moléculas relacionadas con
este proceso. Especificamente se ha descrito que el factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF) tiene un papel fundamental en la patogénesis de la



diabetes y sus complicaciones, particularmente aquellas que se relacionan con
pobre vascularizacion e hipoxia (Sellami et al, 2018).

VEGF es una familia de proteinas donde VEGF-A promueve angiogénesis,
permeabilidad vascular, migracién celular y expresion de genes (Shibuya, 2011).
Se ha descrito a la senalizacion por VEGF como un paso critico (tasa-limitante) de
los procesos de angiogénesis (Ferrara et al, 2003).

La retinopatia diabética se relaciona con factores de crecimiento asociados a
hipoxia, particularmente el VEGF se encuentra elevado en el fluido ocular de los
pacientes con diabetes por lo que la administracién intravitreal de farmacos anti-
VEGEF es parte de las primeras lineas de tratamiento en esta poblacion (Stitt et al,
2016)

Pese a que en su mayoria, el estudio y caracterizacion del VEGF, se centra en
procesos vasculares, también se le ha atribuido un rol importante en los procesos
de supervivencia, neurogénesis (Jin et al, 2002) y crecimiento axonal (Jeri¢ et al.,
2017). Jeric y colaboradores (2017) reportaron que diferentes condiciones
diabéticas, en modelos animales, inducen cambios dinamicos en la expresion de
VEGEF en el ganglio trigémino, especificamente en neuronas nocioceptivas lo cual
podria destacar el papel de esta molécula en la patogénesis de neuropatia
diabética.

En el caso de pacientes con polineuropatia, se reportdé que los niveles sistémicos
de VEGF son significativamente mas altos que en sujetos control (Deguchi et al,
2009). Sin embargo, Deguchi y colaboradores (2009), reportaron que aun falta
aclarar el papel del VEGF en la angiogénesis patologica y en la transicion de salud
a enfermedad pues apuntan que este factor de crecimiento tiene efectos
diferenciales (Deguchi et al, 2009).

Pese a la busqueda de biomarcadores que permitan predecir el curso que
seguiran las complicaciones diabéticas y a su vez permitan el mejor tratamiento de
los pacientes, aun hay factores, como el estrés, que no han sido totalmente
incorporadas en el estudio de la diabetes y que podrian modular otras variables en

la enfermedad.



2.3- ESTRES
El estudio del estrés presenta dos grandes conflictos, la falta de una definicion
monosémica y la ubicuidad de dicho fendmeno. Hasta ahora la definicion que tiene
mayor validez es la que establece al estrés como un conjunto de respuestas
adaptativas ante un estimulo que puede poner en riesgo la integridad del
organismo como una amenaza real o percibida (Fink, 2010).
Debido a la ubicuidad del estrés, existe una gran diversidad de situaciones y
condiciones que pueden producir la respuesta de estrés, esto explicita la
importancia de evaluar su impacto en diversas patologias humanas. Rechenberg y
colaboradores (2017), reportaron que los pacientes con diabetes tipo 1 enfrentan
altos niveles de estrés que repercuten en su salud; sin embargo, hacen explicita la
dificultad de separar los efectos propios del estrés de otras variables como el
tiempo de la enfermedad, conductas de autocuidado y fuente de estrés.
El caracter modulador del estrés en la enfermedad ha sido descrito mas
ampliamente en la salud mental donde se ha podido determinar que constituye un
factor de riesgo para el desarrollo de varias psicopatologias (Timmermans, 2013;
Ron de Kloet, 2005).
El papel facilitador del estrés en la psicopatologia se debe principalmente a la
activacidon de dos sistemas que dirigen los efectos de adaptacion. Esta respuesta
organismica incluye al eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) y al sistema
nervioso autonomo (SNA) (Figura 1).
A grandes rasgos, la activacion inicial del sistema nervioso auténomo, simpatico y
parasimpatico provee una respuesta inmediata ante la presencia de estresores
generando alteraciones rapidas en los estados fisiolégicos como incrementos en la
tasa cardiaca y presiéon sanguinea (Ulrich-Lai & Herman, 2009).
Por su parte, la activacion del eje HPA implica respuestas cronicas y de largo
plazo que van desde la activacion de cascadas hormonales, la modulacion de la
conducta e incluso efectos inmunoldgicos (Bilbo & Schwarz, 2012). Ante la
percepcion de los estresores, el nucleo paraventricular del hipotalamo secreta
hormona liberadora de corticotropinas (CRH), que estimula la secrecién de

hormona adrenocorticotropa (ACTH) en la pituitaria hacia el torrente sanguineo; la



ACTH en corteza adrenal estimula la secrecion de cortisol que autorregula
negativamente su propia liberacion por estimulacion del sistema nervioso central
(Dedovic et al, 2009; Fink, 2007) (Figura 1).

Finalmente, dentro de la respuesta de estrés descrita, también se han demostrado
mecanismos que promueven procesos neurodegenerativos inducidos por radicales
libres y liberacién de factores proinflamatorios (Lopez-Lépez et al, 2014; Garcia-
Bueno, 2008). Estos datos sustentan la propuesta del estrés como modulador de

estados patoldgicos en el organismo.

PRINCIPALES VIAS DE LA RESPUESTA DE
ESTRES

Eje HPA SNS/SAM

Procesamiento
del estimulo

Hipocampo - Amigdala
]
U
I Hipotalamo

Pituitaria
anterior

ACTH Médula
adrenal
Corteza
adrenal 1
Adrenalina
— L i
I Glucocorticoides | Noradrenalina

¥ l v

Efectos multiples: movilizacién energética, conductual,
inmunolégico, regulacion del dolor, etc.

Figura 1. Sistemas involucrados en la respuesta de estrés.
Se presentan los efectos de la activacion del eje HPA y el SAM
por medio de lineas continuas. Con lineas discontinuas se
muestra la inhibicion de la liberacion de glucocorticoides por
sistemas de retroalimentacion negativa (modificado de Murison,
2016).



2.4- ESTRES, CORTISOL Y METABOLISMO
Una cualidad importante que denota la importancia del estrés en el metabolismo,
particularmente en la diabetes, es la demanda y movilizacion de recursos
energéticos que representa el estrés y que se traduce en cambios en los niveles
de glucosa y activacion de oérganos reguladores del metabolismo como el
pancreas (Packard, 2014).
Se ha descrito que el estrés puede impactar el balance energético en diferentes
niveles, desde hipofagia y la pérdida de peso corporal hasta el consumo
incrementado de alimentos palatables que incrementan el peso corporal (Rabasa
& Dickson, 2016).
En psicopatologias asociadas con estrés, como la depresion, se presenta una
relacion bidireccional entre diabetes y estrés. Pacientes con depresion tienen
mayor probabilidad de desarrollar diabetes y pacientes con diabetes muestran dos
veces mas sintomatologia depresiva comparados con personas sin diabetes
(Kyrou & Tsigos, 2009).
Asi mismo, se ha reportado que los niveles de obesidad abdominal se asocian con
una mayor responsividad del eje HPA, sin embargo, aun se requiere mas
investigacidon que permita identificar los efectos particulares de variables como
sexo, tipo de estrés y perfil hormonal (Rodriguez et al, 2015).
Se ha reportado también que el estrés cronico puede afectar los niveles de VEGF
(Shilpa et al, 2017; Nowacka et al 2015) y de prolactina (Faron-Gorecka et al.,
2014) descrita como antioxidante para la prevencion del desarrollo de retinopatias
asociadas a enfermedades metabdlicas (Thébault, 2017).
Ademas de las alteraciones metabdlicas, la diabetes tiene efectos endocrinos
(Pop-Busui et al, 2007) entre los que destacan alteraciones en los niveles de
cortisol (Hackett et al, 2016). En pacientes con diabetes tipo 2 se describe que los
niveles de cortisol se relacionan positivamente con los niveles de glucosa y
negativamente con la funcidén de las células beta de pancreas (Kamba et al, 2016;
Ortiz et al, 2019).



Considerando los datos epidemiolégicos sobre depresion y pacientes con
diabetes, se ha planteado que el vinculo entre el estrés, la depresion y la diabetes
podria ser la alteracién del eje HPA (Joseph & Golden, 2017).

Por otra parte, en el sindrome metabdlico se reporta tanto hiperactividad del eje
HPA como hipercortisolemia mientras que en pacientes con Sindrome de Cushing
existe hiperglucemia (Anagnostis et al., 2009).

En modelos animales de diabetes también se han encontrado alterados los niveles
de glucocorticoides. En mediciones acumulativas de corticosterona, obtenidas a
partir del pelo de ratones modelo de diabetes tipo 1y 2, se encontré un incremento
sostenido de corticosterona (Erickson et al, 2017). Por otro lado, en jerbos tratados
con estreptozotocina, se observd que ademas de niveles sistémicos altos de
corticosterona existe en los sujetos hiperglucémicos un incremento en el tamano
de las glandulas adrenales (Hammadi et al, 2018).

Finalmente, Chiodini y colaboradores (2007), encontraron que los niveles de
cortisol se relacionaban significativamente con la presencia de complicaciones
meédicas en pacientes con diabetes.

En conjunto esta informacion podria apuntar al estrés como un facilitador de la

progresion de la diabetes y las complicaciones médicas derivadas de ella.

2.5- MODELOS EXPERIMENTALES DE DIABETES

Los modelos experimentales con animales no humanos son de gran utilidad para
el estudio de los principios basicos de diferentes patologias, lo cual ayuda por un
lado a comprender la fisiopatologia y por otro a desarrollar estrategias terapéuticas
mas puntuales.

En el caso de la diabetes uno de los objetivos que se persigue es que el modelo
mimetice la patogénesis y la historia natural de la diabetes y/o induzca el
subsecuente desarrollo de las complicaciones derivadas de la misma (Radenkovic¢
et al, 2016). Debido a la dificultad de emular todas las caracteristicas de la
diabetes, se cuenta con diferentes modelos animales. Sin embargo, la diabetes
tipo 1 puede considerarse como el modelo con mayor validez debido a la puntual

definicion de su etiologia: la destruccion de células beta del pancreas.



Inicialmente, los modelos de diabetes se pueden dividir en diabetes espontanea o
inducida (Ramos Rodriguez & Domingo Méndez, 1994). Debido a la falta de
control de variables en los modelos espontaneos, los modelos de diabetes
inducida son los mas ampliamente utilizados.

La induccidén de la diabetes, para un modelo de diabetes tipo 1, puede ser
quirurgica o farmacologica. El primer modelo experimental de diabetes fue la
induccion quirurgica que responde a pancreatomias (Radenkovi¢ et al, 2016). La
induccion farmacolégica se realiza por la administracion de farmacos que, de
manera especifica afectan a las células beta de pancreas. Los farmacos mas
utilizados son aloxona y estreptozotocina (Ramos Rodriguez & Domingo Méndez,
1994). Sin embargo, aunque ambos farmacos tienen por efecto la destruccion de
las células beta pancreaticas, la aloxona no es considerada como la mejor opcion
debido a tres factores: 1) presenta un mayor efecto tdéxico a nivel de higado y
rinones, 2) carece de un efecto estable respecto a la hiperglucemia en largos
periodos de tiempo y 3) una gran cantidad de sujetos son resistentes a sus efectos
(Radenkovi¢ et al, 2016).

La estreptozotocina (STZ) puede atravesar la membrana celular a través de los
transportadores de glucosa GLUT2 para ocasionar dafio a nivel de ADN
(fragmentacion), lo que causa su efecto citotoxico en las células beta del pancreas
(Szkudelski, 2001) (Figura 2). La accion de la STZ se observa dos horas después
de la inyeccion al presentarse un incremento de glucosa en sangre

(hiperglucemia) con un concomitante decremento de insulina (Szkudelski, 2001).
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Figura 2. Mecanismo de accién de estreptozotocina
(STZ). Se ilustra la interaccién con los transportadores de
glucosa 2 (GLUTZ2) de las células beta del pancreas para
danar ADN (modificado de Al-awar et al, 2016).

Estos antecedentes sugieren que es necesario generar mayor investigacion sobre
el efecto del estrés en la diabetes, su relacion con las alteraciones vasculares y
calidad de vida de los pacientes con diabetes. Una mayor investigacion sobre la
relacion estrés-diabetes ayudara a un mejor entendimiento de los procesos
fisiopatoldgicos involucrados en la diabetes y sus padecimientos asociados, como
la pérdida de vision y afecciones en la salud mental, asi como el disefio de

programas de intervencion que contemplen las alteraciones inducidas por estrés.
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3- JUSTIFICACION

La diabetes ha incrementado su incidencia a nivel mundial y representa un alto
gasto para el sector salud por lo que es fundamental identificar y entender los
factores que inciden en su severidad y desarrollo.

Las complicaciones cronicas derivadas de la diabetes afectan significativamente la
calidad de vida los pacientes. A pesar de que el pobre control glucémico es uno de
los principales factores asociados con el desarrollo de dichas complicaciones, aun
se estudian los factores de riesgo para su aparicion y progresion.

Con base en los mecanismos compartidos por el estrés y la diabetes en la
desregulacion del eje HPA asi como las implicaciones que resultan de esta
alteracion, se puede sustentar la importancia de estudiar al estrés en sus
implicaciones para el curso de las complicaciones médicas derivadas de la
diabetes.

Aunque se ha estudiado el papel del estrés en varias patologias en salud mental,
la relacion que tiene con el desarrollo de las alteraciones vasculares generadas
por la diabetes ha sido poco estudiada. Lo anterior a pesar de que se tiene registro
de que el estrés es una condicién presente en la vida de los pacientes con
diabetes y pese a los factores endocrinos y metabdlicos compartidos entre estrés
y diabetes.

De esta manera se considera importante acotar la relacion entre ambas variables
con el proposito de incorporar, tanto en el diagnéstico como en el tratamiento de la

diabetes, herramientas que permitan mejorar el pronostico de los pacientes.

4- HIPOTESIS

Las condiciones de estrés cronico modularan negativamente los niveles sistémicos

de corticosterona y VEGF-A en un modelo murino de diabetes tipo 1.
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5- OBJETIVOS

5.1- GENERAL
Evaluar los niveles séricos de corticosterona y VEGF en un modelo murino de

diabetes tipo 1 sometido a estrés crénico.

5.2- ESPECIFICOS

» Estandarizar el modelo murino de diabetes tipo 1 mediante la administracion de

estreptozotocina.

» Evaluar los cambios en indicadores metabdlicos (glucosa y peso), en los sujetos
expuestos a estrés cronico versus los sujetos sin estrés, en un modelo murino de

diabetes tipo 1.

* Evaluar los niveles de corticosterona en los sujetos expuestos a estrés cronico

versus los sujetos sin estrés en un modelo murino de diabetes tipo 1.

» Evaluar los niveles de VEGF-A en los sujetos expuestos a estrés crénico versus

los sujetos sin estrés en un modelo murino de diabetes tipo 1.

6- SUJETOS
En todos los protocolos realizados en el presente trabajo, se mantuvo a los sujetos
en condiciones estandar de laboratorio y todas las manipulaciones de los mismos
se apegaron a las reglas estipuladas en Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-
1999. De acuerdo a la baja sensibilidad de las hembras a la administracién de
STZ, en todos los protocolos se utilizaron ratas macho.

6.1- ESTANDARIZACION DEL MODELO
Parte de la estandarizacion del modelo incluyé la evaluacion de la eficiencia de la
dosis diabetogénica de estreptozotocina (STZ) propuesta por Wu y Huan (2008),
estos datos pueden consultarse en el apéndice (ver Apéndice 11.1).
Para los datos que se presentan en este apartado se utilizaron en total 20 ratas
macho de la cepa Wistar con un peso entre 200 y 250 gramos al inicio del
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experimento. Todas las ratas se mantuvieron en condiciones estandar de
laboratorio, alojadas en cajas de policarbonato individuales con agua y alimento ad
libitum.
Los veinte sujetos se asignaron aleatoriamente en los siguientes cuatro grupos:
Testigo n=3
Vehiculo n=5
STZ 65mg/kg 6 semanas n=5
STZ 65mg/kg 12 semanas n=5
Debido a que no todos los sujetos responden al reto con STZ, se separ6 a los
sujetos que no desarrollaron hiperglucemia para constituir un grupo aparte (STZ
65mg/kg sin hiperglucemia 6 semanas n=2).
Para los grupos testigo y vehiculo se realizaron los registros durante 12 semanas

a fin de que fungieran como controles de ambos grupos de STZ.

6.2- RELACION ENTRE ESTRES CRONICO Y DIABETES
Se utilizaron 36 ratas macho de la cepa Wistar de entre 200-250 g de peso al
inicio del experimento, en condiciones estandar de laboratorio, con agua y
alimento ad libitum. Los sujetos fueron alojados en cajas comunales de 5
individuos por caja habitacién y fueron asignados a los siguientes cuatro grupos:
Vehiculo (V) (n=8). Sin exposicién a estrés cronico y sin diabetes inducida.
Vehiculo-Estrés (V-E) (n=10). Con exposicion a estrés cronico y sin
diabetes inducida.
Diabetes (D) (n=8). Sin exposicion a estrés cronico y con diabetes inducida.
Diabetes-Estrés (D-E) (n=10). Con exposicion a estrés cronico y con
diabetes inducida.
Los sujetos permanecieron bajo las condiciones estandar de laboratorio durante 6
semanas posteriores al reto durante las cuales se llevaron a cabo los registros

descritos a continuacion.
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7- MATERIALES

7.1- ESTANDARIZACION DEL MODELO
Para el registro de consumo de agua y alimento se utilizdé una probeta y balanza
granataria. La medicion de glucosa en sangre se realiz6 con un medidor de

glucosa comercial OneTouch ultra mini con sus respectivas tiras reactivas.

7.2- RELACION ENTRE ESTRES CRONICO Y DIABETES

Los inmunoensayos de corticosterona y VEGF se hicieron con un DetectX®
Corticosterone Enzyme Immunoassay kit de la compania comercial Arbor Assays
y un ELISA Kit for Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGFA) de la compafiia
commercial Cloud-Clone Corp. Las lecturas de absorbancia se realizaron con un
espectofotdmetro con longitud de onda a 450 nm.

La exposicacion a la bateria de estrés cronico impredecible se realizé con equipo
de laboratorio estandarizado para dichos propdsitos.

El peso de los sujetos se midié con balanza granataria y la glucosa en sangre con
un medidor de glucosa comercial OneTouch ultra mini y sus respectivas tiras

reactivas.

8- METODOS

8.1- INDUCCION DE LA DIABETES EXPERIMENTAL

Se siguid el método descrito por Wu & Huan (2008). En dicho protocolo se
describe que, del total de las ratas administradas con STZ, solamente alrededor
del 80% de la muestra desarrollan hiperglucemia. En todos los experimentos del
proyecto (a excepcion de los datos de los apéndices), la dosis administrada de
STZ fue de 65 mg/kg en volumen de 1 ml.

Previo a la administracién del farmaco o vehiculo, se peso a los sujetos y se privo
de alimento por al menos 6 horas con agua ad libitum. La preparacion de la STZ
se realizd el mismo dia programado para la inyeccion de los sujetos, el vehiculo

utilizado fue buffer de citratos. La administracion de la solucion se realizé por via

15



intraperitoneal usando jeringas de 3 ml de 23-G no tardando mas de 5 minutos en
el uso de toda la solucién para evitar la rapida degradacién del farmaco. La mayor
parte de la manipulacion del farmaco se realizé rapidamente y lejos de la luz ya
que se ha descrito que el farmaco es fotosensible y altamente inestable incluso en
la solucidén vehiculo. Posterior a la inyeccion, los sujetos tuvieron acceso libre a
alimento y como liquido se proporciond solucion de sacarosa al 10% por 24 horas,
pasado ese periodo de tiempo se restauro el acceso al agua natural.

Wu & Huan (2008), reportan que es posible identificar los efectos a nivel del
pancreas (destruccién de células beta pancreaticas) 72 horas posteriores a la
administracion de la STZ, por ello se realizé en este tiempo la determinacion de
hiperglucemia con un glucémetro comercial (OneTouch ultra mini). Para realizar
las mediciones de la concentracion de glucosa en sangre se privo de alimento a
los sujetos durante 6 horas (de las 7 a las 13 hrs).

La asignacion de los grupos fue previa a la administracion de STZ. No obstante,
debido a que no todos los sujetos desarrollan hiperglucemia, se conformé un

grupo adicional con estos en el experimento de estandarizacion.

8.2- ESTANDARIZACION DEL MODELO

Los sujetos fueron alojados en cajas individuales para poder cuantificar el
consumo de agua y alimento con el objetivo de registrar los diferentes parametros
fisiolégicos como polidipsia, polifagia e hiperglicemia en el modelo de diabetes en
ratas.

Se tomaron medidas de linea base de todas las variables durante los cinco dias
que siguieron a la llegada de las ratas al bioterio. Posterior a la asignacion de
grupos, se realizo la induccidén de diabetes experimental, como se describio en el
apartado anterior.

Se registré diariamente el peso corporal, consumo de agua y consumo de
alimento. Las mediciones de glucosa se realizaron en una muestra de sangre

obtenida por puncién en la punta de la cola del animal.
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Los niveles de glucosa en sangre se midieron antes de la administracion de STZ
(linea base), 72 horas posteriores a la inyeccidon (diagndstica) y posteriormente
dos veces por semana durante el tiempo de vida experimental de los sujetos.

Una vez finalizado el tiempo experimental asignado a cada grupo (6 y 12
semanas) se perfundié a los sujetos a través de una puncion cardiaca por la cual
se clarearon los tejidos con solucion salina y se fijaron con paraformaldehido
(PFA) al 4% (Figura 3).

L;:g; i?ga Administracién Perfusion

| Habituacion y linea basel Mediciones por 6 6 12 semanas
Peso, alimento, agua, glucosa

Figura 3. Diseno experimental para estandarizacion del

modelo. Se muestran los momentos de inyeccidn y registro
para las variables evaluadas en el modelo de diabetes inducido
por STZ.

8.3- RELACION ENTRE ESTRES CRONICO Y DIABETES
Para la comparacion de grupos con y sin estrés en condiciones de normo e
hiperglucemia, los sujetos fueron alojados en cajas comunales con 5 sujetos por
cada caja habitacion.
Se realizdé la asignacion de sujetos a cada uno de los grupos, la exposicion a
estrés se realizd posterior a la induccién de la diabetes experimental como se
describié anteriormente y las mediciones de peso y glucosa se realizaron durante
6 semanas.
El peso se registro cada 24 horas, mientras que las mediciones de glucosa fueron
4: una linea base, una diagndstica y posteriormente cada 15 dias hasta el dia del
sacrificio de los animales 6 semanas después del reto (Figura 4).
El estimulo de estrés se presentd a las 72 horas después del reto mediante la
bateria de estrés crénico impredecible (CUSB), con duracion de 10 dias, validada
por el Laboratorio de Neuropsicofarmacologia de la Facultad de Psicologia de la
UNAM (Rosemberg-Garcia et al, 2013; Ruiz-Garcia et al, 2013; Torres Carrillo,
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2016), dicho protocolo cuenta con la aprobacién del Comité de Etica para la
Investigacion de la misma institucion (FPSI/422/CEIP/449/2018) (Tabla 1).

CUSB es una serie de 6 estresores aleatorizados a los que se expone a los
sujetos durante 10 dias. El propdsito de la bateria es generar estrés cronico y
evitar la habituacién o prediccion de los estimulos estresores durante la exposicion

de los sujetos.

Dia Estrés

Restriccion de movimiento 20 min (9:00h; 14:00h; 19:00h).

Cama mojada 3h (12:00h); Luces prendidas toda la noche 12h (20:00h).

Restricciéon de movimiento 20 min (9:00h; 14:00h; 19:00h).

Cama inclinada 45° 3h (12:00h); Cama mojada toda la noche 12h (20:00h).

Agua fria 16°C 5 min (13h); Luces prendidas toda la noche 12h (20:00).

Cama mojada 3h (12:00h); Privaciéon de agua toda la noche 12h (20:00h).

Restriccion de movimiento 20 min (9:00h; 14:00h; 19:00h).

Cama inclinada 45° 3h (12:00h); Cama mojada toda la noche 12h (20:00h).

O O N| & O Al W N| =

Agua fria 16°C 5 min (13h); Luces prendidas toda la noche 12h (20:00).

-
o

Restriccion de movimiento 20 min (9:00h; 14:00h; 19:00h).

Tabla 1. Bateria de estrés crénico impredecible (CUSB).
Estresores desarrollados y estandarizados por el Laboratorio de
Neuropsicofarmacologia de la Facultad de Psicologia de la
UNAM para CUSB.

Posterior a las 6 semanas del protocolo los sujetos fueron sacrificados por

decapitacién y se colectd sangre troncal para separar el suero (Figura 4).
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Llegada a

i . Administracién Sacrificio
bioterio
| Habituacion y linea base Mediciones por 6 semanas ‘
I Peso y glucosa

Figura 4. Disefio experimental para evaluar relaciéon entre
estrés crénico y diabetes. Se muestran los momentos de
inyeccion, exposicion a CUSB y registro para las variables

evaluadas.

8.3.1- ANALISIS DE MUESTRAS
Posterior al sacrificio, por decapitacién rapida, se obtuvo sangre troncal en tubos
de 10 ml de los sujetos y se refriger6 a 3°C para su coagulacion, una vez
coagulada en dichos tubos, la sangre se centrifugd a temperatura ambiente a
1500rpm por 10 minutos y se obtuvo el suero para los analisis de corticosterona y
VEGF-A.
Los niveles de corticosterona en suero se analizaron por medio del DetectX®
Corticosterone Enzyme Immunoassay kit de Arbor Assays a partir de un volumen
de 5 pl de muestra de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Los valores que
resultaron de las lecturas se analizaron con una funcion logistica de cuatro
parametros.
Se utilizé6 un inmunoensayo enzimatico de sandwich para mediciéon cuantitativa in
vitro para los niveles de VEGF-A, ELISA Kit for Vascular Endothelial Growth Factor
A (VEGFA) de Cloud-Clone Corp. La medicién se hizo a partir de un volumen de
50 yl de muestra siguiendo las indicaciones del fabricante. Los resultados de las
absorbancias se analizaron con una funcién logistica de 2 parametros
La seleccién de las funciones para cada kit de ELISA se hizo siguiendo las

indicaciones del fabricante.

8.3.2- ANALISIS ESTADISTICO
El analisis de las comparaciones entre todos los grupos normoglucémicos, durante

la estandarizacion del modelo, se realizaron con Kruskal-Wallis.
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Los analisis de comparacion entre 6 y 12 semanas durante la estandarizacion del
modelo y de pesos corporales durante CUSB se hicieron con ANOVA de una via
con la prueba post hoc Tukey. El analisis de los ultimos dias de vida experimental
en la evaluacién de la relacién estrés-diabetes, se realiz6 con un ANOVA de una
via con la prueba post hoc Holm-Sidak.

El andlisis de los registros de glucosa en la evaluacién de la relacion estrés-
diabetes, se utiliz6 un ANOVA de dos vias (grupo x momento de medicion) con la
prueba Tukey como post hoc.

Los datos de las concentraciones de corticosterona y VEGF-A medidos por ELISA
se analizaron con un ANOVA de una via y se realizaron analisis de correlacion de
Spearman para VEGF, corticosterona, peso corporal de los ultimos 15 dias de vida

y glucosa P1.

9- RESULTADOS

9.1- ESTANDARIZACION DEL MODELO

Para verificar los efectos de STZ en su dosis diabetogénica se analizaron las
variables glucosa en sangre, peso corporal y consumos de agua y alimento
(Figura 5).

Los datos de los niveles de glucosa en sangre permiten, de manera indirecta,
corroborar el efecto de la STZ sobre las células beta pancreaticas. El incremento
de los niveles de glucosa en sangre es donde se observa el principal efecto
diabetogénico del tratamiento con STZ (Figura 5A). En la linea base, los sujetos
de los cuatro grupos tienen valores similares en esta variable, aproximadamente
100 mg/dL, que son considerados normoglucémicos. Este dato permite sustentar
que los cambios posteriores en esta variable son debidos a la manipulacion
experimental con STZ.

Los sujetos del grupo testigo no recibieron manipulacion alguna, por lo que sus
niveles de glucosa en sangre se mantienen en valores similares a los de la linea
base. En el caso del grupo vehiculo se observa que sus valores de glucosa se

empalman con los del grupo testigo sustentando la inocuidad del vehiculo. Estos
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resultados permiten identificar, por una parte que no hay diferencia entre los

grupos testigo y vehiculo, y en segunda que los valores de glucosa en sangre se

mantienen relativamente estables en los sujetos a lo largo del experimento.

Glucosa en sangre
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Figura 5. Efectos diabetogénicos de la estreptozotocina. Se

muestran los efectos de la administracién de STZ 65 mg/kg o

vehiculo, indicado con la flecha roja, posterior a la linea base

(LB) en las variables de glucosa en sangre (A), peso corporal

de los sujetos (B), consumo de agua (C) y consumo de alimento

(D). Los datos se expresan como media £ SEM.

La administracion de STZ (65 mg/kg i.p.) indujo un incremento significativo de los

niveles de glucosa en sangre como se reporta en la literatura (Wu & Huan, 2008).

Los niveles en sangre de estos sujetos hiperglucémicos (400 mg/dL), también se
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mantienen relativamente constantes a lo largo del tiempo de registro (6 y 12
semanas).

Debido a que se registré el peso de cada sujeto diariamente, se pudo monitorear
el comportamiento de esta variable en el tiempo y observar el efecto de STZ sobre
la misma (Figura 5B).

Los registros permiten observar que los sujetos del grupo testigo presentan un
incremento de su peso conforme avanza su tiempo de vida. Este resultado era
predecible debido a que experimentos que ocupan un amplio intervalo de tiempo
contemplan parte del crecimiento de los sujetos experimentales. Por otro lado,
también se aprecia que el vehiculo administrado no tiene efecto en el peso a lo
largo del experimento, pues su funcion se sobrelapa con la del grupo testigo.

En la grafica de peso también se indica el dia de administracion de STZ. Previo a
la administracion del farmaco, se observa que los sujetos tienen pesos similares y
un comportamiento similar de esta variable. Sin embargo, los sujetos tratados con
STZ no solo pierden peso, sino que estos valores se mantienen relativamente
constantes a lo largo de todo el tiempo de registro. Este dato, en conjunto con las
mediciones de glucosa, indica que la hiperglucemia genera una pérdida de peso
en los sujetos, y ademas que estos mismos sujetos no siguen la curva progresiva
de incremento en este parametro como se muestra en el grupo control. Si bien no
se midié masa muscular o niveles de grasa corporal, los efectos tan marcados en
el peso de los animales sugiere la necesidad de evaluar dichas variables en
futuras investigaciones.

En conjunto, los datos de peso corporal permiten validar que la administracion de
STZ genera el fenotipo caracteristico de la diabetes tipo 1 al hacer uso de las
reservas de largo plazo como pueden ser musculares y adiposas.

De igual manera, los registros diarios de consumo de agua y alimento permitieron
evaluar el efecto de STZ sobre estas variables a lo largo de todo el protocolo
experimental (Figuras 5C y 5D).

En la grafica se puede observar nuevamente que las funciones de los grupos
testigo y vehiculo se sobrelapan indicando que la administracion del vehiculo no

tiene efecto. Asi mismo, se observa que los valores de linea base son similares

22



entre los cuatro grupos indicando homogeneidad entre los sujetos. Los grupos
hiperglucémicos también guardan similitud entre sus valores de consumo de agua
y alimento.

A diferencia de los registros de peso se observé que para las dos condiciones, con
y sin STZ, los valores de ingesta de agua y alimento no tienen un incremento
progresivo a lo largo del tiempo. Esto indica que dichos parametros se mantienen
relativamente estables a lo largo de la vida experimental de los sujetos.

Para el registro de consumo de agua se observa que los sujetos con
hiperglucemia tienden a incrementar de manera significativa su consumo de
liguido estableciéndose alrededor de los 200 mL diarios, mientras que los
normoglucémicos se mantienen alrededor de los 50 mL diarios. Este resultado
coincide con la polidipsia presente en la diabetes.

Respecto al consumo de alimento se obtuvieron valores notablemente mayores en
los sujetos hiperglucémicos, alrededor de los 40 g diarios, comparados con los
normoglucémicos que consumian menos de 30 g de alimento al dia. Estos datos
corresponden con la polifagia observada en los pacientes con diabetes tipo 1.

Con estos resultados, se muestra que los cambios en las variables registradas
sistematicamente (peso, consumo de agua y alimento) se deben a un incremento
de los niveles de glucosa en sangre. Por esta razon se compararon los registros
en las mismas variables entre los sujetos normoglucémicos correspondientes a los
grupos testigo, vehiculo y sujetos que no respondieron al tratamiento con STZ
(Figura 6). Debido a que los datos de los sujetos no responsivos a STZ se se
circunscriben a 6 semanas, los analisis que se presentan no consideran el periodo
de 12 semanas. Sin embargo, los registros anteriores muestran que los valores de
los grupos testigo y vehiculo se empalman también hacia el final de las 12
semanas. Los analisis estadisticos para estas comparaciones se realizaron con
una prueba de Kruskal-Wallis. Debido a que el peso tiende a incrementarse con el
paso del tiempo, solamente se consideraron los ultimos cinco dias de registro del

periodo de 6 semanas.
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Figura 6. Comparacion entre grupos normoglucémicos. Se
presentan los valores para las variables glucosa (A), peso
corporal (B), consumo de agua (C) y consumo de alimento (D)
en los grupos testigo, vehiculo y STZ sin hiperglucemia. Los
datos se expresan como media * SEM no se obtuvieron

diferencias estadisticas p>0.05.

Testigo Vehiculo STZ sinH

La grafica de los niveles de glucosa en sangre, en los tres grupos, muestra que los

sujetos tenian niveles glucémicos similares (alrededor de los 100 mg/dL). No se

obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (H=0.3130 p>0.05 df=2).

Esto corrobora en primera instancia que el vehiculo y el testigo realmente son

similares entre si, y en segunda demuestra que los sujetos que son tratados con la

dosis diabetogénica de STZ 65 mg/kg y no responden al tratamiento tienen niveles

de glucosa similares a los sujetos que nunca fueron expuestos al farmaco.
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Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tres
grupos en las variables de peso corporal (H=3.385 p>0.05 df=2), consumo de
agua (H=0.9412 p>0.05 df=2) y consumo de alimento (H=1.153 p>0.05 df=2).

La ausencia de diferencias significativas en los tres grupos normoglucémicos
sugiere que los niveles de glucosa en sangre son los responsables de los efectos
en las variables de peso corporal y consumos de agua y alimento.

Los resultados de la comparacion entre grupos normoglucémicos permitio
establecer al grupo vehiculo como el grupo control contra el cual se realizaron las
comparaciones de los valores de los grupos con hiperglucemia.

Debido a que los grupos hiperglucémicos se separaron en ventanas de tiempo de
6 y 12 semanas, las graficas que se presentan a continuacion toman en cuenta los
registros del grupo vehiculo para las mismas 6 y 12 semanas (Figura 7). Para
analizar las diferencias entre grupos, en estas comparaciones se utiliz6 un ANOVA

de una via con un analisis post hoc con la prueba de Tukey.
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Figura 7. Analisis de variables a 6 y 12 semanas. Se
presentan las comparaciones entre los grupos hiperglucémicos
y los sujetos vehiculo para evaluar la estabilidad de los efectos
en el tiempo a 6 y 12 semanas sobre las variables glucosa (A),
peso corporal (B), consumo de agua (C) y consumo de alimento
(D). Los datos se expresan como media + SEM, las diferencias

estadisticas (p<0.05) entre grupos se indican con asterisco (*).

De acuerdo con los resultados anteriores, los valores de glucosa en sangre son
mas altos en los sujetos tratados con STZ que los sujetos control. EI ANOVA
mostro diferencias estadisticamente significativas en esta variable (F(3,16)=81.35
p<0.05), el analisis post hoc Tukey (p<0.05) permitid identificar las diferencias
entre los grupos vehiculo y STZ para cada una de las condiciones. No se

encontraron diferencias en glucosa entre los grupos vehiculo ni entre los grupos
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STZ. Estos resultados dan valor estadistico a la observacién de los registros
regulares de glucosa que se mantienen constantes a lo largo del tiempo de vida
experimental de los sujetos normoglucémicos e hiperglucémicos (Figura 5A).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las comparaciones
del peso corporal de los sujetos (F(3,16)=46.90 p<0.05); el analisis post hoc Tukey
(p<0.05) mostr6 que las diferencias se encontraban entre los sujetos
normoglucémicos y los hiperglucémicos tanto para 6 como para 12 semanas. En
este parametro se observan también diferencias entre las mediciones de los
sujetos vehiculo a 6 y 12 semanas, sin embargo, estas diferencias no se
encontraron entre los sujetos con STZ. Estos resultados refieren a los registros
diarios de peso en donde los sujetos normoglucémicos presentan un incremento
progresivo en el peso corporal mientras que los sujetos hiperglucémicos tienen un
peso mas bajo y una ganancia de peso corporal disminuida (Figura 5B).

De manera similar a los niveles de glucosa en sangre, se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas para las variables de consumo de agua
(F(3,16)=58.13 p<0.05) y consumo de alimento (F(3,16)=34.98 p<0.05), en ambos
casos, el analisis post hoc Tukey (p<0.05) revelé que las diferencias se
encuentran entre los grupos vehiculo y los grupos STZ, tanto a las 6 como a las 12
semanas. No se observaron diferencias entre 6 y 12 semanas para ambos grupos
hiperglucémicos y tampoco para los grupos normoglucémicos.

Estos resultados en conjunto permiten afirmar que, en términos de las variables
analizadas, no hay diferencias entre los periodos de 6 y 12 semanas posteriores a
la administracion de STZ mostrando estabilidad en los efectos del farmaco en el
tiempo. Considerando estas observaciones, la relacién entre estrés cronico y

diabetes se monitoreo a las 6 semanas.
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9.2- RELACION ENTRE ESTRES CRONICO Y DIABETES

Una vez estandarizado el modelo, se prosiguio a la evaluacién de la relacion entre
estrés cronico y diabetes. Debido a que los sujetos se alojaron grupalmente para
la evaluacion de estrés, no se tomaron registros de consumo de agua y alimento.
Se presentan los datos de los registros de peso colectados cada 24 horas y las
cuatro mediciones de glucosa correspondientes a la linea base, diagndstica y dos
de seguimiento posteriores al reto. De las dos mediciones de seguimiento, la
primera se dio 5 dias tras finalizar CUSB (para los grupos estrés) o los dias
correspondientes para los grupos sin estrés, esta medicion se denominé P1. La
segunda medicion de seguimiento fue 10 dias previos al sacrificio de los sujetos y
se denomind P2. Finalmente se presentan las mediciones de concentracion de
corticosterona y VEGF-A en suero de los sujetos al concluir la semana 6 de
experimento.

Del registro diario de peso corporal se presenta una grafica progresiva de esta

variable, similar a las presentadas en la validacion del modelo (Figura 8).
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Figura 8. Peso corporal en grupos hiper y
normoglucémicos con y sin estrés. Se presentan los datos
del registro diario de peso durante las seis semanas de

experimento. Los datos se expresan como media + SEM.
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Sobre la ganancia de peso se puede apreciar que, para los sujetos de los grupos
vehiculo, hay un incremento progresivo en el peso corporal. Se observa que en el
caso de los sujetos hiperglucémicos de los dos grupos diabetes, al igual que en la
validacion del modelo, se tienen valores menores que los sujetos
normoglucémicos.

Debido a que en la grafica de ganancia de peso se aprecia un decremento de esta
durante los dias de exposicion a estrés, se corrid una regresion lineal a los valores
de peso durante CUSB para todos los grupos para hacer evidente el

comportamiento de los datos en esta manipulacion (Figura 9).
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Figura 9. Regresion lineal del peso corporal en CUSB. Se
muestran las funciones de las regresiones lineales aplicadas al

desarrollo del peso corporal durante los 10 dias de CUSB.

Las funciones de regresion lineal confirman que los sujetos V tienden a
incrementar su peso corporal presentando una pendiente de 4.993 £ 0.2744. Sin
embargo, los sujetos V-E muestran un peso menor con una pendiente de 1.512 +
0.5802. Este resultado indica que los sujetos expuestos a CUSB presentan una
disminucidén en la ganancia de peso. Por su parte, los sujetos hiperglucémicos
tienen pesos menores; se observa que los sujetos D tienden a incrementar

ligeramente su peso corporal (pendiente de 1.047 + 0.2945). No obstante, los
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sujetos D-E muestran un decremento evidente de la ganancia de peso corporal
durante la exposicion a estrés, teniendo una pendiente negativa de -2.527 *
0.7316 lo que indica que no solamente tienen pesos menores sino que tienden a
disminuirlo durante la exposicion a CUSB.

Debido a los datos observables en las funciones de regresion lineal, se procedio a
comparar los valores de peso corporal durante la segunda mitad exposicion a
CUSB (Figura 10).
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Figura 10. Peso corporal en CUSB. Grafica de la comparacion
entre los grupos normo e hiperglucémicos con y sin estrés
durante los ultimos 5 dias de CUSB. Los datos se expresan
como media + SEM, las diferencias estadisticas (p<0.05) entre

grupos se indican con asterisco (*).

Los datos de esta comparacion se analizaron con ANOVA de una via obteniendo
diferencias estadisticamente significativas (F(3, 35)= 12.048 p<0.05). Se utilizé la
prueba post hoc Tukey (p<0.05) que mostré diferencias entre el grupo vehiculo y
los dos grupos con hiperglucemia, esto de acuerdo con los datos previos. El grupo
V-E presenta un decremento significativo del peso corporal con respecto al grupo

V dando valor estadistico a las observaciones que se hicieron en las graficas
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anteriores. De manera similar, existe un decremento significativo en el peso
corporal del grupo D-E comparado contra el grupo D. De esta observacién se
concluye que el estrés afecta el peso de los sujetos con y sin diabetes inducida.

A diferencia de las observaciones realizadas durante la estandarizacion del
modelo, en este caso no se encontraron diferencias entre los pesos de los sujetos
de los grupos V-E y D durante CUSB. Esto no coincide con lo reportado hasta el
momento en el presente trabajo, ya que los sujetos V-E son normoglucémicos y
los datos indicaban que los efectos en la disminucion del peso corporal
aparentemente se debian a los altos niveles de glucosa en sangre.

Debido a que en la grafica de ganancia progresiva de peso (Figura 8) se observo
que los sujetos expuestos a estrés no compensan su peso corporal, se realizdé una

comparaciéon del peso de los ultimos 15 dias experimentales (Figura 11).
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Figura 11. Peso final en protocolo estrés. Se presentan los
valores de peso corporal en los ultimos 15 dias de vida
experimental de los sujetos normo e hiperglucémicos con y sin
estrés. Los datos se expresan como media = SEM, las
diferencias estadisticas (p<0.05) entre grupos se indican con

asterisco (*).

31



Para el analisis de estos datos se utilizd un ANOVA de una via que arrojo
diferencias estadisticamente significativas (F(3,35)=21.024 p<0.05). Como prueba
post hoc se utilizdé Holm-Sidak que mostré diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los dos grupos vehiculo versus los dos grupos
diabetes. Para los grupos de D y D-E no se observan diferencias estadisticamente
significativas, como en el caso de CUSB ya que ambos grupos muestran pesos
similares. Sin embargo, el peso del grupo V-E es significativamente menor que el
del grupo V. La diferencia sostenida de peso entre los grupos diabetes y vehiculo
van de acuerdo con los datos reportados durante la estandarizacion del modelo.
Esto sugiere que, si bien hay una recuperacion del peso corporal posterior al
estrés, en el caso de los sujetos normoglucémicos esta recuperacion no es
suficiente pues los sujetos expuestos a estrés conservan pesos menores a lo largo
del registro. Esto podria estar relacionado con una ingesta disminuida de alimento
que podria derivar a su vez el uso de almacenes de energia a largo plazo como
grasa y musculo, sin embargo, en este experimento no se cuantificé el consumo
de alimento.

Debido a que, en la estandarizacion del modelo, se determind que los niveles de
glucosa se mantienen relativamente estables a lo largo de la vida experimental de
los sujetos, se realizaron solamente dos medidas de glucosa posteriores al
diagndstico de la hiperglucemia (P1 y P2). Los datos se graficaron como variable

continua (Figura 12).
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Figura 12. Glucosa en sangre en protocolo estrés. Se
presentan los valores de glucosa en sangre de las mediciones
realizadas a lo largo del experimento. Los datos se expresan
como media * SEM. Con asterisco (*) se muestran las
diferencias estadisticas (p<0.05) entre los grupos vehiculo (V y
V-E) contra los grupos diabetes (D y D-E). Con cruz () se
marcan las diferencias estadisticas (p<0.05) entre el grupo D y

el grupo D-E.

Debido a la naturaleza de los datos, para el analisis se utilizé un ANOVA de dos
vias (grupo x momento de medicion) con la prueba Tukey como post hoc. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los factores medicién
(F(3,96)=113 p<0.05), grupo (F(3,32)=113 p<0.05) y en la interaccion de ambos
(F(9,96)=39.40 p<0.05). La prueba de Tukey mostré que en la linea base no hay
diferencias entre los grupos, sin embargo, desde la medicién diagndstica hasta P1
y P2 los grupos D y D-E son significativamente mas altos en sus valores de
glucosa en sangre que ambos grupos vehiculo. Pese a que los grupos con
diabetes tienen niveles elevados de glucosa, en la medicion P1, lo sujetos D-E
tienen niveles de glucosa significativamente mas bajos que el grupo D. Esa

diferencia entre los grupos hiperglucémicos desaparece hacia el final del
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experimento en P2, un comportamiento similar al peso corporal en los mismos
grupos.

A partir de los valores arrojados por el ajuste a la funciéon 4PLC (Figura 11.2.1 en
Apéndice 11.2), se calcularon los niveles de corticosterona al despejar x de la
funcién (Figura 13). Para las graficas y el andlisis, los resultados del despeje se

multiplicaron por el factor de disolucion que en este caso fue de 100.
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Figura 13. Concentracidon de corticosterona. Se presentan
los valores de la concentracidn de corticosterona en los grupos
normo e hiperglucémicos con y sin estrés. Los datos se
expresan como media £+ SEM no se obtuvieron diferencias

estadisticas p>0.05

Los datos de las concentraciones de corticosterona se analizaron con un ANOVA
de una via y no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
(F(3,32)=2.767 p>0.05). En la grafica se observa que los grupos V, V-E y D tienen
dispersiones de datos notablemente homogéneas por lo que no se esperarian
diferencias significativas. Sin embargo, es claro que hay una gran variabilidad en
los datos del grupo D-E. Estos resultados sugieren que el estrés en la condicion
de hiperglucemia afecta selectivamente a los sujetos a largo plazo considerando

que estas mediciones ocurrieron 6 semanas después de la administracién de STZ.
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A partir de los valores obtenidos por el ajuste de las absorbancias a la funcion de
dos parametros (Figura 11.2.2 en Apéndice 11.2), se calcularon los niveles de

VEGF-A al despejar x de la funcion (Figura 14).
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Figura 14. Concentracion de VEGF-A. Grafica de las
concentraciones de VEGF-A en los grupos normo e
hiperglucémicos con y sin estrés. Los datos se expresan como

media £ SEM no se obtuvieron diferencias estadisticas p>0.05

Los valores de las concentraciones de VEGF-A se analizaron con un ANOVA de
una via y no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
(F(3,32)=2.767 p>0.05). Se puede apreciar que no existe una diferencia
considerable entre los grupos.

Las correlaciones de Spearman fueron significativas solamente para el caso
VEGF-corticosterona (rs=-0.537 p<0.05) y glucosa P1-Peso final (rs=-0.666
p<0.05).
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10- DISCUSION

El modelo murino de diabetes tipo 1 por administracion de STZ estandarizado en
este protocolo provoca hiperglucemia en la mayoria de los sujetos experimentales,
de acuerdo al modelo reportado por Wu & Huan (2008).

La ausencia de diferencias en las comparaciones entre los grupos
normoglucémicos, testigo, vehiculo y STZ sin hiperglucemia, demuestran que los
cambios vistos en peso corporal, consumo de agua, consumo de alimento y
poliuria se deben a los incrementos significativos en los niveles de glucosa en
sangre. Dentro de este argumento, se observé que los sujetos tratados con STZ
(hiperglucémicos), incrementan su consumo de agua (polidipsia) y alimento
(polifagia), similar al incremento en los pacientes con diabetes. Los mismos
sujetos hiperglucémicos presentan poliuria (alta produccion y excrecién de orina);
a pesar de que en este estudio no se cuantificaron los niveles de orina, el aserrin
de las cajas habitacion en donde se encontraban estos sujetos debia cambiarse
diariamente por el exceso de orina. El incremento en el consumo de alimento en
estos sujetos contrasta con el decremento significativo de peso corporal, los cual
puede atribuirse a una falta de aprovechamiento de glucosa por la deficiencia de
insulina que conlleva a una utilizacién de tejido adiposo y muscular y se refleja en
pérdida de peso corporal. Sin embargo, estas observaciones no pueden
sustentarse con los registros realizados en la presente investigacion. Dentro de las
medidas realizadas, la mas relevante para fines del estudio fueron los niveles
elevados de glucosa que se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo en los
sujetos que respondieron al reto de STZ.

Debido a que los efectos observados entre los grupos de 6 y 12 semanas no
mostraron diferencias, a excepcion del peso, las evaluaciones subsecuentes en la
relacion entre estrés y diabetes, se realizaron durante 6 semanas de registro. Esto
representa una ventaja desde el punto de vista ético ya que al no proporcionar
tratamiento para compensar el deterioro inducido por la hiperglucemia, la
reduccion en el tiempo experimental garantiza la integridad de los sujetos a lo

largo del protocolo.



Se observaron efectos de la manipulacion por estrés crénico en las variables de
peso y glucosa. Se determin6 que CUSB reduce significativamente el peso
corporal durante la exposicion de todos los sujetos con y sin diabetes; pese a que
existe una recuperacion fisiolégica en esta variable, no es suficiente en el caso de
los sujetos normoglucémicos estresados (V-E), ya que mantienen los niveles de
peso significativamente mas bajos que los normoglucémicos sin estrés (V) hacia el
final del experimento. En el caso de la glucosa, todos los sujetos diabéticos
tuvieron niveles mas altos que los sujetos vehiculo, sin embargo, en la medicion
cercana a CUSB (P1) los sujetos D-E tuvieron valores mas bajos que los D. En la
evaluacion de correlacion entre glucosa y peso corporal, la correlacion negativa
estadisticamente signitificativa entre variables, permitié corroborar los datos de la
estandarizacion del modelo en la que la hiperglucemia induce baja de peso.

Sobre el efecto del estrés en el peso corporal, estudios previos han descrito que el
estrés crénico disminuye el valor de esta variable (Guo et al, 2018; Marin et al,
2007) de manera que puede considerarse un indicador de la efectividad del estrés
cronico variable (Vares et al, 2018). En este contexto, los resultados del presente
trabajo, en peso corporal, replican lo descrito en la literatura que ha sido explicado
principalmente por un decremento en la ingesta de alimento (Marti et al, 1994). No
obstante, la anorexia inducida por estrés no puede verificarse con los parametros
de la presente investigacion debido a que no se cuantifico la ingesta de alimento a
excepcion de la estandarizacion del modelo. A pesar de que la privacion de agua
también provoca reducciéon de consumo de alimento y peso corporal, en el
presente trabajo solamente hay un periodo de 12 horas de privacion de agua y el
efecto de baja de peso corporal se mantiene semanas después de ello, por lo que
no podriamos explicar los cambios en esta variable por dicha manipulacion, asi
mismo, la exposicidbn a estresores que no incluyen privacion de agua también
decrementan el peso corporal y la ingesta de alimento (Marti et al, 1994). No
obstante, sera importante considerar en futuras investigaciones las mediciones de
ingesta de alimento, ingesta de agua y medicion de glucosa durante la exposicion

a estrés para mejorar los argumento a favor de este planteamiento.
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Lo descrito hasta el momento, confirma el valor de demanda y movilizacion de
recursos energéticos que representa el estrés en el organismo. Pese a que todos
los sujetos expuestos a estrés (normoglucémicos e hiperglucémicos)
decrementaron su peso corporal y que esta diferencia se mantuvo en los sujetos
normoglucémicos, la ausencia de resultados significativos en peso final de los
sujetos diabéticos puede responder al marcado deterioro que presentan los
sujetos en estas condiciones; considerando la grafica de ganancia de peso (Figura
8), se observa que las ratas con hiperglucemia tienen pesos mas bajos, y la
ganancia de peso a lo largo de las seis semanas es practicamente nula. Asi
mismo, la ausencia de efectos de CUSB en la glucosa de los sujetos vehiculo
sugiere que los efectos del estrés ocurren en funcidn de las condiciones
fisioloégicas del organismo. Esta observacion cobra relevancia debido a que en
este trabajo se propone que algunas variables involucradas en el cuadro de la
diabetes pueden ser moduladas por el estrés.

La recuperacion de peso corporal que se da hacia el final del experimento puede
indicar una regulacion por parte del sistema de aprovechamiento de recursos
energéticos. Sin embargo, esto no permite obviar que haya alteraciones
metabdlicas (peso y glucosa) y endocrinas (corticosterona) inducidas por CUSB
que se mantienen a largo plazo en los sujetos expuestos. Esta conclusion resulta
del bajo peso que se observa en los sujetos V-E, el cambio en glucosa del grupo D
y la variacion en los niveles sistémicos de corticosterona séricos del grupo D-E.

Es importante reiterar que las mediciones que corticosterona se realizaron 6
semanas después de la induccion de diabetes, por lo que los efectos que se
observan en los resultados son producto tanto de la interaccién de la diabetes
como del estrés cronico. Previamente se ha descrito que CUSB modifica los
niveles de corticosterona en suero (Torres Carrillo, 2019), sin embargo, los
resultados de los sujetos V-E muestran que estas modificaciones no se observan
semanas después de la exposicion a CUSB. Esto es predecible de acuerdo a los
mecanismos de retroalimentacion negativa del eje HPA, por lo tanto, el incremento

en la variabilidad del grupo D-E puede indicar que existe una alteracién sostenida



de los mecanismos de regulacion del eje HPA en los sujetos hiperglucémicos que
fueron expuestos a la bateria de estrés.

El analisis de corticosterona mostré un incremento notable en la variabilidad de su
concentracion en los sujetos D-E, destacando de la alta homogeneidad en los
otros grupos. Los niveles sistémicos de corticosterona en suero no muestran
cambios en los sujetos V-E, V y D lo cual se contrapone a investigaciones previas
en las que sujetos hiperglucémicos muestran niveles altos de corticosterona por
alteraciones en el eje HPA (Erickson et al, 2017). Sin embargo, se ha reportado
también que hay resultados contrapuestos en las mediciones de CORT en
pacientes con diabetes (Joseph & Golden, 2017). La discrepancia de estos
resultados puede explicarse en el contexto de que el deterioro del eje HPA, y sus
sistemas de retroalimentacién, no necesariamente se expresan directamente en
los niveles de CORT; es posible que la alteracion en los niveles de CORT se
circunscriba a un momento de alto deterioro de los pacientes, momento que
generalmente ocurre al pasar mas tiempo con diabetes, y que sea esa la razén por
la que se observan altos niveles de CORT en modelos animales con largos
periodos de registro (Erickson et al, 2017). En esta perspectiva, es probable que
exista un punto donde el efecto endocrino es evidente en CORT, sin embargo, la
variabilidad del grupo D-E y los resultados contrapuestos apuntan a que el
progreso de dicho deterioro puede modularse por algunos factores que interactuen
con el eje como el estrés. De esta manera, los grupos diabetes y diabetes estrés
podrian considerarse dos momentos en la alteracion endocrina de la diabetes
donde el estrés promueve una afectacion de la retroalimentacién negativa del eje
facilitando el incremento de corticosterona. De esta manera puede explicarse que
mas de un sujeto presente niveles altos de corticosterona con respecto a los
demas sujetos. Para corroborar esta hipdtesis sera importante considerar la
medicion continua de corticosterona, asi como el seguimiento de otros elementos
del eje HPA, como el mismo hipocampo, que se ha visto que se encuentra
afectado en condiciones de estrés y que representa un elemento importante en la

retroalimentacion negativa del eje (Joéls et al, 2004).
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Finalmente, se planteaba que los niveles de VEGF-A podrian proporcionar un
indicador del deterioro en los sujetos sobretodo al considerar que las
complicaciones cronicas se relacionan con la micro y macrovasculatura, sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
sujetos diabéticos. Esto puede implicar que el estrés no tiene efecto en la
progresion de las complicaciones médicas derivadas de la diabetes, pero también
pueden responder a que las mediciones fueron sistémicas y se ha descrito una
variacion tejido especifica de los niveles de VEGF-A (Nowacka-Chmielewska et al,
2017). De esta manera sera importante contemplar en futuros estudios la
evaluacion de otros indicadores de deterioro asi como la medicion selectiva de
VEGF-A en regiones especificas como retina e hipocampo. Sin embargo, la
correlacion negativa encontrada entre corticosterona y VEGF, sugiere que puede
haber relacion entre la desregulacion endocrina y algunas complicaciones
relacionadas a la vasculatura, no obstante, debido a la expresion tejido-especifica

del VEGF, es necesario explorar puntualmente esta relacién.
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10- CONCLUSION

Se logro la estandarizacion del modelo de diabetes tipo 1 por administracion de
estreptozotocina a partir de la reproduccion de los principales sintomas de la
enfermedad que incluyen hiperglucemia, bajo peso corporal, polidipsia, polifagia y
poliuria. Estas caracteristicas refuerzan el caracter del modelo como una
herramienta util para el estudio de los efectos de la diabetes tipo 1 en animales no
humanos.

La importancia de considerar al estrés dentro de los modelos experimentales de
diabetes, resulta critica ya que, hasta ahora, dichos modelos no incorporan
variables cotidianas que aparecen durante el desarrollo de la enfermedad vy
pueden llegar a modularla. En esta perspectiva el estudio del estrés favoreceria el
desarrollo de estrategias de prevencion mas integrales y la consideracion de otros
factores de riesgo en el desarrollo de complicaciones médicas derivadas de la
diabetes.

Se ha reportado que el estrés impacta en la salud de los pacientes con diabetes lo
que puede explicarse en dos niveles: las conductas de autocuidado y los efectos
fisioloégicos del estrés. Debido a que las ratas en el presente estudio no tienen
tratamiento preventivo o correctivo para los efectos de la hiperglucemia, los
hallazgos de esta investigacion permiten separar el efecto de las conductas de
autocuidado y reforzar el papel del estrés como un regulador importante de
algunas de las alteraciones observadas en la diabetes tipo 1. Sin embargo, la
ausencia de resultados estadisticamente significativos en corticosterona y VEGF-A
obligan a ser cuidadosos con esta ultima aseveracion. No obstante, el efecto del
estrés en las variables de peso, glucosa y en la variabilidad de corticosterona
permiten que mas que negar un efecto de CUSB se apunte a una falla en la

seleccién de los indicadores y en la regularidad de las mediciones de los mismos.
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e ACTH: Hormona adrenocorticotropa
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e D: Grupo experimental diabetes

e D-E: Grupo experimental diabetes-Estrés

e ELISA: Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas

e GLUT2: Transportador de glucosa 2

e HPA: Eje hipotalamo pituitario adrenal

e P1: Medicion de seguimiento de los niveles de glucosa en sangre, en el
experimento “Relacion entre estrés cronico y diabetes”, posterior a la
exposicidon a estrés o el tiempo correspondiente en sujetos no expuestos a
estres.

e P2: Medicion de seguimiento de los niveles de glucosa en sangre, en el
experimento “Relacién entre estrés cronico y diabetes”, previo al sacrificio
de los sujetos experimentales.

e PFA: Paraformaldehido

e SNA: Sistema nervioso autbnomo

e STZ: Estreptozotocina

e TNFa: Factor necrotico tumoral alfa

e V: Grupo experimental vehiculo

e VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular

e VEGF-A: Factor de crecimiento endotelial vascular A

e V-E: Grupo experimental vehiculo-Estrés
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11- APENDICES

11.1- ESTANDARIZACION DEL MODELO
En su protocolo Wu y Huan (2008) aseguran que los efectos de la
estreptozotocina (STZ) son dosis dependientes. Para validar el uso del modelo se
busco evaluar también diferentes dosis de STZ, incluyendo la dosis diabetogénica
de 65mg/kg. Como punto de partida para este analisis se utilizaron los datos de
las comparaciones entre los grupos vehiculo y STZ 65mg/kg con hiperglucemia de

la estandarizacién del modelo (ver Figura 11.1.1).
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Figura 11.1.1. Comparaciones suplementarias entre
Vehiculo y STZ. Se muestran datos de glucosa en sangre (A),
peso corporal (B), consumo de agua (C) y consumo de alimento
(D). Los datos se expresan como media £+ SEM. ****P<0.0001,
***P=0.0003
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Los datos de esta comparacion se analizaron con una prueba t para medias
independientes obteniendo diferencias estadisticamente significativas para los
niveles de glucosa en sangre (1=9.215 df=8 p<0.0001), peso corporal (t=6.131
df=8 p=0.0003), consumo de agua (t=10.84 df=8 p<0.0001) y consumo de
alimento (t=4.845 df=8 p=0.0013). A partir de estos analisis se calculé el tamafo
del efecto siguiendo los parametros de Cohen en donde valores d=0.2 se
consideran pequeinos, d=0.5 se consideran tamafos medios y valores d=0.8 son
considerados como tamanos del efecto grandes.

El tamario del efecto para los niveles de glucosa en sangre fue d=13.03179, para
peso corporal d=8.668567, para consumo de agua d=15.33236 y finalmente para
consumo de alimento d=6.850571. Esto significa que para todas las variables
evaluadas el tamafio del efecto es tan grande que aun con una muestra tan
pequefia (n=5) puede observarse el efecto de la STZ. Por ello la muestra para el
grupo de la dosis baja (35mg/kg) y la dosis alta (85mg/kg) fue de dos sujetos por
grupo, esto debido a que solamente se buscaba verificar, apegandonos a
principios éticos, que dosis mas bajas no fueran diabetogénicas y verificar el
riesgo para los animales por la administracion de dosis mas altas. Para la
comparacion de estos sujetos se seleccionaron aleatoriamente 2 sujetos de los
grupos testigo, vehiculo y STZ 65kg/kg con hiperglucemia, también se agregaron a
la comparacion los dos sujetos que fueron administrados con la dosis
diabetogénica, pero no desarrollaron hiperglucemia. Los registros se hicieron por
seis semanas posteriores al reto.

Se realizaron las mismas graficas que se hicieron para la estandarizacion del
modelo. Los registros de glucosa se realizaron dos veces por semana, por lo que

se pudo obtener una grafica continua de de esta variable (ver Figura 11.1.2).
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400+

200+

Glucosa en sangre mg/dl

Figura 11.1.2. Niveles de glucosa a diferentes dosis de STZ.
Se muestran diferentes condiciones de STZ. La letra H indica
hiperglucemia, mientras que sinH se refiere a la ausencia de

hiperglucemia. Los datos se expresan como media + SEM.

Lo que puede observarse es que los dos sujetos administrados con STZ 85 mg/kg
desarrollaron hiperglucemia, al igual que los sujetos tratados con la dosis
diabetogénica. Cabe resaltar que la medida de variabilidad es grande en el grupo
de STZ 85 mg/kg debido a que uno de los sujetos (A7) mostrdé regularmente
valores cercanos a los 600 mg/kg, particularmente este sujeto mostré un deterioro
bastante dramatico por lo que tuvo que ser eutanizado con sobredosis de
pentobarbital i.p. a las 6 semanas posteriores al reto con la STZ. Se observa
también que los dos sujetos tratados con STZ 35 mg/kg son normoglucémicos
igual que los grupos testigo, vehiculo y los sujetos que no respondieron al reto de
la dosis diabetogénica.

Diariamente se tomé el registro del peso corporal de los sujetos, por lo que se

graficd la ganancia progresiva de masa corporal para todos los sujetos (ver Figura
11.1.3).
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Figura 11.1.3. Peso corporal a diferentes dosis de STZ.
Grafica de la ganancia de peso en los sujetos con diferentes
condiciones de STZ. La letra H indica hiperglucemia, mientras
que sinH se refiere a la ausencia de hiperglucemia. Los datos
se expresan como media £ SEM.

Se puede observar que los sujetos hiperglucémicos de las dosis de STZ 65 mg/kg
y 85 mg/kg tienen pesos menores que el resto de los grupos normoglucémicos. Es
nuevamente visible el incremento progresivo en la variabilidad del peso de los
sujetos del grupo STZ 85 mg/kg, esto se debe nuevamente a que la misma rata A7
tenia un peso de 150g hacia el final del registro cuando el peso normal de las
ratas en esa ventana temporal es alrededor de los 400g. El resto de los sujetos
normoglucémicos tenian pesos similares y se puede observar como, conforme
avanza el registro, tienden a incrementar su ganancia de peso corporal. Estas
observaciones vuelven a confirmar que el incremento de niveles de glucosa en
sangre induce el decremento significativo de peso en lo sujetos.

Los registros de consumos de agua y alimento de los sujetos también se realizo
diariamente por lo que se pudo graficar el desarrollo de estas variables a lo largo

del tiempo de registro (ver Figura 11.1.4).
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Figura 11.1.4. Consumos de agua y alimento a diferentes
dosis de STZ. Gréfica de los consumos de agua y alimento en
los sujetos con diferentes condiciones de STZ. La letra H indica
hiperglucemia, mientras que sinH se refiere a la ausencia de

hiperglucemia. Los datos se expresan como media + SEM.



Sobre el consumo de agua, puede observarse claramente que los sujetos con
hiperglucemia (STZ 65 mg/kg y 85 mg/kg) consumen mas agua que los sujetos de
los grupos normoglucémicos (testigo, vehiculo, STZ 35 mg/kg y 65 mg/kg sin
hiperglucemia). También puede observarse un consumo similar de agua entre
todos los sujetos normoglucémicos.

Respecto al consumo de alimento, las graficas entre los grupos normoglucémicos
e hiperglucémicos no son tan marcadamente separadas como en el caso de
consumo de agua, sin embargo, si es posible diferenciar los consumos de los
sujetos con hiperglucemia de aquellos que tienen niveles de glucosa alrededor de
los 100 mg/dL. En este sentido los sujetos con los tratamientos de STZ de 65
mg/kg y 85 mg/kg, y cuyos niveles de glucosa en sangre son elevados, tienden a
incrementar su consumo de alimento posterior al reto con estreptozotocina. Por su
parte los sujetos normoglucémicos tienen un consumo de alimento similar entre
ellos.

A partir de las graficas mostradas en el apéndice 11.1, para poder evaluar mas
claramente las diferencias entre los grupos con diferentes condiciones de STZ, se
tomaron los ultimos cinco dias de las seis semanas de registro para realizar un
analisis mas puntual. Se realizaron graficas para cada una de las variables (ver
Figura 11.1.5).

57



Glucosa en sangre mg/di

Consumo de agua (mililitros)

600+

400+

200+

Glucosa Peso

L T

400+

300+

200+

Peso (gramos)

|;| 1004
] ] ] ] ] i c
N\

o 'oo .\o o
<& Aéo\ p & Q\$ %6&9 nge &
o
é(\' «1,6 .{1’ é’é\
) A
o
Consumo agua Consumo alimento
8 50+
s T 1
150- D 404
e
c
304
100- £ L T
T 1 S 201
50~ b
2 10
=
0 . N y 3 ) > g 0 T T T T
N S @ 8 O © ¥ © X O R
d;> & ® C§éb dg% Qf} 4S% “93‘ c§b © c§b o
AT & e <@ P & S & ©
OO S A S
éﬂ 1 A % ,{1/ © U &
é(b

Figura 11.1.5. Comparacioén de variables a diferentes dosis
de STZ. Grafica de glucosa en sangre, peso corporal y
consumos de agua y alimento en los sujetos con diferentes
condiciones de STZ. La letra H indica hiperglucemia, mientras
que sinH se refiere a la ausencia de hiperglucemia. Los datos

se expresan como media + SEM.



Debido a que la cantidad de sujetos por cada grupo era demasiado pequefia (n=2)
no fue posible realizar analisis estadisticos pues no era posible determinar una
distribucion en los datos. Sin embargo, debido a que la direccion del efecto se
habia demostrado con los datos de la estandarizacion del modelo, los datos de
este apéndice son suficientes para determinar la variacion de las variables en
dosis bajas (35 mg/kg) y altas (85 mg/kg) de estreptozotocina.

Sobre los niveles de glucosa en sangre se puede apreciar que los dos sujetos del
grupo STZ 35 mg/kg tienen niveles de glucosa similares a los grupos testigo,
vehiculo y STZ 65 mg/kg sin hiperglucemia. Estos resultados indican que la dosis
mas baja de estreptozotocina no tiene efectos, al menos en estas condiciones,
diabetogénicos.

Para la variable de peso corporal se puede observar que los sujetos
normoglucémicos tienen pesos similares y que los sujetos hiperglucémicos tienden
a tener peso marcadamente mas bajos. Es destacable el error tan grande que
tiene el grupo de la dosis mas alta de STZ, nuevamente esto se debe a que uno
de los sujetos (A7) tenia menos de la mitad del peso corporal que una rata debiera
tener en esa ventana temporal. Este resultado enfatiza el efecto nocivo asociado
al farmaco en dosis altas.

Sobre el consumo de agua y alimento puede observarse que en los grupos con
hiperglucemia hay un incremento en ambas variables. Por su parte los sujetos del
grupo STZ 35 mg/kg tiene consumos similares a los demas sujetos
normoglucémicos. Este dato refuerza el argumento de que los cambios en los
patrones de consumo de agua y alimento se deben a los incrementos en glucosa
inducidos por la administracion de STZ.

Con base en estos resultados se puede comprobar que dosis mas bajas a la dosis
diabetogénica de Wu y Huan (2008) no inducen hiperglucemia, mientras que dosis
altas son capaces de inducir hiperglicemia en todos los sujetos administrados, sin
embargo, el deterioro de los mismos es marcado y pone en riesgo la vida de los
mMismos.

En conclusion estos resultados terminan de validar el uso de la dosis de 65 mg/kg

para generar un modelo de diabetes tipo 1.
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11.2- FUNCIONES DE ABSORBANCIA

Para obtener las concentraciones de corticosterona y VEGF-A se corrieron

funciones logisticas para las lecturas de absorbancias correspondientes.

Para las mediciones de corticosterona, las lecturas de absorbancia se graficaron

en una funcion logistica de 4 parametros (4PLC) (ver Figura 13), el valor de ajuste

de los datos a la funcion fue de R?=0.9861.
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Figura 11.2.1. Logistica de 4 parametros para
corticosterona. Se presenta la funcion 4PLC de los valores
obtenidos al analizar los sueros de los sujetos experimentales

con el kit de inmunoensayo para corticosterona.

Las mediciones de VEGF-A en suero se graficaron en una funcién logistica de 2

parametros (Figura 15), el valor de ajuste de los datos a la funcion fue de

R2=0.7474.
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Figura 11.2.2. Logistica de dos parametros para VEGF-A.
Gréfica de la funcién de los valores obtenidos al analizar los
sueros de los sujetos experimentales con el ELISA Kit para
VEGF-A.
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