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RESUMEN 

La asociación entre la diabetes mellitus tipo  1 con la gestación en  el ser humano es 

causa de  muerte materna o embrionaria, de retraso del desarrollo intrauterino, de aparición 

de factores  de riesgo ueonatal y de teratogénesis. En modelos animales, se han podido 

reproducir estas condiciones, si  bien diversos autores  reportan  resultados diferentes y a 

menudo contradictorios 

En este  trabajo se describe primero la implemeutación de un modelo animal de 

diabetes tipo 1 complicado con gestación, que origine la aparición de alteraciones en  el 

desarrollo embrionario o fetal. También se describe la prevención del efecto  adverso de la 

diabetes tipo 1. 

Para implementar este modelo experimental, se utilizaron dosis  de aloxana de 80 a 

150 mg/Kg, el día cero  de la gestación, y se evaluó el desarrollo embrionario y  fetal  a 

distintos tiempos. Se  encontró  que a dosis  de 110 m a g  y mayores, se induce diabetes 

mellitus severa y sostenida, lo que origina pérdida embrionaria (embriotoxicidad), y en 

algunos  casos,  muerte materna; y que la inducción de diabetes mellitus ligera, transitoria, a 

dosis de aloxana menores a 110 m a g  el día cero, no afecta en modo alguno al desarrollo. 

Sin embargo, a ninguna de  las dosis administradas, y a ningun tiempo de evaluación, se 

encontró daño teratogénico. 

La inducción de diabetes mellitus con aloxana a dosis de 110 mg/Kg de peso  el día 

cuatro de gestación provoca retraso del desarrollo y aparición de reabsorciones, que han 

sido descritas  como embriotoxicidad más que  como teratogénesis. Se  tomó este esquema 

como modelo para el  estudio de la acción de L-arginina y las poliaminas. En este modelo, la 

' 
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aplicación de insulina humana NPH a dosis  de 1-5 U/organismo desde el día siguiente a la 

inducción diabética previene la embriotoxicidad y el retraso del desarrollo. De igual manera, 

la aplicación de 1.0 ml de L-arginina ( 10 m M ) ,  putrescina, espermidina o espermina ( 10 pM) 

previenen, aunque  de manera parcial, los efectos adversos de la diabetes mellitus  severa 

sobre los corzcepti, pero no causan una normalización completa de  los  parámetros séricos y 

sanguíueos evaluados. 

Aún cuando  no se pudo establecer un modelo de diabetes mellitus tipo 1 complicada 

con gestación que origine teratogénesis, se  logró causar retraso  del desarrollo y 

embriotoxicidad, y se pudo prevenir el fenómeno por administración de arginina y 

poliaminas, lo que apoya la hipótesis de  que los mecanismos por  los cuales la arginina 

manifiesta sus  efectos  citoprotectores  sobre  las células p pancreáticas, son mediados por 

síntesis de poliaminas. 



ABSTRACT 

Diabetes mellitus and pregnancy association in human species is  the cause of 

maternal and embryonic death,  growth delay, apparition of neonatal risk factors and 

teratogenesis. In animal models, this could be reproduced, altough different authors report 

distinct and often contradictorious results. 

In this  work, first is described the efforts for  the  adaptation, of an  animal model of 

diabetes mellitus type 1 complicated with pregnancy, that origines alterations in embryo or 

fetal development. Also it is described the revertion of  the adverse effect of diabetes mellitus 

type 1. 

In order to adapt this animal model, alloxan doses of 80 to 150 m a g ,  at zero day 

of pregnancy was administered, and the embryo or fetal development was evaluated. Alloxan 

doses of 1 LO mg/Kg and higher causes induction of diabetes melitus, severe and continue; 

with doses  lower  than 110 mg/Kg at zero day, does  not affect the embryo or fetal 

development. However,  teratogenic damage was no found at no one  doses administered or 

at no one time of evaluation. 

Diabetic induction with alloxan at dose  of 110 m a g  at day four  of gestation causes 

developmental delay and resorptions, that has been described as embryotoxicity rather than 

teratogenesis. This scheme was  taken  as a model in order to study of effect of L-arginine and 

polyamines. In this model, human imdin (NPH) at dose of 1-5 U/organism fi-om the day 

following to diabetic induction prevents the embryotoxicity and developmental delay. In the 

same way, aplication of 1.0 mL of L-arginine (10 m M ) ,  putrescine, spermidhe  or spermine 



(10 pM) prevents, although of parcial manner, the adverse effects of severe diabetes, but 

there is not  a whole normalization of the serum and blood parameters evaluated. 

Altough we could not establish  an  animal model of diabetes mellitus type 1 

complicated with gestation that causes teratogenesis, we could cause developmental delay 

and embryotoxicity, and we could prevent these anomalies with arginine or polyamines. This 

findings support the hypothesis that the mechanisms of P-cell protection for arginine are 

mediated by polyamine synthesis. 
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INTRODUCCION 

La diabetes mellitus es la expresión clínica de una  deficiencia relativa 0 absoluta de 

insulina, que afecta a millones de  personas en  el mundo. Este ~índrome metabolic0 de 

diversa etiología se caracteriza por anomalías del metabolismo de 10s carbohdratos, 10s 

fipidos Y las proteinas. Aunque la deficiencia de insulina puede  ser mejorada por la dieta, la 

h s u h a  y 10s hpoglucemiantes orales, el tratamiento estándar no ha evitado el desarrollo de 

las complicaciones crónicas que afectan a los ojos, $ones, nervios y arterias. (The Expert 

Commitee, 1997) 

El efecto de este  estado  de deficiencia relativa y/o absoluta de la  insulina es 

potenciado durante la gestación por las hormonas placentarias, que muestran efectos 

antagónicos a la  insulina. Se sabe que la coexistencia del embarazo y la diabetes mellitus es 

causa de malformaciones congénitas, de la aparición de  factores  de riesgo neonatal, del 

retraso del desarrollo y de la muerte  fetal  y/o materna (Buchanan y Kitzmiller, 1994) 

A  partir  de la introducción de la insulina  en  la terapéutica médica, los indices de 

mortalidad y morbilidad en mujeres diabéticas gestantes han disminuido casi a los valores de 

la población general. Sin embargo, el pronóstico  de la incidencia de maXormaciones y del 

retraso en desarrollo no ha cambiado, a pesar del control metabólico estricto de las mujeres 

diabéticas gestantes  (Lesser y Carpenter, 1994) 

La incidencia de  tales rnalfonnaciones es de tres a cuatro  veces más común que en  la 

descendencia de madres no diabéticas y constituye un factor  importante en  la muerte 

perinatal. La causa precisa de  las malformaciones y del retraso del desarrollo no es Conocida, 

y se ha propuesto  que la hiperglucetnia, la hiperinsulinemia, los episodios hipogluc6micos Y 
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la hipercetonemia maternas puedan tener  efectos sobre la frecuencia y tipo de 

malformaciones (Reece  y Eriksson, 1996). 

En animales con diabetes inducida químicamente, así como en embriones de  roedor 

en cultivo se han podido reproducir algunas de las malformaciones, así como el retraso del 

desarrollo, y se ha tratado  de dilucidar el mecanismo mediante el cual ocurren ambas 

alteraciones. Además, se han empleado tratamientos experimentales con el h de reducir la 

fi-ecuencia de anomalías, o de prevenir el retraso  del desarrollo. 

CAMBIOS METAB~LICOS DURANTE EL EMBARAZO 

Durante el embarazo normal, los niveles sanguíneos de la glucosa preprandial son 

entre 10 y 15 mg/dL menores  que en las mujeres no gestantes  (Lesser y Carpenter, 1994). 

Se ha postulado  que esta disminución puede ser causada por un aumento en el  uso de la 

glucosa por  parte  del músculo, y  por el depósito adiposo. En la gestación avanzada, una 

concentración muy  baja de glucosa en ayuno puede estar relacionada con un aumento en  el 

volumen de distribución (Felig y  Coustan, 199 1). Si el ayuno es más  prolongado,  los niveles 

de la glucosa materna disminuyen  aún más, lo que ocasiona disminución de las 

concentraciones circulantes de la insulina y aminoácidos, y un aumento en los niveles de los 

cuerpos  cetónicos y los  ácidos  grasos libres.  La producción hepática de glucosa permite un 

aporte  continuo del azúcar al feto.  Durante la gestación, la producción hepática de glucosa 

aumenta hasta en un 30% (Lesser  y Carpenter, 1994). 

Se ha demostrado  que  durante la gestación normal, hay hiperplasia de las células p 

pancreáticas, y  se  propuso  que se debe a un efecto directo de  los  estrógenos  y la 



progesterona. Hay un aumento progresivo en los niveles de insulina basal  y postprandial a lo 

largo  de la gestación. La cantidad de glucosa producida en un periodo  de 24 h durante el 

tercer  periodo de gestación es casi el doble de la producida por mujeres no embarazadas. La 

hiperglucemia e hiperinsulinemia relativas que se observan en  el embarazo, sugieren 

resistencia a la acción de la insulina, lo que ha caracterizado a la gestación como un estado 

diabetógeno (Lesser  y  Carpenter, 1994). 

Durante el embarazo, los requerimentos de insulina aumentan de manera normal, a 

causa de  lo  que  se ha denominado resistencia periférica a la insulina, debido a la acción de 

hormonas placentarias tales  como  los  estrógenos, el cortisol, la progesterona, el lactógeno 

placentario, l a  hormona  del crecimiento, así como la prolactina hipofisiaria (Buchanan y 

K i t d e r ,  1994, Lesser y Carpenter, 1994; Reece  y cols, 1994; Zárate  y cols, 1978). 

Por  otra  parte, se han observado cambios en el metabolismo de los tejidos hepático y 

adiposo durante la gestación, que causan alteración de  los niveles séricos  de los 

triacilglicéridos, los  ácidos grasos, el  colesterol  y los fosfolípidos. Hay un aumento de la 

capacidad de utilización de los lípidos como fuente de energía por  parte  de la madre, 

reservando para el feto los aminoácidos y la glucosa; se promueve la lipólisis y se aumentan 

los niveles circulantes de  los ácidos grasos libres y los cuerpos  cetónicos (Buchanan Y 

Kitzmiller, 1994, Lesser y Carpenter, 1994; Reece y cols, 1994). 

Las  concentraciones maternas de los aminoácidos plasmáticos en general son bajas 

durante el embarazo. La causa de esta situación es desconocida pero podría ser debida a 

aumento en el volumen de su distribución durante el embarazo; aumento del transporte; 

alteraciones en  la digestión de proteínas; la absorción intestinal 0 la excreción renal; y 
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aumento en  la capacidad de gluconeogénesis (Buchanan y K i t d e r ,  1994, Lesser y 

Carpenter,  1994;  Reece y cok, 1994). 

DIABETES MELLITUS 

La diabetes mellitus es un síndrome metabólico caracterizado  por hiperglucemia. Su 

etiología es diversa, y además de presentar alteraciones en  el metabolismo de los 

carbolidratos, se alteran también el metabolismo de los lípidos y  las  proteínas. La diabetes 

mellitus ha sido reclasificada (The Expert Commitee, 1997) en varios tipos: 

1. Diabetes mellitus tipo 1 (antes llamada tipo I o insulino-dependiente), 

caracterizada por deficiencia  en  la producción de insulina, puede  tener origen 

genético,  puede o no presentar anticuerpos anti-insulina. 

2. Diabetes mellitus tipo 2 (antes llamada tipo I1 o insulino-independiente), que 

incluye desde la resistencia a la  insulina hasta alteraciones del metabolismo de 

glucosa. Esta forma no es causada por  defecto en  la producción  de insulina,  sino 

por una respuesta anormal a la hormona. 

3. Otros  tipos específicos. Grupo  heterogéneo  que incluye deficiencias 

cromosómicas, endocrinopatías, enfermedades del páncreas, etc. 

4. Diabetes mellitus gestacional (DMG), aquella que se presenta por  vez primera 

durante el embarazo, y  que desaparece al término de la gestación. 



DIABETES Y EMBARAZO 

La asociación de la diabetes mefitus tipo 1 y el embarazo es una causa potente de 

fallas  en  el desarrollo embrionario y fetal, que pueden causar malformaciones congénitas, 

muerte intrauterina y retraso del desarrollo, así como un elevado índice de mortalidad 

perinatal. En contraste, la diabetes mellitus gestacional produce  neonatos  grandes para su 

edad gestacional, (Freinkel, 1980; Freinkel y cok, 1985). 

Antes  de la introducción de la insulina en la terapéutica médica, la coexistencia del 

embarazo y la diabetes mellitus, cuando ocurría, era causa fi-ecuente de mortalidad materna, 

la que se redujo por el tratamiento profiláctico con insuha a partir de los años 20. Sin 

embargo, la morbilidad y mortalidad perinatales se mantuvieron elevados. Las causas de esta 

gran mortalidad y morbilidad perinatales asociadas con la diabetes mellitus involucran 

traumatismo neonatal, malformaciones congénitas, defectos de membrana h i a h a  e 

hipoglucemia, entre otras (Freinkel, 1980). En los últimos años, un mejor manejo con dieta e 

insulina, previo a la concepción, ha logrado disminuir  la  morbilidad y la mortalidad perinatal 

a valores cercanos a los  de la población general (Freinkel y cols, 1985; Ferris y Reece, 1994; 

Gabbe, 1985). 

En  el embarazo de mujeres diabéticas, se presenta un aumento de  los requerimentos 

de insulina, tanto para las mujeres diabéticas tipo 1 (Steel y cok, 1994), como para las de 

tipo 2 (Moore y cok, 1987) y las  que presentan DMG (Langer y cols, 1987). En mujeres 

con DMG recientemente se encontró  que el metabolismo de  carbohidratos se altera 

profimdamente durante el embarazo (Catalano y cok, 1993). En mujeres diabéticas tipo  1 se 



demostró  que  el  tratamiento con b lmha  nomaliza, además de la glucemia, las 

concentraciones de  los  ácidos grasas y 10s fipidos circulantes (Reece y cok, 199 1). 

Se ha reportado  que en las mujeres diabéticas tipo 1 gestantes,  se  reduce la necesidad 

de insulina  en las  etapas finales del embarazo, mientras que en las mujeres con DMG que 

requieren insulina, se incrementa la necesidad de la hormona (McManus y Ryan, 1992). 

TERATOGÉNESIS 

El desarrollo de un organismo es un orquestamiento complejo de división, migración, 

bteracción, diferenciación y muerte celular, regulados genéticamente. Cualquier factor que 

interfiera con estos  procesos  puede causar malformaciones en el embrión, algunas de las 

cuales pueden causar la muerte embrionaria temprana, o impedir la implantación. Otras 

veces el embrión se implanta pero  es incapaz de llevar a cabo el desarrollo normal, lo que 

desencadeua en aborto temprano y microaborto (desprendimiento del conceptus al tiempo 

de la menstruación), de manera que la mujer muchas veces no se entera de  que estuvo 

embarazada. Otras veces, cuando el embrión se implanta y su desarrollo progresa, muestra al 

nacer o ser abortado, alguua  anomalía  fisica, o malformación congénita. El estudio de las 

malformaciones congénitas es llamado teratologia (gr. teratos, monstruo), y los agentes 

responsables de  causar malformaciones son llamados teratógenos o "formadores de 

monstruos" (Gilbert, 1988). Para el estudio de la teratogénesis en el laboratorio, se deben 

considerar los seis principios de Wilson ( 1977): 

1. La susceptibilidad a la teratogénesis depende del genotipo del conceptus y de la 

manera en que el genotipo interactúa con los  factores ambientales. 



2. La susceptibilidad a los agentes teratogénicos varía con el estado  de desarrollo al 

tiempo de exposición. 

3. Los agentes  teratogénicos actúan en formas especificas (mecanismos) sobre las 

células y los tejidos en desarrollo para iniciar  la embriogénesis anormal 

(patogéuesis). 

4. L a s  manifestacioues h a l e s  del desarrollo anormal son la muerte, las 

malformaciones, el retraso del desarrollo y el desorden funcional. 

5 .  El  acceso  de las duencias  ambientales adversas sobre los tejidos en desarrollo 

dependen de la naturaleza de las influencias (agentes). 

6. Las manifestaciones del desarrollo afectado aumentan en grado conforme 

aumenta la dosis, desde la carencia de efecto hasta la letalidad total. 

La influencia de las alteraciones metabólicas del estado diabético sobre el desarrollo 

es distinta en la gestación complicada por diabetes previa y en  la DMG. Así, la gestación 

complicada con diabetes tipo 1 o tipo 2, provoca una  amplia  gama de probabilidades, desde 

el retraso del desarrollo hasta la muerte matemofetal, pasando  por la aparición de  factores 

de riesgo neonatal, la manifestación de malformaciones menores (no letales), las 

malfolmaciones mayores (incompatibles con la vida), y el aborto  (muerte fetal). Las 

implicaciones en  cada gestación individual pueden ser definidas por  el  grado del control 

metabólico en estados específicos de la gestación, cuando el crecimiento embrionario, el 

desarrollo de la lüncióu de células p o el crecimiento de tejidos sensibles a hsulka son 

influenciados por el ambiente (Metzger, 199 I).  



ESTUDIOS CL~NICOS 

Las  primeras indicaciones de 10s efectos teratológicos  de la diabetes mellitus  son 

producto  de  reportes clínicos, y de revisiones de casos. A raíz del descubrimiento de la 

insulina por Banting y Best en 1921, se mejoró en gran medida no solamente la expectativa 

de vida de  los diabéticos tipo 1 en general, sino  en particular de mujeres diabéticas gestantes. 

Sin embargo, a lo  largo  de la historia completa de la incidencia de embarazo en las pacientes 

diabéticas, se han presentado numerosas complicaciones (Gabbe, 1993). 

Actualmente, se ha observado que la  incidencia de malformaciones es mayor en los 

neonatos  de  madres diabéticas que en los recién nacidos de  madres sanas, y que se pueden 

presentar otro  tipo de complicaciones (Gabbe, 1993). Aunque  las  tasas  reportadas varían 

según la duración del estudio, el tamaño de la muestra, la población seleccionada y la 

localidad o país, en general los autores coinciden en señalar que  el índice es  de  tres a cinco 

veces mayor que en la población general. Las malformaciones encontradas con más 

frecuencia indican daño a los sistemas nervioso, cardiovascular, musculoesquelético, renal, 

gastrointestinal y genitourinario (Barker y Fall, 1993; Hunter y cok, 1993; Moreno-Ruiz y 

cols, 1988; Ramírez-Torres y cols, 1992; Reece y cols, 1993; Rivera-Rueda y cok, 1993). 

Las malformaciones no son tipicas de la diabetes, ya que malformaciones similares se han 

observado en los  fetos, los  abortos y los  neonatos  de  madres  con otro tipo de 

padecimientos, y/o que han tomado fármacos (Reece y cols, 1993, 1996b). 

Entre  las maWormaciones  del sistema nervioso central más frecuentes se han descrito 

la hidrocefalia, la anencefalia, la acrania, el meningocele, el me&gomielocele,  la 

aninencefalia, la microcefalia, la holoprosencefalia, la ciclopia, la micrognatia y otras 



(Connell y cok, 1985; Reece y cols, 1993; Rivera-Rueda y cols, 1993). Las malformaciones 

más comunes del sistema cardiovascular son una cardiopatía compleja y persistencia del 

conducto  arterioso  (Moreno-Ruiz  y cok, 1988; Rivera-Rueda y cok, 1993). Como 

anomalías del sistema esquelético se ha reportado como más frecuente  a la regresión caudal 

(Ramírez-Torres y cok, 1992) y malformaciones múltiples (Moreno-Ruiz  y cols, 1988; 

Ramírez-Torres y cok, 1992; Rivera-Rueda y cols, 1993). Recientemente, se  demostró  que 

las mujeres con diabetes tipo  2 son igualmente susceptibles a  tener  neonatos con 

malformaciones que  las mujeres diabéticas tipo 1 (Tower  y cols, 1995). 

Por  otra  parte,  es fi-ecuente encontrar en embarazos diabéticos, neonatos  pequeños 

para la edad gestacional (PEG),  ocasionados  por diabetes mellitus de larga duración, 

asociada con cardiopatía y nefiopatía diabéticas, tanto  de mujeres diabéticas tipo  1 como 

tipo 2 (Rivera-Rueda y cols, 1993; Pearson, 1993). 

Como resultado de un inadecuado control  de la diabetes mellitus durante  el 

desarrollo embrionario temprano, existe un retraso  de éste, lo que origina un desarrollo i t a1  

alterado  (Pedersen  y  Marked-Pedersen, 1979, 198 1). También se encontró  por 

ultrasonografia, en embarazos de mujeres diabéticas cuyo control inició antes  de la gestación 

o a partir de las semanas 7 a 13, que no existe relación entre el grado  de retraso del 

crecimiento temprano con el crecimiento fetal (Mulder y Visser, 1992). Además, aunque un 

feto que se desarrolla en un ambiente metabólico anormal puede  estar en riesgo elevado para 

manifestar retraso  de crecimiento y malformaciones, no se ha encontrado  que exista m a  

relación entre ambas alteraciones del desarrollo (Reece  y cok, 1996b). Estudios recientes 

sugieren que  el  retraso  del desarrollo reportado  por Pedersen y M0lsted-Pedersen (1979, 
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1981) pudiera no existir, y que la discrepancia entre desanoflo esperado  y desarrollo 

observado pudiera ser debido a una estimación incorrecta de la  fecha de ovulación (Steel y 

cok, 1995). 

EL EMBARAZO DIABÉTICO COMO EXPERIMENTO NATURAL 

Freinkel y  Metzger ( 1979) propusieron que el desarrollo y crecimiento embrionarios 

son una ''experiencia de cultivo de tejidos". Posteriormente, Freinkel(l980) propuso  que un 

ambiente intrauterino anormal resulta en "teratogénesis mediada por  energéticos maternos". 

Así,  la embriopatía diabética resulta de  las anomalías en el metabolismo materno  durante las 

primeras seis o siete semanas de la gestación (Freinkel, 1980), mientras que la fetopatía 

diabética resulta de la sobrenutrición y la  hiperinsulinemia durante el segundo y tercer 

trimestres (Buchanan y Kitzmiller, 1994). 

Como ya se mencionó, el estado  de deficiencia de insulina propio  de la diabetes es 

agudizado por  los  efectos antiinsulínicos de  las  hormonas placentarias (Reece  y cols, 1994; 

Zárate y cols, 1978); ya que inducen la movilización de ácidos  grasos, la producción de 

glucosa a partir de amiuoácidos y la resistencia de  los tejidos periféricos a  los  efectos  de la 

insulina (Reece  y cok, 1994). Es bien sabido que en  la diabetes mellitus existen 

hiperglucemia, glucosuria, y a menudo cetosis, en mujeres gestantes o no (Buchanan y 

Kitzmiller, 1994;  Reece  y cols, 1994; Genuth y cols, 1983; Felig y  Coustan, 199 1). 

Adicionalmente, durante el embarazo de mujeres diabéticas se ha encontrado un 

aumento en  la proporción de hemoglobina glucosilada (HbA,C) (Arta1 y cols, 1984), y se ha 

propuesto  que dicho aumento puede ser considerado como factor  de riesgo (Wyse y cols, 



1994), aunque otros  reportes indican que el valor de la glucohemoglobina como predictor de 

riesgo puede  no ser tan real (Brustman y cols, 1987). 

En el embarazo diabético también se  han encontrado una cantidad anormalmente 

elevada de  hctosamina en  la sangre materna (Roberts y Baker, 1987); una  disminución de 

colesterol plasmático total y unido a lipoproteínas de alta densidad (HDL), en particular a la 

€ D L 3  (Knopp y cols, 1993); un aumento en los productos  de lipoperoxidación y actividad 

de la superóxido dismutasa (SOD) en eritrocitos  maternos  (Carone y cok, 1993); así como 

una disminución de  a-fetoproteína a lo largo  de la gestación (Henriques  y cols, 1993). Esta 

dismiuución parece estar correlacionada con un bajo índice de crecimiento intrauterino, así 

como con la aparición de malformaciones, de manera que ha sido propuesta  como una 

medida de  pronóstico y riesgo (Reece  y cok, 1996b). 

Estas alteraciones deben tener su contraparte en los parámetros bioquímicos de la 

sangre fetal y10 el líquido amniótico. En éste, se ha encontrado  que la cantidad de a- 

fetoproteína disminuye a lo largo  de la gestación en mujeres diabéticas embarazadas 

(Henriques y cols, 1993), y que la concentración de la insulina y el IGF-I es similar a la de 

líquido amniótico de  gestaciones normales (Delmis y cok, 1992). 

En  la sangre fetal se han realizado pocos estudios, debido principalmente a 

impedimentos técnicos,  pero por cordocentesis  se encontró recientemente que en embarazo 

a término, 24 11 antes del parto inducido, hay una menor concentración de insulina y una más 

baja relación iusulina/glucosa en  la sangre de  los  fetos  de madres diabéticas con respecto a 

los fetos  de  madres  normales (Salvesen y cok, 1993). Si se asume que  el metabolismo 

neonatal es contiuuación del metabolismo fetal (Kalhan, 1993), se puede aseverar que las 



determinaciones realizadas en  la sangre de cordón umbilical (SCU) de  los  neonatos de 

madres diabéticas (NMD) son reflejo del estado intrauterino. En SCU de NMD mal 

controladas  se  encontró una mayor cantidad de inwlina, peptido C y proinsuliua que en la de 

neonatos de madres sanas o de gestación diabética bien controlada (Hampton y cok, 1994). 

En SCU de NMD hay una menor concentración de péptido C, pero  no hay diferencia en  el 

glucagón, el enteroglucagón y el GIP, con respecto a  los  neonatos normales (Knip y cols, 

1993). Los NMD muestran una concentración de Hb mas elevada (Mayhew  y cok, 1993), 

menor concentración de IGF-I, y mayor de  hGH (50), y mayor frecuencia de hipocalcemia e 

hipomagnesemia (Demarini y cols, 1994). 

Como un intento de diagnosticar precozmente la propensión a la diabetes mellitus, se 

tomo SCU de  neonatos hermanos de diabéticos, y se comparó  con la de  neonatos sanos, 

pero no se encontró diferencia en las concentraciones de glucosa, mio-inositol, péptido C y 

proinsuliua entre  ambos  grupos (Lindgren y cok, 1993). 

Si se asume que el metabolismo neonatal es continuación del  fetal (Kalhan, 1993), 

los  estudios realizados en NMD durante el primer dia de vida reflejan el estado intrauterino. 

Bajo esta consideración, se ha encontrado  que  los NMD muestran una capacidad de 

ureogénesis  y glucemia basal similares a los  sanos (Kalhan y cok, 1993),  y  que tienen simtlar 

capacidad de estimular la gluconeogénesis y glucogenólisis que los  neonatos  sanos (Baarsma 

y cols, 1993). 



DIABETES  MELLITUS  EXPERIMENTAL 

Para la investigación de la diabetes mellitus se han utilizado estudios clínicos, 

familiares y poblacionales en  la especie humana. Adicionalmente, se han empleado modelos 

animales de la enfermedad. La diabetes mellitus puede producirse en animales de manera 

espontánea o ser inducida con diferentes fármacos (Mordes y Rossini, 1981). 

La diabetes mellitus se puede  presentar espontáneamente en varios animales. Se ha 

documentado en los monos, los perros,  los  gatos, los delfines, los roedores, los animales de 

granja y hasta en especies de aves y peces. En algunas cepas de  ratas y ratones, el 

padecimiento es determinado genéticamente, y en otras, existe 

siendo favorecida la manifestación de la enfermedad por  las 

(Mordes y Rossini, 198 1). 

condiciones ambientales 
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los agentes  que aumentan los requerimentos endógenos de insulina. Los fármacos más 

empleados, la aloxana y la estreptozotocina (STZ), son del primer tipo  (Mordes y Rossini, 

198 1; Shafiir, 1990; Méndez y Ramos, 1994). 

La aloxana se  une con elevada afinidad a la  membrana plasmática de las células p, 

ocasiona alteraciones de su permeabilidad y finalmente necrosis. Se sabe que la vida  media 

de la aloxana en condiciones fisiológicas (37"C, pH 7.4) es  de  0.9 minutos (Patterson y cols, 

1949), por lo que se ha pensado  que su producto, el ácido dialúrico, sea el agente 

diabetógeno. La STZ también se fija a la  membrana plasmática de  las células p, y es 



probable que sea por unión a  receptores específicos. Se cree que  provoca disminución de los 

niveles intracelulares de NAD (Ramos  y Méndez, 1994). 

MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA 

DIABETES MELLITUS DURANTE LA GESTACI~N 

Para estudiar la diabetes mellitus durante la gestación, el investigador ha tomado 

ventaja de  los modelos animales. Esta estrategia ha consistido en inducir la diabetes en 

animales antes  de la fertilización o después  de  ésta,  y en observar las malformaciones fetales 

y las alteraciones del metabolismo materno, fetal o ambos. Se utilizan fármacos para inducir 

la diabetes, ya que  las  cepas de ratas que muestran alteraciones parecidas a la diabetes tipo 

1, durante la gestación aparentemente mejoran su metabolismo, y la  incidencia de 

malformaciones o de efectos  deletéreos para la progenie no es mayor que la observada en las 

cepas  de  ratas  sanas (Kaufmann y cols, 199 1). 

Sin embargo,  a  pesar  de  que se ha utilizado desde hace  muchos  años la aloxana para 

inducir la diabetes, y  de  que se ha estudiado el efecto  de la diabetes inducida sobre  los 

parámetros  reproductivos, existen contradicciones entre  autores.  Se ha reportado que la 

administración de la aloxana a dosis de 40 m a g  a ratas normales antes del apareamiento 

causa que  al  momento del parto se obtengan solo placentas (Davis  y cols, 1947). Otros 

autores han encontrado  que a esta dosis, hay incapacidad de apareamiento por las  ratas,  pero 

si se aparean, la gestación no llega a término (Kim y cols, 1969). 

Una dosis  de aloxana de 55 mgKg causa falla  en el apareamiento, muerte fetal, 

camadas con neonatos  muertos,  y canibalismo (Sinden y Longwell, 1949). El tratamiento de 



hembras inmaduras de 30 días de  edad, o de hembras púberes, de 60 días  de edad, con dosis 

de 50 mg/Kg, provoca la pérdida del ciclo estral, y si el apareamiento ocurre,  los  fetos de 2 1 

días de desarrollo pueden pesar hasta un gramo menos que los  de madres normales 

(Lawrence y Contopoulos, 1960). Se ha reportado que una dosis  de 25 a 30 mg/Kg antes 

del apareamiento causa un estado de “subdiabetes”, sin afectar los  parámetros  reproductivos 

de la hembra, aunque  los  pesos  de los neonatos se incrementan y hay una  disminución de la 

viabilidad (Eazarow  y cols, 1960). Es posible que este régimen cause un estado similar al de 

la DMG humana. 

Por otro lado,  cuando la diabetes severa se induce mediante pancreatectomía subtotal 

(95%) la habilidad de aceptar al macho se pierde (Foglia y cok, 1963). Se ha observado que 

dosis de aloxana de 140 a 175 mg/Kg causan pérdida de la capacidad de apareamiento, y si 

este ocurre,  las  gestaciones no llegan a término (Levi y cok, 1949). Dosis de aloxana de 75 

o 150 mg/Kg causan profindos cambios en  el  eje hipotálamo-hipófisis-ovario en las  ratas 

prepúberes, de 35 días de edad (Howland y Zebrowski, 1974), que  podrían  ser la causa de la 

pérdida de capacidad reproductiva observada por  otros  autores. 

Es probable que  las alteraciones reproductivas observadas en las ratas diabéticas sean 

causadas  por una pérdida del soporte hormonal requerido para los cambios tisulares propios 

del endometrio, necesarios para la finción reproductiva normal (Garris, 1988), aunque hay 

evidencias de que la diabetes afecta la respuesta uterina a las  hormonas esteroides, sin 

afectar los cambios cíclicos de  éstas (Piyachaturawat y cols, 1984). Por  otro lado, también 

se ha reportado  que en los ratones NOD machos y hembras diabéticos, la  incidencia de 

anomalías cromosómicas  es mayor qL,c en los  ratones no diabéticos, sean estos  intactos 0 



tratados con aloxana; y  que esta condición causa una conducta cromosomica & m a l a  

durante la meiosis, por lo que es probable que las malformaciones posean u.na base gé ica  

(Wauben-Penris y Prins, 1983). 

Con respecto a la inducción diabética una vez  que se ha dado la fertilización, 

hgenval l  (1959)  provocó diabetes con aloxana a dosis  de 100 mg/Kg, el día 1 de 

desarrollo, para  obtener un elevado porcentaje de pérdida de la gestación, en ratas a 

término. Otros  autores encuentran daño a la neurulación o al SNC, siguiendo otros 

esquemas de administración de la aloxana. Así, hasta 28% de anormalidades se han 

reportado  cuando se produce diabetes mediante administración de aloxana el día cuatro  de 

desarrollo, a dosis  de 80 mg/Kg en ratonas  preñadas (Horii y cols, 1959). También se ha 

reportado  que la inyección de aloxana a dosis de 160 mg/Kg el día 7, causa elevada 

fiecuencia de malformaciones en SNC de  ratas  y  ratones  (Takano y Nishimura, 1966). Una 

dosis de 100 m a g  los días 8.5 al 13.5 causa gran mortalidad embrionaria y una  elevada 

fiecuencia de paladar hendido, siendo menor el efecto cuando el aloxana se administra en 

estados más avanzados  de desarrollo (Watanabe e Ingalls, 1963); y la dosis  de  60 mgKg al 

día 9 causa una elevada proporción  de malformaciones del SNC  (Deuchar,  1977), 

caracterizadas por  retardo en  el cierre de  neuroporos. Sin embargo, tanto Watanabe e 

Ingalls (1963)  como Deuchar (1977), no reportan  los  valores  de glucemia alcanzados por el 

tratamiento. 

En otros estudios, en los que se ha inducido diabetes con aloxana, se enfatiza sobre 

los defectos  ocasionados por la diabetes mellitus en  el desarrollo óseo. Así, Ellison y Maren 

(1972) reportan  que la producción de diabetes el día 2 en ratas  gestantes causa ausencia de 



costillas y  vértebras fetales, mientras que Wilson y cols (1985)  reportan que por 

administración de aloxana el día 6 en ratas  gestantes, se reduce el número de  centros de 

osificación caudales y esternales en los fetos. En estudios utilizando STZ, se encontró que 

los fetos  de 18, 20 y 22 días de desarrollo intrauterino muestran malformaciones gruesas, 

tales  como disgenesia sacral y omphalocele, con una mayor frecuencia que  los  fetos  de  ratas 

control, y  que el tratamiento con insulina revierte la severidad y frecuencia de  los  daños 

fetales (Eriksson y cols, 1982, 1985). 

Recientemente, Kalter (1996) ha revisado los  estudios realizados i n  vivo, tanto los 

llevados a cabo con aloxana como los llevados a cabo con STZ, determinando que en 

muchas ocasiones  se c o h d e  el retraso del desarrollo con malformaciones, y que, 

particularmente en el  caso  del sistema óseo,  éste es  tan  heterogéneo aún en ratas normales, 

que dificilmente puede hablarse de  teratogénesis cuando se encuentra variabilidad en  el 

número de vértebras o costillas. 

Por  otra  parte, para estudios  de teratogénesis, también se ha utilizado el cultivo de 

embriones de  roedores,  y se altera el medio en el cual estos  se desarrollan. Con el  uso  de 

esta estrategia, muy tempranamente se demostró  que el suero de las ratas diabéticas tiene 

efectos  teratogénicos  durante la neurulación (Sadler, 1980a), y se ha atribuido las 

propiedades  teratogénicas del suero a la glucosa, los cuerpos  cetónicos  y  los "inhibidores de 

las somatomedinas". Más de quince años después, aún se mantienen los mismos factores 

sospechosos bajo la lupa (Reece  y Eriksson, 1996). 
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PAPEL TERATOGÉNICO DE LA HIPERGLUCEMIA 

Una concentración elevada de glucosa en el medio de cultivo de embriones de rata de 

9.5 días durante 48 h causa una gran incidencia de malformaciones, y la mayoría  de  ellas 

involucra daño neural, efecto que no es mimetizado por la hc tosa ,  la galactosa, el sorbitol 

o el nzio-inositol (Freinkel y cols, 1986)  pero sí por la manosa (Freinkel y cols, 1984). 

La exposición ir1 vivo a elevadas concentraciones de  carbohidratos da como 

resultado una elevada incidencia de malformaciones en varios m a d e r o s  y aves (Eriksson y 

cols, 1987; Gale, 1991).  Estudios irz vitro han mostrado  que los efectos  teratogénicos  de la 

glucosa son dependientes  de la dosis y la edad (Cockroft y Coppola, 1977; Sadler, 1980b). 

Durante  el desarrollo embrionario, existen cambios en las  contribuciones relativas de 

las vías metabólicas a la obtención de energía. Así,  en el cigoto, 97% de la energía es 

aportada por el ciclo de Krebs y el resto  por la glucólisis, mientras que en estado  de 

blastocisto, un 50% de la energía la aporta la glucólisis, y el otro 50% el ciclo de Krebs 

(Clough, 1985).  Estudios recientes indican que la glucólisis es la  vía m á s  activa  en los 

blastocistos de  rata, y que es similar en los blastocistos  de rata normal y diabética 

(Dufiasnes, 1993). Así pues, teóricamente, en estos  estadios la hiperglucemia no debe 

inducir daño embrionario. 

Sin embargo, se  demostró  que en ratona, la inducción diabética con aloxana o STZ, 

antes del apareamiento reduce la capacidad de ruptura de la vesícula geminal (Diamond y 

cok, 1989), evento  que normalmente sucede pocas  horas  después de la entrada del 

espermatozoide al ovocito. Además, el número de  estructuras unicelulares y bicelulares que 
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se recuperan dos días después del apareamiento es menor que en ratonas no tratadas 

(Diamond y cok, 1989). 

Con objeto  de  demostrar  que el efecto no era debido al fármaco diabetógeno sino al 

estado  de hiperglucemia que se induce, se ha probado el efecto  de un medio con elevada 

concentración de glucosa, y se encontró  que existe un aumento en  la  fi-ecuencia de  retraso 

de desarrollo después  de 72 h en cultivo (Diamond y cok, 1990). Posteriormente, el mismo 

grupo  reportó  resultados similares obtenidos al recuperar embriones a varios tiempos 

después de la fertilización, de  ratonas NOD diabéticas, no diabéticas y diabéticas tratadas 

con insulina, en los que vieron que existía un alto porcentaje de falla de desarrollo entre la 

etapa de embriones bicelulares hasta blastocistos expandidos, en el primer grupo, con 

respecto al testigo,  y  que la administración de insulina previene hasta en 90% los defectos 

(Moley y cok, 199 1). 

Por  otra  parte, recientemente, se reportó que la administración de ST2 a  ratas el día 

de la concepción induce una  disminución del número de embriones por útero, observado 

cuatro y cinco días después, y un retraso en la proliferación celular, más acentuado en  el 

macizo celular interno  que el trofoblasto (Pampfer, 1990), y  que la insulina evita este daño 

(De Hertog y cols, 1992). Adicionalmente, se  demostró que el daño  temprano  al  blastociao 

de rata en etapa  de preimplantación no es revertido por posterior incubación en medio 

normal (Pampfer y cok, 1994). 

Cuando se induce diabetes una, dos o tres semanas antes del apareamiento, con STZ, 

se observa retraso  del desarrollo temprano, evaluado por la proporción de embriones en 

estado  de blastocisto y  de mórula el  día cinco de desarrollo, y los blastocistos  poseen mel::,s 



núcleos que los de rata normal. Además, los embriones recuperados aparentemente son 

menos maduros  y estan menos desarrollados (Vercheval y cok, 1990). Al Parecer, esto es 

debido a que los embriones de  ratas diabéticas expresan niveles más elevados  de que 

los de  ratas  controles. La expresión de este factor es dependiente del estado  de 

hiperglucemia (Pampfer  y cok, 1997). En apoyo a  esto, se encontró  que la 

inmunoestimulación aumenta la tolerancia de  ratonas hembras a los efectos  teratogénicos  de 

la diabetes (Torchinsky y cols, 1997). 

En embriones de ratón, se encontró  que el estado diabético induce retraso del 

desarrollo embrionario en  la fase preimplantacional, después del estado bicelular (Beebe y 

Kaye, 1991). El  estado diabético o subdiabético no afectan la ovulación, la fertilización o la 

primera división de segmentación, pero el desarrollo se ve  comprometido  al  menos hasta la 

etapa octocelular, ya que  muchos  de los embriones muestran retraso  del desarrollo o 

degeneración (Veselá y cols, 1994). 

Durante la gastrulación y la neurulación, un 95%  de la glucosa se  convierte a lactato, 

0.2% se oxida por completo en el ciclo de Krebs, y 2% se convierte a pentosas  (Hunter y 

Sadler, 1987). De  tal forma, en estos estadios, alteraciones del metabolismo de 

carbohidratos, como la diabetes mellitus, pueden afectar el crecimiento y el desarrollo. Así 

pues, se ha encontrado  que  tanto la hiperglucemia como la hipoglucemia pueden ser 

teratogénicos para los embriones en cultivo. 

Además, el daíío causado  por la hiperglucemia no se limita solamente a etapas pre- 

kplantacionales:  se demostró  que embriones de  rata,  de  9 días de edad gestational, de 

madres diabéticas, muestran u a  elevada  incidencia de malformaciones cuando se cultivan 
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por  48 h, mientras que  los embriones de madres Sanas de día 10 de gestación, no son 

afectados  por elevadas concentraciones de glucosa en cultivo, lo que sugiere que los 

embriones de rata son muy sensibles en etapas muy tempranas  del  desarrollo  (4-8 somitas) a 

desafios teratogénicos (Menegola y cols, 1995). 

En cultivos de embriones, para que el exceso de glucosa sea teratógeno, se requiere 

que sea de seis a ocho  veces la concentración normal (Cockroft  y  Coppola, 1977; Hunter y 

Sadler, 1987). Las anomalías más comunes son el retraso del desarrollo y los  defectos  de 

cierre de  tubo neural. Utilizando este sistema, se ha encontrado  que el saco vitelino es clave 

en  el desarrollo, ya sea este normal o alterado, debido a  que  este  anexo embrionario, cuya 

fimción  en roedores está relacionada con los mecanismos de  transporte y almacén de 

nutrientes (Sadler  y cols, 1993), se halla malformado tanto  a nivel grueso  como 

ultraestructural  (Pinter  y cols, 1986). También se sabe que existe una ventana crítica para 

que la hiperglucemia induzca daños. Esta ventana crítica es cercana a la neurulación (Reece 

y cok, 1996b). 

Adicionalmente, se ha encontrado  que el transportador  1  de glucosa (GLUT-1) se 

expresa en grandes cantidades en las células neuroepiteliales del tubo neural, así como en  el 

saco vitelino, los días 9.5 a 12.5. Altas  concentraciones  de glucosa no causan disminución de 

la expresión del transportador, lo que sugiere que la carencia de regulación del GLUT- 1  por 

un exceso de glucosa pudiera jugar un papel importante en  la dismorfogénesis, 

particulamente  durante el desarrollo del tubo neural (Trocino  y cols, 1994). 

LOS mecanismos probables por los cuales la hiperglucemia manifiesta SUS efectos 

deletéreos pueden ser alteración del metabolismo de ácido araquidónico y prostaglandhas, 



Alteración del metabolismo del  mio-inositol. 

La demostración de  que l a  inhibición de la acumulación de  sorbitol sin impedir la 

disminución de nzio-inositol endbgeno  por embriones de rata de 9.5 días en cultivo por 48 h 

no revierte los  efectos  teratológicos  (Hod  y cols, 1986), originó la hipótesis de que la 

hiperglucemia induce alteraciones del metabolismo del inositol como  parte  de los 

mecanismos teratogénicos. Con respecto  a  esto, se ha comprobado que la glucosa inhibe la 

captura de inositol por  el embrión de rata de 10.5 días de gestación en cultivo, de manera 

competitiva (Weigensberg y cok, 1990). 

La suplementación con mio-inositol al medio hiperglucémico restaura la captura de 

este azúcar-alcohol por el embrión de rata de  9.5 días de gestación en cultivo, (Hashimoto y 

cok, 1990)  y revierte la dismorfogénesis inducida por la hiperglucemia, en embriones de rata 

de 8.25 días cultivados por 48 h (Baker y cok, 1990). En apoyo a esto, se demostró que el 

tratamiento con insulina o la suplementación de mio-inositol en  la dieta de  ratas diabéticas 

gestantes  restaura el contenido normal del metabolito en los embriones y evita los daños 

dismorfogénicos causados  por el estado diabético (Akashi y cok, 1991). La sq)lementación 

de nzio-inositol  en  la dieta de  ratas diabéticas gestantes no afecta los niveles circulantes de 

ese metabolito, pero sí manifiesta un efecto protector  contra  las malformaciones de 

embriones de 12 días (Reece y cok, 1997). 



Alteración  del  metabolismo  del ácido araquidónico. 

La suplementación con ácido arquidónico (AA) a un medio con elevada 

concentración de glucosa reduce la incidencia de defectos de cierre de  tubo neural en 

embriones de  ratón  de 8.3 días cultivados 48 h (Goldman y cok, 1985), y en embriones de 

10 días cultivados por 48 h (Pinter  y cok, 1986). Además, la administración de AA a ratas 

diabéticas gestantes  reduce la incidencia de defectos de cierre de  tubo neural (Goldman y 

cok, 1985). Esto ha sugerido que la deficiencia del metabolismo del AA puede causar 

deficiencia en prostaglandinas (PGs).  Se ha encontrado que la suplementación de PGE, a un 

medio rico en glucosa revierte parcialmente los efectos  teratogénicos  (Baker  y cols, 1990; 

Goto y cok, 1992). En contraste, se demostró que secciones uterinas  de rata diabética 

gestante en día 10 producen u n a  cantidad de  PGE, y PGE,  similar a las secciones uterinas 

de rata normal gestante  (Jawerbaum  y cols, 1993), y que los embriones producen mayor 

cantidad de PGE, y PGF,, que los embriones control  (Jawerbaum  y cok, 1994). 

El  estado diabético aumenta el transporte placentario de AA, pero no de ácid0 

palmitic0 en embriones de  ratas in vivo, o en embriones de rata normal incubados en  medio 

con elevadas concentraciones  de glucosa (Engstrom  y cols, 1991), lo  que apoya la l+jtesis 

de que la alteración del metabolismo del AA juega un papel importante en la 

dismorfogénesis. En estudios ir) vitro llevados a cabo con placentas humanas a término, se 

encontró  que la captura de ácido arquidónico fue mayor en el tejido de placentas de las 

madres diabéticas que en las  de madres sanas (Kuhn y cols, 1990). 

27 



Aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno. 

La evidencia sobre el posible efecto teratológico  de las especies reactivas de oxígeno 

proviene de  los hallazgos de  que la adición de la superóxido dismutasa al medio de cultivo 

de embriones de  9 días por 48 h en un medio conteniendo altas  concentraciones de glucosa, 

piruvato o P-hidroxibutirato revierte los efectos dismorfogénicos que dichos metabolitos 

causan (Eriksson y  Borg, 199 la), y que la adición del inductor enzimático citiolona o las 

enzimas superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) o glutatión peroxidasa (GPx) al 

medio con elevada concentración de glucosa evita la aparición de malformaciones en 

embriones de rata de  9 días de gestación en cultivo (Eriksson y Borg, 1991b). De esta 

manera, una combustión inadecuada de la glucosa o de  otros  energéticos pudiera causar una 

producción incrementada de especies reactivas de oxígeno, la que  a su vez afecta de manera 

directa al metabolismo de  las prostaglandinas, causando la dismorfogénesis (Eriksson y cols, 

1991). La adición de  SOD y N-acetilcisteína a los embriones de rata en cultivo reduce la 

teratogenicidad del suero de rata diabética (Wentzel y cols, 1997). 

En embriones de 10 días de gestación, producidos  por la cruza de  ratones macho y 

hembra transgénicos para la enzima CuZnSOD humana, y sometidos in utero a condiciones 

diabéticas, la expresión de malformaciones y la fi-ecuencia de reabsorciones son menores que 

en embriones producidos  por cruza de  ratones no transgénicos, sometidos a condiciones 

diabéticas; y muy  similar a la expresión de malformaciones y la frecuencia de reabsorciones 

que los embriones de madre no diabética. Además, los embriones transgénicos provenientes 

de las madres diabéticas no presentaron el retraso de desarrollo que  fue observado en  10s 



embriones no transgénicos, de madres diabéticas. Estos resultados indican que la enzima 

CuZnSOD  protege  contra  los  efectos nocivos de la diabetes (Hagay y Cok 1995). 

En embriones de 9.5 días de desarrollo incubados in vitro por 48 h, se encontró que 

la exposición a altas  concentraciones de glucosa causa un aumento en la aparición de 

maKormaciones, un aumento de la producción de especies reactivas de oxígeno, y una 

disminución de la concentración de glutatión (GSH) y de la actividad de y-glutamilcisteinil- 

sintetasa (enzima de la  vía de síntesis de GSH), mientras que la suplementación de S-metil- 

GSH restaura los niveles de GSH, reduce la producción de las especies reactivas y protege a 

los embriones de la dismorfogénesis. De esta manera, parece ser que la protección celular 

mediada por GSH tiene un papel central en  la modogénesis  durante la neurulación (Trocino 

y cols, 1995). 

Por  otra  parte, en embriones de  ratas diabéticas, de 11 días de gestación, hay un 

contenido menor de GSH con respecto a los embriones de  ratas  testigos, mientras que en 

saco vitelino, la cantidad del tripéptido aumenta, lo que podría indicar alteración del 

mecanismo de transporte de esta molécula desde  el  saco vitelino hasta el embrión (Menegola 

y cok, 1996). 

Con el objeto  de estudiar si la hiperglucemia provoca disminución del metabolismo 

aeróbico en células de embriones de rata, como sucede en otros sistemas, se incubaron 

embriones de 1 O y 11 días de rata sana  en presencia de medio con concentración nomal de 

glucosa, O con concentraciones elevadas, por  ocho horas, y se  demostró  que la morfología 

de  las  mitocondrias  de  las células del neuroporo anterior de embriones incubados en  el 

primer medio son circulares en sección transversa, con matriz clara y crestas de 45 m de 



ancho (tipo 11), mientras que el medio alterado provoca que  las mitocondrias muestren una 

sección transversa alargada, matriz oscura y ancho promedio de  crestas  de 80nm (tipo I), lo 

que indica alteraciones de la estructura mitocondrial por  efecto  de la diabetes (Finley y 

Norton, 199 1). 

Posteriormente, se encontró  que embriones de rata diabética, de 9, 10 u 11 días de 

gestación, las células ectodérmicas muestran a nivel ultraestructural, gran diferencia con 

respecto a las células de embriones de  ratas sanas. Las mitocondrias son largas, esféricas, de 

matriz pálida y  crestas anormales. En cultivo de embriones de 9 días de gestación por 48 h, 

las mitocondrias de las células ectodérmicas de embriones sometidos a elevadas 

concentraciones de glucosa o piruvato muestran alteraciones similares a las observadas ir1 

vivo, mientras que  las mitocondrias de las células ectodérmicas de embriones incubados en 

presencia de P-hidroxibutirato o a-cetoisocaproato son enormes e irregulares, de matriz 

muy pálida. Sin embargo, en los  fetos  de 15 días de gestación no se observaron anomalías en 

las mitocondrias del hígado, el cerebro o el corazón.  El  hecho de  que la morfología 

mitocondrial responda a  las alteraciones metabólicas sólo durante la fase de neurulacion y 

organogénesis  temprana sugiere un papel de  esos  organelos en  la teratogenicidad diabética, 

quizá por un aumento en  la formación de especies reactivas de oxígeno (Yang y cols, 1995). 

Sivan y cok (1997) encontraron que la actividad de la SOD es menor en los 

embriones de rata de 1 1.5 días de gestación anormales, ya Sean de  madres diabéticas 0 

sanas, con respecto a SUS pares normales, de madres diabéticas o sanas, y  que la variable 

asociada COD la disminución de la actividad enzimática no era el estado diabético sino la 

Presellcia del dafio a nivel de  tubo neural, mientras que, aunque hay disminución de la 
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actividad de la GPx en los embriones maKormados de madres sanas  con  respecto  a sus pares 

normales, no hay relación entre la alteración de la actividad enzimática con el estado 

diabético o la presencia de malformaciones, y que en el caso  de la CAT, la actividad 

enzimática disminuye, asociada al estado diabético materno. En general, parece que el 

estado diabético no afecta las actividades de las enzimas depuradoras (CAT, SOD, GPx), 

sino las cantidades presentes de especies reactivas de oxígeno. 2 2 2 4 8 4  
En contraste, con la utilización de  dos sub-heas de ratas, una con elevada frecuencia 

de malformaciones cuando son inducidas a diabetes, y la otra con baja frecuencia, se 

demostró  que en los embriones de la segunda sub-línea de  11 días de gestación, y en sus 

correspondientes membranas, hay una actividad de CAT superior, de manera que existe una 

correlación inversa entre la actividad de la enzima y el riesgo de dismorfogénesis (Cederberg 

y Eriksson, 1997). 

PAPEL TERATOGÉNICO DE LA HIPOGLUCEMIA 

La hipoglucemia puede ser aún más devastadora para el crecimiento que la 

hiperglucemia. Esto  es  de gran importancia en  la medicina, ya que el tratamiento moderno 

con insulina puede  causar episodios hipoglucémicos (Gabbe, 1985; Rosenn y cols, 1995a,b), 

aunque en humanos, los estudios disponibles (generalmente retrospectivos)  no apoyan que 

exista una relación entre la frecuencia o número de episodios hipoglucémicos con la 

fi-ecueucia de malformaciones o el retraso del crecimiento fetal (Reece  y Eriksson, 1996b). 

El primer indicio en animales h e  el hallazgo de que una inyección de insulina o 

tolbutamida a ratonas  gestantes el  día 9, causó una  elevada frecuencia de malformaciones, 
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tolbutamida como la  insulina eran teratógenos. 

Hasta iniciada la década de los 8Os, se encontró por experimentos in vitro que la 

insulina no posee papel teratogénico per se, sino que al parecer,  tal  efecto era mediado por 

la hipoglucemia que ocasionalmente causa (Sadler y  Horton, 1983). Casi simultáneamente, 

el grupo  de Freinkel demostró  que la manosa inhibe el desarrollo de embriones en cultivo, 

por lo que  postularon  que  durante la etapa de neurulación, el aporte  de glucosa y su 

utilización por la  vía glucolítica, es clave para el desarrollo normal embrionario, y que la 

alteración del desarrollo pudiera ser explicada por defecto  de la utilización de glucosa, cuyo 

papel es clave en el metabolismo energético (Freinkel y cols, 1984). 

Posteriormente, en embriones de 8 días de edad, cultivados con  concentraciones 

bajas de glucosa, de 60 a 110 mg/dL durante 24 h, seguida por la incubación por  24  h en un 

medio con  concentraciones normales de glucosa (120-150 mg/dL), se  encontraron  altos 

indices de malformaciones. Los defectos  encontrados incluyen retraso  del desarrollo, falta de 

rotación, primordios  ópticos dismóríicos y cierre cardiaco incompleto. Cuando la  incubación 

fue de embriones de  9 días durante  2 a 24 h en medio con concentraciones bajas de glucosa, 

se demostraron deficiencias en  la rotación, el latido cardiaco, la circulación, el número de 

somitas y defectos  de cierre de  tubo neural, así como  otros  defectos menores, siendo mayor 

la respuesta a menor concentración del azúcar y/o a mayor tiempo de exposición (Smoak y 

Sadler, 1990). 

En el caso de embriones de 9 días de edad en cultivo, la incubación en un medio 

deficiente en glucosa (40-80 mg/dL) durante 28 horas causa una elevada incidencia de 



malformaciones, que dependen de la dosis: a menor concentración de glucosa, mayor 

presencia de maKormaciones. Este  estado  de desarrollo es análogo a los días 19-28 del 

desarrollo humano, que  corresponde a la etapa de neurulación (Sadler y Hunter, 1987). 

Los embriones de rata de 9.5 días de  edad, cultivados por 48 h en medio con baja 

concentración de glucosa (40-45 mg/dL) muestran una elevada fiecuencia de lesiones 

neurales y retraso del desarrollo, mientras que  los embriones cultivados el mismo tiempo en 

medio normal son similares a los de 11.5 días de edad itz vivo. Resultados similares se han 

observado  por incubación durante 24 h en un medio deficiente seguido por 24 h en  un medio 

normal, mientras que el tratamiento inverso causa retraso leve del desarrollo. Sin embargo, 

embriones de 10.5 días de edad incubados en un medio deficiente no desarrollan 

malformaciones (Akazawa y cols, 1987). La incubación de  los embriones de 9.5 días de 

gestación por 24 ó 48 h en presencia de un medio con baja concentración de glucosa (40-45 

mg/dL) causa disminución de la longitud cefalocaudal, un menor número  de somitas y 

contenido de  proteína más bajo que los embriones cultivados en un medio normal. 

Adicionalmente, se observan microcefalia y lesiones dismórficas (Ellington, 1987). 

Con el uso  de infbsión de insulina,  en ratas normales el día 9.5 ó 9.75 de desarrollo 

embrionario, se han inducido episodios hipoglucémicos (40-60 mg/dL) de una hora  de 

duración, y en los embriones de día 11.6, se encontró  que la hipoglucemia causa en los 

embriones un retraso generalizado del crecimiento, defectos  de cierre de  tubo neural, 

defecto de formación de vesículas cerebrales, así como  rotación axial y diferenciación 

cardiaca anormales, con respecto a un testigo infi.lndido con glucosa y a un testigo intacto. 
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algunos casos  se  encontró además alteración del desarrollo de somitas y/o neuroporo 

posterior abierto (Buchanan y cols, 1986). 

La exposición de  los embriones de  9.7 días en cultivo, a 1 h  de baja concentración de 

glucosa (40-45 mg/dL) el día 10.3 de gestación, causó predisposición a la aparición de 

malformaciones inducidas por concentraciones elevadas (600 mg/dL). La incubación en un 

medio con elevada concentración de glucosa sin previa exposición a medio deficiente no 

produjo malformaciones neurales, y sólo se observó una  baja proporción  de daños 

extraneurales (Akazawa  y cols, 1989). 

Cuando  las  ratas sanas o diabéticas se &dieron con insulina el día 9.5 ó 10.5, 

durante al menos una hora, se alcanzó un  nivel de glucosa sérica cercano a 60 mg/dL, pero 

no se encontraron malformaciones en los embriones de  11.6  de desarrollo, aunque se 

observó retraso  del desarrollo embrionario (Kawaguchi y cok, 1994). 

La  infUsión de insulina el día 10.5  de desarrollo embrionario a  ratas diabéticas 

gestantes  produce  concentraciones  de glucosa sérica de 40 a 65 mg/dL, y en los  fetos de día 

20, se observó una elevada fiecuencia de malformaciones esqueléticas que incluyen 

aparición de costillas supernumerarias, hsión  de costillas, hipoplasia de  arco vertebral, 

fhsión de  cuerpos vertebrales, retraso  de osificación, bfircaciones, fksiones y traslape de 

cartfiagos. La fiecuencia es menor en las  ratas diabéticas &didas con solución salina, y 

está dentro del intervalo de malformaciones espontáneas de esta especie. Cuando la hhsion 

se realizó el día 9.5, la frecuencia de malformaciones no h e  diferente entre ambos gmpos 

(Tanigawa y cok, 199 1 ). 



Si se realiza f i s i ó n  de insuha a ratas  por una hora el día 10.6 de desarrollo, se 

induce un episodio hipoglucémico (40-60 mg/dL). Sin embargo, la  fiecuencia de las 

malformaciones es similar a la de  ratas &didas con salina, y  cae  dentro  de la frecuencia 

espontánea de malformaciones. Al parecer, este efecto es debido a que a esta edad 

gestacional, los embriones son menos susceptibles al daño  teratogénico  comparados con los 

embriones de menor edad gestacional (Buchanan y Sipos, 1989). Estos resultados 

concuerdan con  otras observaciones (Akazawa y cols, 1987), en las  que se demostró que 

después  del día 10.5 de desarrollo, no hay efecto de la hipoglucemia sobre  el desarrollo 

embrionario. 

PAPEL TERATOGÉNICO DE LOS CUERPOS CET~NICOS 

La cetoacidosis  es una de las complicaciones metabólicas m á s  comunes en  la diabetes 

humana mal controlada. Esta complicación se debe a la  deficiencia de insulina  en todo el 

sistema. El tejido adiposo, en respuesta a catecolaminas, libera  una gran cantidad de ácidos 

grasos a la sangre. El aumento en  el cortisol  y el glucagón, promueve asimismo un aumento 

en la lipólisis y la utilización de ácidos grasos,  dando como consecuencia que el hígado 

produzca cantidades elevadas de  los  cuerpos cetónicos: P-hidroxibutirato y acetoacetato. 

Además de lo anterior, hay una disminución de la capacidad muscular para utilizar estos 

cuerpos  cetónicos. A causa de la acumulación de los cuerpos  cetónicos en sangre, la 

concentración iónica en los fluidos aumenta, y el pH disminuye. Los cuerpos  cetónicos se 

eliminan por la orina gracias a que son neutralizados con el bicarbonato, lo que origina una 

carencia de  este  amortiguador  y un empeoramiento de la cetoacidosis (Hagay, 1994). 



En humanos, la fiecuencia de episodios cetósicos  durante el embarazo se ha asociado 

con una alta morbimortalidad perinatal y  retraso mental (Churchill y cols, 1969; Hagay, 

1994), pero no hay evidencia de  que  jueguen un papel importante en  la muerte embrionaria o 

fetal, el retraso  de desarrollo o la aparición de malformaciones (Montoro  y cols, 1993). 

Inclusive, se ha sugerido  que la cetoacidosis está más relacionada a  los cambios metabólicos 

del embarazo que a la diabetes (Rodgers y Rodgers, 199 1). 

Sin embargo, en los roedores, la cetosis es más teratogénica que la hiperglucemia. En 

cultivos de embrión de rata de  9.5 días por  48 h, la suplementación del medio con p- 

hidroxibutirato causa defectos del desarrollo (Lewis  y cok, 1983; Sheehan y cok, 1985). 

Recientemente, se  encontró  que el suero de  ratas diabéticas tratadas con insulina es incapaz 

de inducir maKormaciones en embrión de ratón de  9.5 días en cultivo, mientras que este tipo 

de  suero suplementado con P-hidroxibutirato sólo o en presencia de glucosa causa una 

frecuencia y gravedad  de  daños similares a las  causadas  por el suero de rata diabética no 

tratada (Buchanan y cok, 1994). 

La incubación de embriones bicelulares (de  48 h de desarrollo) por 72 h en presencia 

de  acetoacetato (10 m M ) ,  o DbP-hidroxibutirato  (16 ó 32 m M )  retarda la maduración de 

los embriones, mientras que la adición de  dosis suprafisiológicas de lactato, una  mezcla de 

aminoácidos, glicerol o lípidos no afecta el desarrollo en cultivo (Moley  y cok, 1994), lo que 

demuestra que la diabetes mal controlada puede afectar el desarrollo preimplantacional, y 

que la hiperglucemia no es el Único factor responsable de las malformaciones y el retraso  de 

desarrollo temprano  observados en  la asociación entre diabetes y gestación. 
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Adicionalmente, en cultivo de precondrocitos de embrión de rata  de 12 días de 

gestación, se  mostró  que el j3-hidroxibutirato reduce más que la glucosa, la incorporación de 

timidina tritiada, siendo mayor el efecto en células provenientes de embriones de ratas 

diabéticas que en las  obtenidas  de embriones normales (Styrud y Eriksson, 1990). Debido a 

que  se ha postulado  que  los  cuerpos  cetónicos inhiben la utilización de la glucosa por vía de 

peutosas, es probable que la disminución de ribosa y desoxirribosa disponible sea la causa de 

que la síntesis de  ácidos uucleicos y el crecimiento celular se vean alterados. 

Otra hipótesis probable es que la elevación de los cuerpos  cetónicos reduzca la 

captación de glucosa: en cultivo de células de  trofoblasto humano de primer trimestre, tanto 

el acetoacetato  como el j3-hidroxibutirato  disminuyen  la captura del azúcar  (Shubert  y cols, 

1996). 

"INHIBIDORES DE LAS SOMATOMEDINAS" 

Desde la década anterior, se ha hecho éufasis en  la presencia de sustancias con 

actividad inhibidora del crecimiento de cartílago ir1 vitro, en suero  de ratas diabéticas. Estos 

"inhibidores de  las somatomedinas" son de bajo peso molecular (cerca de 1000 Da), y se 

hallan  en concentraciones muy bajas como para ser purificados. Son capaces  de promover la 

aparición de  las malformaciones y el retraso del desarrollo en embriones de rata en cultivo 

(Cockrofi  y cok, 1981; Sadler y cols, 1986). Los mecanismos por  los  cuales los inhibidores 

de  las somatomedinas causan teratogénesis podrían ser debido a la acumulación de proteínas 

en el saco vitelino, por un mecanismo que  no involucra la inhibición de la degradación 



proteiuica por enzimas lisosornales, y disminución de la capacidad pinocítica (Hunter y cok, 

199 1). 

PROTECCI~N 

En la terapéutica médica, para el tratamiento de mujeres diabéticas gestantes se ha 

utilizado dieta m á s  insulina (Felig y Coustan,  1991;  Zárate y cok, 1978;  Steel y cok, 1994; 

Barker y Fall, 1993;  Hunter y cok, 1993). En modelos animales, la insulina previene muchos 

de los  efectos  teratogénicos  causados  por la diabetes (Portha y Picon, 1982; Triadou y cols, 

1982). El transplante  de células p o islotes pancreáticos a ratas  gestantes diabéticas también 

reduce los  efectos  teratogénicos  (Aerts y van Assche, 1992; Gillies y Mandel, 1990; Ryan y 

cols, 1993, 1995). 

Por  otra  parte,  se ha demostrado también que la dieta influye  la dismorfogénesis. 

Una dieta rica eiproteínas reduce la elevada mortalidad embrionaria observada en las  ratas 

diabéticas y reduce la incidencia de malformaciones. En contraste, una dieta normoproteínica 

reducida en  fibra aumenta tanto la mortalidad embrionaria como la incidencia de 

malformaciones (Giavini y cols, 1991). Una dieta rica  en proteínas o fibra puede reducir el 

consumo de  carbohidratos en ratas diabéticas gestantes, y disminuir los efectos 

teratogénicos  de la diabetes (Giavini y cols, 1993). El zinc,  un mineral traza,  parece tener 

efecto protector, ya que su administración a ratas  gestantes diabéticas por STZ reduce las 

malformaciones fetales, y tiende a disminuir el elevado número de reabsorciones 

embrionarias causadas  por  el  estado diabético (Uriu-Hare y cols, 1989). 



La suplementación de aceite de I 'phvera l l  (rico en ácidos  grasos esenciales) a ratas 

diabéticas gestantes  causó  que mostraran una hiperglucemia menor a la de  ratas diabéticas 

con dieta estándar, así como una reversión de la disminución del peso de los  neonatos 

(Garland y cols, 1997). Estos hallazgos apoyan la  idea de  que  los  efectos deletéreos de la 

diabetes sobre la gestación son debidos en parte  a la alteración del metabolismo del ácido 

araquidónico y las prostaglandinas. 

La diabetes causa incremento de las concentraciones hepáticas  maternas  de  Cu, Zn y 

Mg, y renales de  Cu  y Zn. Una  dieta  baja  en Cu no influencia el grado  de  daño al sistema 

esquelético causado  por la diabetes. Los fetos  de  madres diabéticas muestran una actividad 

disminuida de la CuZn-SOD, y la dieta baja  en Cu no afecta posteriormente esta actividad 

enzimática (Jankowski  y cols, 1993). 

En contraste, el  mismo grupo  reportó posteriormente que  los embriones de  ratas 

diabéticas sólo manifiestan retraso del crecimiento, mientras que  los de madres con dietas 

bajas en Zn muestran anomalías gruesas, originadas por el aumento en  la muerte celular, y 

los de madres  con dieta baja  en Cu muestran retraso del desarrollo y cerebro posterior 

edematoso. Estos resultados manifiestan que  los mecanismos por  los  que la  deficiencia  en 

metales traza causa las anomalías son distintos de los mecanismos por 10s cuales la diabetes 

produce las alteraciones (Jankowski y cols, 1995). 

El  tratamiento  de  ratas diabéticas con vitamina E en la dieta bloquea la manifestación 

de malformaciones, reduce el índice de malformaciones y restaura el peso normal de  fetos 

(Simán y Eriksson, 1997). Estos hallazgos apoyan el postulado de que  las alteraciones del 
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desarrollo causadas  por el estado diabético son mediadas por alteración de la  economía de 

sistemas antioxidantes. 

La suplementación en  la dieta de una  mezcla de un antioxidante y sustratos (vitamina 

E, ácido araquidónico y mio-inositol) a ratas diabéticas gestantes,  reduce la manifestación de 

malfomaciones en los embriones a valores similares a los  observados en el grupo  testigo, 

junto con aumento en  la actividad de SOD y en concentración de la vitamina E. De esta 

manera, parece  ser  que  los  daños  causados  por la condición diabética, son de origen 

multifactorial (Reece y Wu, 1997). 

POLIAMINAS 

Las poliaminas son sustancias awáticas, no proteínicas, de bajo peso molecular. De 

éstas, la putrescina, la espermidina y la espermina han sido las más estudiadas. 

Las poliaminas cumplen una  fimción importante en  la regulación de diversos 

procesos  tales  como el crecimiento, la proliferación, la multiplicación y la  diferenciación 

celulares. Estas moléculas, a semejanza de los ácidos nucleicos, los aminoácidos y las 

proteínas, se encuentran distribuidas ampliamente en los sistemas vivientes, lo que quizás sea 

un indicativo de  que su presencia es esencial para la realización de  los  procesos básicos de la 

fimción celular. Las poliaminas también están presentes en tejidos de mamíferos y en fluidos 

corporales  asociadas covalentemente con proteínas (Méndez, 1989; Persson y Heby, 1990). 

En los mamíferos, incluyendo al hombre, la espermidina y la espennina están 

presentes en  la mayor parte  de  los tejidos, en  una concentración aproximada de 1 mM, 

mientras que la putrescina ae encuentra en concentraciones muy bajas, excepto en los tejidos 



en crecimiento o que tienen un comportamiento celular proliferative, como es la  médula 

osea (Tabor y Tabor,  1984). 

Los niveles intracelulares de las poliaminas, particularmente espermina y putrescina, 

aumentan espectacularmente con el crecimiento, tanto en células normales como 

ueopiásicas. 2 2 2 4 3 4  
La putrescina es el precursor  de la síntesis de espermidina y espermina. En las células 

animales esta diamina se obtiene de la ornitina, sin embargo en las células vegetales 

superiores, en bacterias y hongos la putrescina se  puede obtener a partir  de agmatina, que a 

su vez  es  producida por la descarboxilación de la L-arginina (Tabor y Tabor,  1984). 

SÍNTESIS DE POLIAMINAS 

La mayoría de las enzimas que participan en  la biosíntesis de poliaminas se localizan 

en el citosol. En los m a d e r o s  la ornitina descarboxilasa (ODC) cataliza el  paso inicial  en la 

biosíntesis de poliaminas. Esta enzima transforma a la ornitina en putrescina. La espermidina 

y la espermina se forman a partir  de la putrescina y la espermidina respectivamente, por la 

transferencia de un residuo de propilamina aportado  por la S-adenosil-homocisteamina, el 

producto descarboxilado de la S-adenosilmetionina. Estas reacciones están catalizadas por 

las enzimas S-adenosilmetionina descarboxilasa, espermina y espermidina sintasas (Pegg, 

1986; Pegg y McCam, 1982). 

La ornitina necesaria para la síntesis de poliaminas proviene del plasma, además de 

que  puede  formarse  por acción de la arginasa a partir de la  L-arginina, corno lo demuestra el 
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hecho de  que  durante el aumento en  la síntesis de poliaminas aumenta la actividad de la 

arginasa (Méndez, 1989). 

Hay una fberte evidencia de que las poliaminas son escenciales para el crecimiento y 

proliferación celular. Los estímulos asociados con estos  eventos  provocan cambios en los 

niveles intracelulares de poliaminas, en particular aumenta el contenido de espermidina 

(Bethell y cok, 1982). 

La actividad de la ODC, enzima reguladora de la síntesis de poliaminas, se 

incrementa sustancialmente el día anterior a la implantación, en útero  de  ratas gestantes, 

aparentemente en respuesta a estímulos embrionarios (Heald y cols, 1979). La 

administración intraluminal de DL-a-difluorometil-ornitina (DFMO), inhibidor específico de 

esta enzima, a ratas  gestantes, un  día antes  de la implantación, detiene el crecimiento 

embrionario (Méndez y cok, 1983). La administración oral  de  DFMO o análogos  de la 

putrescina, suprime el incremento en  la actividad de ODC postimplantacional y retrasa el 

desarrollo embrionario (Fozard y cok, 1980; Mamen y cok, 1983). 

L-ARGININA 

La  L-arginina o ácido a-amino-6-guanidín valeriánico, es una aminoácido alifático 

que ha sido considerado  como semiesencial para los m a d e r o s  y las aves, ya que aim 

cuando lo sintetizan, también lo requieren en  la dieta para mantener niveles adecuados en el 

organismo, sobre todo en las  etapas  tempranas  del desarrollo, para sostener una síntesis 

activa de  proteínas y para la realización de múltiples procesos bioquímicos y fisiológicos 

(Pau y Milner, 1981). Este aminoácido sigue varios destinos metabólicos por lo que  sus 



niveles plasmáticos  pueden  detectarse  bajos en un momento dado. Algunos Órgmos y tejidos 

pueden requerir de un mayor aporte  de L-arginina por  las fhciones que desempeñan, tal es 

el caso  del  hígado y del páncreas. 

METABOLISMO DE LA L-ARGININA 

El metabolismo de la L-arginina ocurre  por dos mecanismos que son 

complementarios: 

1) Hidrólisis enzimática, que  ocurre  por acción de la enzima arginasa, no sólo en  el 

ciclo de la urea sino también en tejidos  extrahepáticos y que lleva a la formación de ornitina 

y urea. 

2) Desaminación oxidativa, proceso por el cual se conserva el radical guanidínico y 

se hace posible su utilización en  la síntesis de creatina y de  otros  productos con gran 

actividad biológica. 

La importancia de la  L-arginina se debe a que participa en varios  procesos 

metabólicos. En primer lugar este aminoácido participa en el ciclo de la urea,  donde se 

elimina el amoniaco formado por desaminación oxidativa de los aminoácidos, el cual es 

desechado en  la orina en forma de urea. También participa directamente en la formación de 

proteínas del tejido conjuntivo, al formarse a partir de ella prolina e hidroxiprolina, 

aminoácidos importantes en  la síntesis de colágena. 

La  L-arginina también es un aminoácido gluconeogénico, ya que  se oxida a 

glutamato y éste  por oxidación produce  a-cetoglutarato, un intermediario de la síntesis de 

glucosa (Caaldi y Algranati, 1989). 



La L-arginina, junto con la  L-glicina Y la L-metionina, participan en  la síntesis de 

creatina, la cual es un compuesto clave para el almacenamiento de  grupos  fosfato en forma 

de fosfocreatina en músculos y nervios. 

Este aminoácido también forma parte  de  las histonas y protaminas  junto con la L- 

lisina, siendo las  histonas H3 y H4 las que presentan la mayor cantidad de L-arginina.  La 

fhción de  este aminoácido en las histonas es la de  dar carga positiva a estas  proteínas a pH 

neutro, para que se puedan combinar con el DNA duplohelicoidal cargado negativamente, 

dando lugar a complejos DNA-histona, y  de esta manera, compactar la cadena de  DNA en 

células eucariontes. 

La  L-arginina interviene en la producción de poliaminas, ya que por medio del ciclo 

de la urea este aminoácido es hidrolizado por la  enzima arginasa, formando urea y ornitina, 

este último es un aminoácido no proteinico que interviene en la producción  de p o l i a e a s  

(Caaldi y Algranati, 1989; Cunningham y Werner, 1975). 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La diabetes mellitus tipo 1 incontrolada en humanos, complicada con embarazo, es 

causa de  numerosas alteraciones, desde muerte matema y/o neonatal, hasta de  retraso del 

desarrollo. A nivel experimental, se han empleado numerosos  tratamientos con objeto de 

prevenir los efectos  deletéreos del metabolismo incontrolado por diabetes mellitus tipo 1 

sobre  los  productos. Dichos tratamientos incluyen transplante de células p o islotes 

pancreáticos a las  madres diabéticas gestantes, suplementación de metales traza,  sustratos o 

antioxidantes en  la dieta, así como modificación de los porcentajes de proteínas, lípidos, 

glúcidos y fibra en la misma. 

En cultivo de embriones, también se han utilizado estrategias similares para estudiar 

el desarrollo embrionario anormal, los mecanismos como  éste  ocurre, y las estrategias para 

prevenirlo. 

La Garginina es un potente  secretagogo  de insulina, en varias especies animales 

(Nogowski y Novak, 1986). También  ha sido reportado  que  las poliaminas se hallan 

presentes en las células p pancreáticas, y se ha propuesto que juegan un papel importante en 

la secreción de insulina por  éstas células (Welsh y Sjoholm, 1988). 

Recientemente, nuestro  grupo  reportó  que la L-arginina manifiesta efectos 

citoprotectores  sobre la acción de la aloxana en el páncreas  (Méndez y Arreola, 1992), y se 

propuso  que el mecanismo podría estar mediado por  las poliaminas. 

Por esta razón, en este trabajo se administró la L-arginina o las distintas poliaminas a 

ratas  gestantes diabéticas por inducción con aloxana, con el & de v e ~ c a r  si es posible 
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evitar las alteraciones del desarrollo observadas en  10s productos  de  ratas a las cuales se les 

induce diabetes durante la gestación. 

OBJETIVOS 

1. Establecer un modelo para estudiar la interacción diabetes-gestación en rata, que 

permita la sobrevivencia de  ratas hembra gestantes, con el fin de  obtener  productos. 

2. Evaluar el efecto  teratogénico, de retraso  de desarrollo o embriotóxico, de la 

diabetes inducida en  la rata. 

3. Estudiar  el  efecto de la L-arginina y las poliaminas sobre la teratogénesis, el 

retraso del desarrollo o la embriotoxicidad causada por la diabetes inducida, en  la rata. 

2.1. Determinar si el tratamiento con L-arginina y poliaminas normaliza los 

parámetros  séricos y sanguíneos alterados  por la diabetes mellitus, en ratas gestantes. 

2.2. Prevenir el retraso del desarrollo y la embriotoxicidad causados  por la 

diabetes mellitus, sobre  los  fetos  de ratas. 



MATERIAL Y MÉTODOS 

Reactivos. La aloxana, la arginina, las poliaminas (dihidrocloruro de putrescina, 

tfidrocloruro  de espermidina, tetracloruro  de espermina), el azul de tripano, la sal sódica 

de P-hidroxibutirato, la P-hidroxibutirato-deshidrogenasa (de Rhodopseudomorzas 

spheroides), el disulfonato de batofenatrolina, el metosulfato de fenazina, el dinucleótido de 

nicotinamida-adenosina y la heparina monosódica se obtuvieron de Sigma Chemical Co, 

Sant Louis, Mo.  El NaC1, el HC104, el KHCO3, el FeCb, el KHzP04, el alcohol etilico de 

96", el  ácido picric0 y el formo1 se obtuvieron de Merck de México o de J.T. Baker. El 

pentobarbital sódico se obtuvo  de Innovar. Los  estuches comerciales para las 

determinaciones de glucosa, triglicéridos, colesterol y lípidos totales  fueron siempre de la 

mejor calidad posible. La insulina humana NPH se adquirió de LiUy Co., y las  tiras reactivas 

HaemoGlukotest 20-SOOR de Lakeside de México. 

Animales. Se utilizaron ratas hembra, de la cepa Sprague-Dawley, de 2 - 2.5 meses 

de edad, y con  peso de 240-270 g, con ciclos estrales definidos, de acuerdo a las 

recomendaciones de  otros autores para estudios  de esta naturaleza (Beaudoin, 1980). Las 

ratas heron proporcionadas  por el Bioterio Central del Centro Médico Nacional Siglo XXI, 

del Instituto Mexicano del Seguro Social, y se mantuvieron en el mismo bioterio, bajo 

condiciones controladas  de luz (12: 12), humedad y temperatura, con  agua y alimentación 

(Purina rat  chow) ad libitum. 

Apareamiento.  Las  ratas se aparearon con machos sanos, fértiles, de la  misma cepa, 

por el método de trío, y se  tomó como día cero  de gestación el día  en que presentaron 

espermatozoides en el lavado vaginal. Una vez  gestantes, las ratas se distribuyeron al azar en 
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grupos  de al menos seis animales cada uno, con el fin de  probar distintas dosis de aloxana en 

la inducción diabética, así como el tiempo de administración del fármaco y  de obtención de 

muestras. Para probar  el  efecto  de la L- arginina y  las poliaminas sobre  las alteraciones del 

desarrollo provocados  por el estado diabético, los  grupos experimentales constaron de 10 

animales cada uno. 

Efecto de la aloxana  sobre la implantación  embrionaria. Para determinar el 

posible efecto  de la diabetes mellitus inducida por aloxana sobre la implantación 

ernbrionaria, ratas  gestantes en el día cero se trataron con aloxana a  dosis de 120, 140 o 150 

mg/Kg de  peso,  i.p., o solución salina como testigo.  Se seleccionaron estas  dosis con base 

en resultados  previos  de investigaciones realizadas en nuestro  laboratorio  (Méndez  y 

Arreola, 1992), de que  estas dosis causan un estado  de hiperglucemia elevada y sostenida, 

así como otros cambios del metabolismo, que asemejan la diabetes tipo  1 humana (Méndez  y 

Ramos, 1984). El día cinco de desarrollo embrionario, las ratas  fueron inyectadas con 1.0 

mL de azul de  tripano al 1% en solución salina, por la  vena caudal, y  entre 45 y 60 min 

después se sacr5caron con anestesia (0.2-0.3 ml de pentobarbital sódico i.m.). Los cuernos 

uterinos heron obtenidos, para cuantificar en cada uno de ellos el número  de sitios de 

implantación, que  se visualizan de un color azul intenso a causa de la permeabilidad 

incrementada de esas  zonas, lo que ocasiona una elevada capacidad de captura de 

macrornoléculas, entre ellas albúmina, a la cual se adsorbe el colorante (Psychoyos, 1973). 

Efecto de la aloxana  sobre el desarrollo embrionario. Con el objeto  de verificar el 

daño provocado por la diabetes inducida por aloxana sobre la neurulación, se llevaron a 

cabo dos experimentos. En el primero de ellos, se trataron  ratas  gestantes el día cero con las 



mismas dosis de aloxana empleadas previamente (120, 140 o 150 mg/Kg, i.p.),  y un grupo 

testigo  tratado  con solución salina. Al día 8 de gestación, cuando inicia  la neurulación las 

ratas heron sacrificadas como  se indicó (Beaudoin, 1980, Gilbert, 1993), y se  obtuvo sangre 

por punción cardiaca. Los  úteros heron removidos, se contaron  los  deciduomas presentes, y 

se disecaron para obtener  los embriones, que heron fijados en formol al 1.5% para ser 

analizados al microscopio estereoscópico. 

En otro experimento, se utilizaron dosis  de aloxana de 80, 100,  120,  140 o 150 

m m g ,  o solución salina el día cero,  y  las  ratas heron sacrificadas el día 10. Se obtuvo 

sangre, los úteros heron removidos y  los deciduomas y/o sitios de reabsorción contados. 

Los embriones heron recuperados, fijados en formol 1.5%, y posteriormente evaluados. 

Efecto  de la aloxana  en los niveles  sanguíneos de glucosa y el  desarrollo  fetal. 

Otros  grupos  de  ratas heron inyectados el día cero  de gestación con 80, 90, 100 o 110 

mg/Kg de aloxana, y se tuvo un grupo  testigo (solución salina). Entre  los  días O a 18 de 

gestación se tomó entre  las 8:00 y 9:OO h una gota  de sangre de la vena caudal, y se 

determinó el nivel de glucosa con ayuda de las tiras reactivas y un glucómetro digital 

(Reflolux S, Lakeside). El día 19 de gestación se sacrificaron, como se describió 

anteriormente, y  se  recuperó el útero, en el  que se contaron  los  fetos viables y las 

reabsorciones, y se obtuvo sangre para las determinaciones bioquímicas. Los fetos se 

separaron, se fijaron en fluido de Bouin, y se analizaron de  acuerdo al método  de Wilson 

modificado (Barrow y Taylor, 1969), para evaluar malformaciones internas. 

Inducción de  diabetes en distintas  fases  de la gestación. Otros  dos  gmpos  de 

ratas  fueron  tratados con aloxana a dosis  de 110 m a g  el día cero 0 cuatro  de gestación, y 

49 



comparados  con sus respectivos testigos. Las ratas heron sacrificadas el día 13, y se 

obtuvieron los  úteros, en los  que se contaron  los  fetos vivos, muertos  y reabsorbidos, para 

posteriormente ser fijados en  formo1  al lo%, para su análisis al microscopio estereoscópico. 

Se  obtuvo  sangre  por punción cardiaca para las determinaciones bioquímicas. Del día cero al 

día  12 se monitorearon diariamente los niveles de glucosa sérica. 

Determinaciones  bioquímicas. La sangre obtenida se cen t f igó  a 1500 X g en  una 

centfiga Beckman CS-l2R, para obtener el suero, en  el que se determinaron la glucosa 

(Trinder,  1969),  los lípidos totales (Fring y cok, 1972)  y  los triacilglicéridos (Wahlefeld, 

1979). 

Efecto de la L-arginina y las poliaminas sobre las alteraciones del desarrollo 

causadas por la diabetes. Seis grupos  de  ratas  de 10 animales cada uno, heron inyectados 

con aloxana a dosis de 110 mg/Kg, el día cuatro de gestación. Uno de  los  grupos (INS) 

recibió insulina humana intermedia desde el día 5 de gestación, a dosis  de  1 a 5 UUdía, i.m., 

de acuerdo  a  Lawrence  y  Contopoulus,  (1960): hasta glucemia de 200 mg/dL, 1  UI; 

glucemia - 300 mg/dL, 2 UI; glucemia - 400 mg/dL, 3 UI; glucemia - 500 mg/dL, 4UI; 

glucemia 2 600 mg/dL, 5 UI. 

Otro  grupo (ARG) recibió desde el  día cinco 1 .O mL de L - a r g k a  10 mntí en 

solución salina, i.p.; mientras que  los  grupos  PUT,  SPD  y SPM recibieron 1.0 mL de la 

respectiva poliamina (putrescina, espermidiua o espennina) 10 pM en solución salina, i.p., 

desde el día cinco 

Se  tuvo un grupo  de animales diabéticos ( D M ) ,  el cual, después  de la induction 

diabética el  día cuatro, h e  inyectado desde el  día cinco con solución salina. Además, se tuvo 



ufl testigo no diabético (TES) al cual se le administró solución salina diariamente, desde el 

día cuatro  (ver diagrama de la página siguiente). 

En estos  grupos se monitoreó diariamente la glucemia. Las  ratas heron sacrificadas 

el día 13 de  gestación,  y se obtuvieron los  úteros, en los que se contaron los fetos vivos y 

reabsorbidos. Los fetos se fijaron en  formo1 al 10% para analizarlos posteriormente. La 

sangre recuperada se dividió  en dos alícuotas, una de las cuales se cen t f igó  sin 

anticoagulante, y h e  posteriormente subdividida para determinar la concentración de 

glucosa, triacilglicéridos y colesterol (Bowman y Wolf, 1962); y otra fracción se trató con 

heparina (100 U/ml), y posteriormente se precipitó con HC104 lo%, para  ser neutralizada 

con KHC03, y  centrifigada; en  el sobrenadante se determinó la concentración de p- 

hidroxibutirato (Kientsch-Engel y Siess, 198 1). 2 2 2 4 8 4  
Análisis estadístico. Los resultados  obtenidos  de  los grupos experimentales se 

compararon  con los controles mediante la prueba de análisis de varianza simple seguido de 

prueba de Tukey. Para los experimentos en los  que  se tenían dos  grupos  de datos,  se utilizó 

la prueba de t de Student no pareada; la glucemia diaria se analizó mediante la prueba de 

comparación de pendientes; y para la frecuencia de reabsorciones se utilizó el estadístico x2 

(chi-cuadrada), utilizando la correción de  Yates.  Todas las pruebas heron llevadas a cabo en 

el programa Statistica 4.5 para Windows. 
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RESULTADOS 

Sitios de irnplantacion. El primer experimento realizado h e  administración de 

aloxana a dosis de 120, 140 ó 150 mg/Kg a  ratas  gestantes el día cero  de gestación, con 

objeto de comprobar  que la inducción diabética con aloxana no interfiere con la fertilidad. Se 

encontró una gran mortalidad materna los primeros cinco días post-inducción. Al sacrificio, 

el número de sitios de implantación encontrado h e  similar al de las  ratas  tratadas con 

solución salina (Figura 1,  Cuadro 1). 

Desarrollo embrionario. Los experimentos subsecuentes heron llevados a cabo 

para estudiar el efecto  de la aloxana sobre la neurulación. Para  este h, primero se 

administraron dosis de 80, 100, 120, 140 ó 150 mg/Kg de aloxana a ratas  gestantes el día 

cero, para sacrificarlas el día  10 de desarrollo. La dosis mayor del  diabetógeno  (150 mg/Kg) 

causó mortalidad en todas las hembras gestantes, mientras que  las  dosis  de  120 ó 140 mgkg 

causaron también mortalidad, pero,  cuando  las madres sobrevivieron, al momento de 

sacrdicio mostraron hiperglucemia, y se observaron solamente reabsorciones embrionarias. 

Los deciduomas heron pequeños, sanguinolentos, y formados  por  tejido amorfo, sin indicio 

de embriones reconocibles. La tinción convencional H y E indicó presencia de tejido 

necrósico y degenerado, y no se  detectaron células viables. 

La dosis de aloxana de 100 mgkg no causó incremento sipficativo en  la 

concentración de  glucosa. De seis camadas, dos mostraron reabsorciones embrionarias, otras 

dos constaron de embriones muy pequeños, degenerados  y probablemente muertos  antes del 

día 10 de  gestación. En las  otras  dos camadas, no se observó ninguna alteración embrionaria 

(Cuadro 2). Con aloxana a dosis  de 80 m a g ,  la concentración sérica de glucosa no se 

alteró de manera sigruficativa, aunque  se observaron algunas malformaciones (Figura 2). En 
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Figura 1. Úteros  al  quinto día de preíiez, de una rata testigo (izquierda) y de una rata tratada 

con aloxana a  dosis  de 140 mg/Kg (derecha) el día cero  de gestación. La aparición de sitios 

de implantación (regiones  azules) no se afecta por el estado diabético. 
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CUADRO I. DIFERENCIACI~N DE SITIOS DE 
IMPLANTACIóN EN RATAS  NORMALES 

Y TRATADAS  CON  ALOXANA 
-~ 

CONDICIóN Ratas el día Ratas con Porciento de Sitios de 
cero sitioslratas supervivencia Implantación 

vivas (Media 2 D. E.) 

Testigo (salina) 616 1 O0 11.8 2 2.0 

Diabéticas (mg aloxana/Kg., i.p.) 

120 10 417 70 12.2 5 1.7 
140 10 517 70 11.4 2 2.0 

150 11  415 45.5 l l . 0 + 3 . 5  

La diabetes fire  inducida el día cero de gestación, con las dosis de aloxana que se indican. Las 
ratas heron sacrificadas el día cinco, previa inyección endovenosa de azul de tripano  al 1%, y 
los sitios de  implantación se contaron en ambos cuernos uterinos. Se reporta la mortalidad en 
cada uno de los grupos. 
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Figura 2. Embrión de día 10 de desarrollo, de una rata diabética (izquierdo) con respecto a 

un embrión de una rata no diabética (derecha).  Nótese una constricción (flecha) que 

imposibilitaría el desarrollo posterior. 
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m a  camada, un embrión mostró exencefalia; en otra, un embrión mostró plegamiento 

defectuoso, y otro embrión con plegamiento defectuoso y anencefalia. Las  otras  cuatro 

camadas no mostraron ninguna malformación. 

En vista de  estos hallazgos, se realizó otro experimento, en el  cual se administró 

aloxana a dosis  de  120, 140, ó 150 mg/Kg, el día cero  de gestación, pero  los embriones 

heron recuperados  el día 8. Las  tres dosis causaron gran mortalidad, pero en las  ratas 

sobrevivientes, los embriones mostraron morfología similar a la de embriones normales; se 

hallaban en el  estado  de cilindro-huevo, al inicio de la neurulación (Cuadro 3,  Figura 3). 

Desarrollo  fetal. Debido a que  dosis muy elevadas de aloxana causaban gran 

mortalidad, se realizó otro experimento en el que ratas  gestantes heron tratadas el día cero 

con 80, 90, 100, ó 110 m a g ,  para ser sacrificadas el día 19 de desarrollo. La dosis  de 80 

mg/Kg no causó cambios metabólicos o malformaciones. De  las  ratas  tratadas con 90 

mg/Kg, dos murieron los días 15 y 16 de la gestación, y mostraron hipoglucemia desde el día 

9 (Cuadro 4). Los  fetos mostraron cambios necróticos, pero fueron de apariencia normal 

(Figura 4). Las  restantes  madres heron normoglucémicas durante el periodo de gestación 

completa (Figura 5), y los  fetos heron normales. 

De  las  ratas  tratadas con aloxana a  dosis  de 100 mg/Kg, tres murieron antes del día 

19, y 10s fetos no pudieron ser recuperados.  Dos hembras no estaban gestantes, y heron 

descartadas. De las  restantes,  tres mostraron hiperglucemia sostenida durante  toda la 

gestación, cuatro  mostraron hiperglucemia transitoria, y dos estuvieron normoglucémicas. 

sacrificio, la hiperglucemia h e  prominente en  el grupo experimental (Cuadro 4). LOS 

fetos heron de apariencia normal. 
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Figura 3. Embrión de día 8 de gestación, de una rata diabética (izquierda)  comparado con  un 

embrión de una rata normal (derecha). Ambos se hallan  en etapa  de cilindro-huevo, 

apropiada para ese día de desarrollo. A esta edad gestacional no se observa daño causado 

por  el  estado diabético sobre el desarrollo embrionario. 
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Figura 5. Efecto de distintas dosis de aloxana sobre la glucemia de  ratas gestantes. Por 

claridad, sólo se indican las desviaciones estándar de los grupos tratados con 100 y 110 

mg/Kg.  La glucemia de  los grupos tratados con 100 y 110 mg/Kg es diferente 

estadísticamente (P < 0.00 1) de la del grupo testigo, desde el  día 2 de gestación. 
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Del grupo  tratado  con aloxana 1  10 mg/kg, tres murieron antes  del día  19 de 

gestación, por diabetes severa e incontrolada. De las remanentes 11, m a  mostró siempre 

normogh: :mia, tres mostraron hiperglucemia sostenida desde el día 1 ó 2 de gestación, Y 

siete mostraron hiperglucemia transitoria (Figura 5). Cabe destacar  que  las  ratas con 

bperglucemia  constante no mostraron fetos, mientras que los  fetos  de  las  restantes  ratas 

tenían apariencia normal, tanto externa como interna. 

Efecto  del  tiempo de inducción  diabética  sobre el desarrollo fetal. En el cuadro 5 

se resumen los  resultados  obtenidos  de  las  ratas que recibieron aloxana 110 mgkg el día O ó 

4 de  gestación, y que se sacrificaron el día 13. No se encontraron embriones en el grupo 

tratado  con aloxana el día O, pero  hubo reabsorciones en dos  ratas (Figura 6). La 

hiperglucemia se  presentó en las  ratas  desde el día 2 de  gestación (Figura 7). El día de 

sacrificio, la glucosa y los lípidos totales  mostraron diferencias sigdicativas con  respecto a 

los  valores  testigos  (Cuadro 5). 

Cuando el aloxana se administró el día 4, en cuatro  ratas se hallaron fetos con retraso 

del desarrollo (Figura 8) y en las  otras cinco, sólo reabsorciones. Todas las ratas  mostraron 

hiperglucemia desde  el día 6 de desarrollo, comparadas con el  grupo  testigo (Figura 9). Al 

día de sacrificio, los valores  de glucosa y triacilglicéridos mostraron diferencia signiiicativa 

con respecto al testigo  (Cuadro 5). 

Efecto de L-arginina y poliaminas  sobre el retraso de desarrollo y la 

embriotoxicidad  causada por la inducción  diabética. Analizando los resultados  de 10s 

experimentos anteriores,  al  parecer el mejor modelo, en nuestras condiciones, para  el estudio 

del efecto de la diabetes mellitus sobre el desarrollo embrionario, fue la inducción diabética 

con doxana a dosis de 110 mgkg, el  día cuatro  de desarrollo y sacrificio al día 13 de 
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Figura 6. Útero al  día 13 de gestación, de  una  hembra  tratada con aloxana 110 m a g ,  el  día 

cero de gestación (abajo) comparado con un útero normal. Se observan  solamente 

reabsorciones. 
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Figura 7 .  Efecto  de la administración de aloxana, a dosis de 110 m a g ,  el  día cero de 

gestación, sobre la glucemia  de ratas. La  glucemia es diferente entre  ambos grupos (P < 

0.001) desde el día 2 de gestación. 



Figura 8. Feto de  día 13 de desarrollo, resultado del tratamiento con aloxana 110 m a g ,  el 

día 4 de  desarrollo (derecha). Se muestra un feto de una madre  sana para fines  de 

comparación. El retraso de  desarrollo es evidente. 
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Figura 9. Efecto de la administración de aloxana, a dosis de 110 mg/Kg, el día 4 de 

gestación, sobre la glucemia de ratas. La glucemia es diferente entre  ambos grupos (P < 

0.001) desde  el día 6 de gestación. 
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desarrollo embrionario, de manera que se realizó otro experimento, en el  cual se administró 

aloxana a dosis  de 110 mgKg el día 4 de gestación a seis grupos  de al menos 10 ratas, y se 

tuvo un testigo al cual se le administró solución salina, desde el día 4 hasta  el 12. 

Uno de  los seis grupos inducidos con aloxana fue tratado subsecuentemente con 

salina desde el día 5 hasta el 12; otro recibió desde el día 5 insulina humana NPH 1-5 U/día, 

i.m.; el tercer  grupo h e  tratado con 1.0 mL de L-arginina 10 mM i.p.;  y los tres grupos 

restantes heron tratados con 1.0 mL de putrescina, espermidina o espermina 10 pM, i.p. 

En este  punto,  se decidió no determinar los lípidos totales  por  ser  poco indicativos, y 

evaluar la concentración sérica de colesterol total, parámetro que también es controlado en 

pacientes diabéticos humanos. Además, se cuantificó la concentración de P-hidroxibutirato 

en sangre, ya que ha sido propuesto  que  este metabolito, resultado de alteraciones en el 

metabolismo lipídico, sea responsable, al menos parcialmente, de  algunos de los efectos  que 

sobre el desarrollo embrionario manifiesta la diabetes. 

Las  ratas diabéticas mostraron una  diferencia  en  la glucemia diaria a partir del 

segundo día post-inducción, o sea el día 6 de desarrollo embrionario, y hasta un día antes del 

sacrificio, con respecto al testigo (P < O.OOl), mientras que los  grupos  tratados con insulina, 

L-arginina o poliaminas no  mostraron diferencia cuando se compararon  contra el testigo, 

pero son estadísticamente diferentes del grupo de ratas diabéticas (P < 0.001) desde el día 6 

en adelante (Figura 10). 

El día de sacrificio, se encontró que, en ratas diabéticas, hay un gran aumento de la 

concentración de glucosa sérica, con respecto al testigo (Figura 11; P < 0.001). La 

admiuistración de iusuliua humana NPH, a  dosis  de 1-5 UVdíahata, aparentemente revierte 

algunas de  las manifestaciones bioquímicas de la diabetes mellitus, ya que la concentración 
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Figura 10. Glucemia  diaria,  en  ratas  diabéticas, por efecto de L-arginina y poliaminas. La 

glucemia  del  grupo  diabético es estadísticamente  diferente (P < 0.001) del  grupo  testigo, a 

partir  del  día 6. La glucemia  de  los  demás  grupos  es  estadísticamente  diferente (P < 0.001) 

de la  del  grupo  diabético (P < 0.001) desde  el  dia 6 de  gestación. 
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Figura 11. Efecto del tratamiento con L-arginina y poliaminas sobr-e  la glucosa sérica en 

ratas diabéticas gestantes. *P < 0.001 vs. testigo; §P < 0.001 vs. diabéticas. 
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de glucosa sérica no es diferente entre  este  grupo  y el testigo, mientras que  es diferente (p < 

0.001)  de la observada para ratas diabéticas. En el  grupo  tratado  con L - a r w a ,  se encontró 

que la concentración sérica de glucosa se revierte casi a  valores  normales (p < 0.001 contra 

el grupo diabético). El tratamiento con putrescina previno sólo de manera parcial las 

alteraciones metabólicos  causadas  por la diabetes, ya que  los  valores  de glucosa sérica 

heron menores  que en las  ratas diabéticas (P < 0.001)  pero son también diferentes de  los 

valores hallados en las  ratas normales (P < 0.05). La administración de espermidina provocó 

de la misma manera una recuperación parcial, ya que la glucosa h e  menor que en las  ratas 

diabéticas (P < 0.001),  aunque mayor que en las  ratas normales (P < 0.01). Por último, la 

espermina también causó una tendencia a la normalización, puesto  que  los niveles de glucosa 

heron diferentes (P < 0.001)  de  los hallados en ratas diabéticas, sin llegar a la normalización 

total, ya que son diferentes al  testigo (P < 0.01). 

Otro  parámetro  de gran relevancia es el P-hidroxibutirato (Figura 12): Se observa un 

gran aumento de la concentración sanguínea de  este metabolito en las  ratas diabéticas con 

respecto  a  las  ratas  testigo (P < 0.001), mientras que el tratamiento con insulina revierte esta 

elevación (P < 0.001  con  respecto a ratas diabéticas), y en las  ratas  tratadas con L-arginina 

la concentración de P-hidroxibutirato en sangre está elevada con  respecto  al testigo, pero  es 

más baja que en el grupo diabético (P < 0,001 contra  ambos  grupos). Cuando se 

administraron las poliaminas, los  resultados son similares,  ya que el valor  de P- 

hidroxibutirato sanguíneo encontrado en respuesta a administración de putrescina tendió a 

ser menor que en las  ratas diabéticas (P < 0.01)  pero es también diferente del  valor hallado 

en las  ratas nomales (P < 0.01). La administración de espermidina provocó  de la  misma 

manera una recuperación parcial, ya que el P-hidroxibutirato h e  menor  que en las  ratas 
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Figura 12. Concentración de P-hidroxibutirato sanguíneo en ratas diabéticas tratadas  con L- 

arginina y poliaminas. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. el grupo testigo; $P < 0.01, 

$$P < 0.00 1 vs. diabéticas. 
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diabéticas (P  < 0.001), aunque mayor que en las  ratas normales (P < 0.001). Por último, la 

espermina también causó una tendencia a la normalización, puesto  que  los niveles de p- 

hidroxibutirato heron diferentes (P < 0.001) de 10s hallados en las  ratas diabéticas, sin  llegar 

a la normalización total, ya que son diferentes al testigo (P < 0.05, respectivamente), 

Por  otra  parte,  las  concentraciones séricas del colesterol  y los triacilglicéridos 

(Figuras 13 y 14) no varían por efecto de la inducción de diabetes, la administración de 

insulina, o de  barginina o poliaminas. 

Con respecto al desarrollo intrauterino (Cuadro 6, Figura 15), las  ratas  testigo 

mostraron  fetos  de apariencia normal, mientras que  de  las 10 ratas diabéticas, nueve 

mostraron  reabsorciones  por completo, y una, fetos  con  retraso  de desarrollo. El análisis 

estadístico mostró  que la fiecuencia de reabsorciones y  retraso  del desarrollo es 

estadísticamente diferente (P < 0.001) del testigo. Se encuentra una fiecuencia de 

reabsorciones embrionarias o embriones con retraso  de desarrollo por camada por 

tratamiento  con insulina  muy  similar a la del testigo,  pero diferente de la encontrada para las 

ratas diabéticas (P < 0.001 contra este  grupo).  Cuando  las  ratas diabéticas se trataron con L- 

arginina: en las diez camadas se encontró generalmente una fiecuencia muy  baja de 

reabsorciones, siendo la distribución de los  fetos distinta (P < 0.001) a la distribución en 

ratas diabéticas, y muy similar a la del testigo. 

El  tratamiento con putrescina previno sólo de manera parcial las alteraciones del 

desarrollo provocadas  por la diabetes, puesto  que en cuatro de  las diez camadas se 

encontraron exclusivamente reabsorciones, mientras que la distribución de  fetos  retrasados O 

reabsorbidos es diferente tanto  a la del grupo  testigo (P < 0.001), como a la encontrada en 

las  ratas diabéticas (P < 0.001). De la misma manera, por  efecto  de la espeedina  en tres  de 
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Figura 13. Efecto del tratamiento con L-arginina y poliaminas sobre la concentración sérica 

de  colesterol en ratas diabéticas gestantes. No existen diferencias s imca t ivas  de ningún 

grupo  con  respecto al testigo o al grupo diabético. 
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Figura 14. Efecto del tratamiento con L-arginina y poliaminas sobre la concentración sérica 

de triacilglicéridos en ratas diabéticas gestantes. No existen diferencias significativas entre 

grupos. 



CUADRO 6. EFECTO DE L-ARGININA Y POLIAMINAS 

DE REABSORCIONES Y RETRASO DE DESARROLLO 
SOBRE EL TAMAÑO DE CAMADA Y LA PRESENTACI~N 

EN RATAS DIABÉTICAS 

TRATAMIENTO TAMAÑO DE CAMADAS CON CAMADAS CON 
CAMADA FETOS CON REABSORCIONES~ 

(Media 2 D.E.) RETRASO DE 
DESARROLLO 

Testigo 10.2 2 1.99 1 4 

Diabéticas 11 .O 2 1.63 l a  9  (9) 

Insulina 10.3 2 2.06  3 2 

L- Arginina 9.7 2 2.87  3 5 

Putrescina 10.0  2.00  2 5 (4) 

Espermidina 9.5 2 4.01 1 7 (3) 

Espermina 8.8 2.15 1 5 (2) 

Ratas hembras gestantes  el día cuatro fueron tratadas con 1 1 O mg de aloxana/Kg de 
peso, o con solución salina (testigo), el día cuatro de  gestación. Las ratas diabéticas 
fueron tratadas como se indica en el texto desde el día 5 hasta  el  12  de  gestación.  Se 
sacrificaron el día 13, y se obtuvieron los úteros, en los que se contaron las 
reabsorciones. Los fetos no resorbidos se extrajeron y analizaron. aTodos los fetos 
mostraban retraso  del  desarrollo. bEntre paréntesis el número de camadas que 
mostraban exclusivamente reabsorciones. 
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Figura 15. Distribución de  fetos  por efecto del tratamiento con L-arginina y poliaminas  en 

ratas diabéticas. *P < 0.001 vs. testigo; $P < 0.001 vs. diabéticas. 



las diez camadas se observaron solamente reabsorciones, y la frecuencia de reabsorciones y 

fetos  con retraso es diferente tanto al  grupo testigo  como al  grupo diabético (P < 0.001). 

Por último, el tratamiento con espermidina causó que en dos de las diez camadas  se 

observaran solamente reabsorciones, y la frecuencia de fetos que mostraron retraso de 

desarrollo h e  diferente a la  de ratas testigos y ratas diabéticas (P < 0.001 contra ambos 

grupos). 



DISCUSION 

Modelo para el estudio de la interacción entre  diabetes y gestación. Desde la 

década de  los  años  40,  se han realizado numerosos  intentos para estudiar la interacción entre 

la diabetes mellitus y la gestación. Los enfoques utilizados son de  varios  tipos. Uno de ellos 

consiste en inducir la diabetes mellitus por medios químicos, con el uso  de  agentes tales 

como la aloxana o la STZ, o mediante la extirpación subtotal del  páncreas,  a  ratas normales 

cíclicas, y después  de la aparición de hiperglucemia o glucosuria, aparearlas con machos 

sanos y estudiar la descendencia. Otro enfoque consiste en administrar el diabetógeno o 

practicar la cirugía a animales ya gestantes. El empleo de  cepas genéticamente diabéticas no 

está muy generalizado. También se ha empleado el  uso  de f i s i ó n  de glucosa para inducir 

hiperglucemia en animales gestantes. El último enfoque es cultivar embriones, ya sea 

preimplantacionales o postimplantacionales, y estudiar los  efectos  ocasionados  por  los 

cambios en nutrientes, sustratos  y  factores  sobre el desarrollo embrionario. 

Mediante el primer esquema, la administración de aloxana o la pancreatectomía a 

ratas  normales previo al apareamiento, se ha encontrado  que en  la mayoría de  los casos, se 

pierde la capacidad reproductiva  (Davis  y cols, 1947; Foglia y cok, 1963; Kim y cols, 1969; 

Lawrence y  Contopoulos,  1960; Levi y cok, 1949; Sinden y Longwell, 1949),  y se  ha 

reportado  que la pérdida de capacidad reproductiva se debe a cambios en el eje hipotalamo- 

hipófisis-ovario (Howland  y Zebrowski, 1974), a una pérdida de  soporte hormonal para ]os 

cambios tisulares propios  del endometrio (Gads,  1988), o a la carencia de respuesta uterina 

a hormonas  esteroides (Piyachaturawat y cok, 1984). 



Sea cual sea la causa o causas, a nivel organismo se pierde generalmente el potencial 

reproductivo,  como era el  caso en las mujeres diabéticas tipo 1 antes del USO terapéutico de 

la  insulina (Gabbe,  1993; Farrell, 1982; Freinkel, 1980). De cualquier manera, la capacidad 

de apareamiento no se restaura únicamente con el tratamiento con insulina, sino además es 

necesario administrar hormonas  gonadotrópicas a las hembras (Diamond y cols, 1989, 

1990), lo que implica una ulterior manipulación del sistema. 

Otros  autores han aplicado el diabetógeno a diversas etapas  de la gestación, 

obteniendo resultados diversos, desde la aplicación al día 1 (Angerwall, 1959), hasta el día 

13.5 de  preñez  (Watanabe e Ingalls, 1963) y diversas dosis, desde 60 hasta  160 mg/Kg. Los 

resultados varían desde la pérdida de la gestación, hasta defectos  menores  de desarrollo, 

pasando por defectos de cierre de tubo  neural y daño sobre  el desarrollo del sistema óseo. 

En nuestra experiencia previa (no reportada), con machos y hembras no gestantes, la dosis 

diabetógena es 120 m a g ,  definiendo como  dosis efectiva o diabetógena a la que se obtiene 

mas del 80% de animales diabéticos (Méndez y Ramos, 1994), y que  el intervalo en el cual 

se obtienen animales con hiperglucemia varía desde 100 a 150 mg/Kg de  peso, siendo dosis 

menores inefectivas y dosis mayores letales. 

La estrategia  de utilizar cepas  de animales genéticamente diabéticos ha sido POCO 

utilizada, y en un  caso se encontró  que no era buen sistema, ya que no se desarrollaban 

anomalias (Kauhann y cok, 1991). Sin embargo, una cepa de  ratones diabéticos 

genéticamente, sí manifiesta una  alta proporción  de diabetes, y con  defectos en la estructura 

y número de  cromosomas  asociados a la aparición de malformaciones (Moley y cols, 1991; 

Wauben-Penris y Prins, 1983). 



u n  número muy grande  de  autores ha empleado el sistema de cultivo post- 

wlantacional  de  New (1977), y recientemente, dos o tres  grupos  de investigación han 

comenzado el estudio en cultivo de embriones pre-implantacionales (Duhsnes y cok, 

1993), en ambos  casos, para estudiar la interacción diabetes-gestación. Si bien ambos 

modelos tienen la ventaja de utilizar un sistema más simple,  la desventaja es que 10s medios 

de cultivo artificiales no son de la  misma naturaleza que el fluido amniótico en el cual se 

desarrollan los concepti, y no se reproducen fielmente las condiciones espaciotemporales 

propias del desarrollo intrauterino. 

Otra gran discrepancia entre  autores es el tiempo de muestreo. Así, hay algunos que 

observan daíios sobre  los embriones a etapas  tempranas del desarrollo (Deuchar, 1977, 

Watanabe e Ingalls, 1963), mientras que otros observan daños hasta el día 20 ó 21 

(Angerwall, 1959; Wilson, 1985). 

Por  estas  razones, y pensando en que, aunque la aloxana tiene una vida media de 0.9 

minutos en condiciones fisiológicas (Patterson  y cols, 1949), y se ha reportado  que  por sí 

sola no es teratogénica (Ellison y Maren, 1972),  se administró la aloxana en las primeras 

fases de  este  estudio el día cero, día  en el que se encontraban espermatozoides en el lavado 

vaginal. Escogimos iniciar con dosis  de 120 a 150 mg de aloxana por Kg de  peso, y observar 

los  efectos  que  estas  dosis tenían sobre el desarrollo embrionario temprano, ya que son muy 

efectivas para la inducción diabética en animales no gestantes. Sin embargo,  encontramos 

que  estas  dosis no causan pérdida de gestación, ni interfieren con la fertilidad de  las  ratas 

cuando  se aplican el  día cero, ya que el número de sitios de implantación observado en las 
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ratas diabéticas no varió con respecto al tratamiento con solución salina, aunque provocan 

una elevada mortalidad materna. 

Posteriormente, se evaluó el  efecto  de la aloxana a dosis  de 80 a 150 mg/Kg, al día 8 

de desarrollo, así como  el  efecto  de  dosis  de 120 a 150 mg del  fármaco  al día 10 de 

desarrollo. Analizando en conjunto ambos experimentos, se  puede  observar  que existe entre 

esos  dias utl severo al desarrollo embrionario si la hiperglucemia inducida es severa, ya 

que, si  bien los embriones de  ratas son de apariencia normal al día 8, a cualquier dosis de 

aloxana administrada, al día 10 se observaron reabsorciones solamente, a dosis de 120 

mg/Kg y mayores. Se ha reportado  que existe una ventana crítica para que la hiperglucemia 

(y tal vez  los  demás  factores implicados) provoque alteraciones de desarrollo, que es cercana 

a la neurulación, la cual sucede entre los días 8 a 10 (Beaudoin, 1980). Quizá la razón sea 

que en ese momento, se inicia  la función de transporte y almacén del  saco vitelino (Sadler y 

cols, 1993), el cual ha sido reportado  que  actúa  durante el desarrollo normal, y que muestra 

desarrollo alterado por efecto  de la hiperglucemia (Pinter y cols, 1986), y se ha sugerido que 

la estructura y h c i ó n  alteradas de este anexo embrionario pudiera jugar un papel 

importante en la dismorfogénesis, particularmente durante  el desarrollo del  tubo neural 

(Sadler y cols, 1993;  Trocino y cols, 1994). Además, los embriones de rata son muy 

susceptibles en este  periodo a desafios teratogénicos (Menegola y cols, 1995). 

Nuestros  resultados no apoyan la  evidencia de daño por  diabetes mellitus en etapas 

preimplantacionales de desarrollo, como ha sido reportado  por otros (Beebe y &ye, 1991; 

De  Hertog,  1992; Diamond y cols, 1989, 1990; Moley y cok, 1991, 1994; Pampfer, 1990; 

Pampfer y cols, 1994, 1997; Vercheval y cok, 1990;Veselá y cols, 1994), ya que  los 



embriones en  día 8 son de apariencia normal, y la fiecuencia de  reabsorciones no es mayor 

en los  grupos  tratados  con aloxana que en el normal. 

Sin embargo,  aunque  suponemos  que  el mayor daño  al desarrollo, cuando se 

administra aloxana el día cero,  se d i  entre  los días 8 a 10, no se descarta que exista una 

predisposición a mostrar dismorfogénesis a causa de haber estado  sometidos desde la 

concepción a un ambiente alterado (Pampfer y cols, 1994), o que con la metodología 

empleada en este estudio, no hayamos sido capaces  de  detectar si hubo  daño pre- o pen- 

implantacional en los embriones, y si lo hubo, no fue  tan severo, ya que permitió la 

implantación embrionaria, y  que  los embriones alcanzaran la etapa de cilindro-huevo. 

Cuando  se analizaron las anomalías en fetos  de 19 días de desarrollo, como  otros 

autores, bajo el  tratamiento con dosis bajas de aloxana (80-100 mg/Kg), no se encontraron 

malformaciones, mientras que  dosis mayores provocaban alta mortalidad materna, y en 10s 

pocos  casos en los que la hembra sobrevivía, se encontraban exclusivamente reabsorciones. 

Sin embargo, se  encontró  que la dosis  de 110 m a g  producía en algunas ratas 

hiperglucemia y no mostraban fetos; mientras que  otras  ratas eran normoglucémicas, con 

fetos  de apariencia normal. Supusimos que  las primeras habían estado  gestantes,  y habían 

perdido la gestación. 

Por esta razón, se empleó la dosis  de aloxana de  110 m a g  de peso,  pero  se 

recuperaron  los  úteros al día 13 de gestación. Se  encontró en los  úteros exclusivamente 

reabsorciones, pero ninguna malformación ni feto  con  retraso  de desarrollo. Esto nos llevó a 

sugerir un efecto de "todo-o-nada" (Palomar-Morales y cols, 1998), por el cual la diabetes 

incontrolada produce siempre muerte fetal aunque no materna, y la diabetes ligera  y/o 
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transitoria no manifiesta efectos  sobre la descendencia. 

Por  otra  parte,  se sabe que  durante la neurulación, hay una expresión elevada del 

transporatdor  de glucosa GLUT-1 en saco vitelino, independientemente del estado 

diabético, lo que pudiera resultar en  un exceso de  transporte  de glucosa hacia el producto 

y/o  en  un daño  directo sobre su ultraestructura (Trocino  y cok, 1994). Es probable que el 

efecto que  nosotros  observamos se relacione con esta idea, ya que siempre que se indujo 

diabetes sostenida, esta h e  severa, nunca moderada. 

Para recortar más aún el periodo  de diabetes mellitus, y pensando en que la inducción 

diabética con aloxana no daña al embrión pre- y peri-implantacional, se administró la  misma 

dosis al  día 4  de gestación. observando que  las hembras tratadas manifiestan, o 

reabsorciones de una manera total, o todos  los fetos con retraso  del desarrollo. Esto 

concuerda con el cuarto principio teratogénico  de Wilson (1977), ya que  encontramos 

muerte embrionaria (reabsorciones) y retraso del desarrollo. 

En la gestación humana, la diabetes (tipo  1 ó 2) no controlada causa aborto 

espontáneo  y malformaciones congénitas. Los roedores no abortan  los  fetos  muertos; en 

lugar de  eso, el conceptus es reabsorbido. Durante el primer trimestre, el feto humano de 

una madre diabética es menor que el de una madre no diabética. Por 10 tanto, el tamaño 

reducido y la tasa  de reabsorciones aumentada en roedores 10s efectos de la 

diabetes observados en humanos (Silnán y Eriksson, 1997). 

Así pues, nos decidimos a emplear como modelo para el estudio de la interaccion 

diabetes-gestación la inducción diabética con aloxana a dosis de 110 mg/Kg de peso,  el día 

cuatro  de  gestación. 



Prevención  de la embriotoxicidad y retraso  de  desarrollo  producidos por 

diabetes  química, por la L-arginina y las  poliaminas. Se ha reportado, por nuestro 

grupo, que  la  L-arginina protege al páncreas contra la toxicidad de  la  aloxana (o de  sus 

productos) sobre las células p pancreáticas (Méndez y Arreola, 1992),  por 10 que 

hipotet&amos al inicio de este trabajo que  la aplicación del  aminoácido O de SUS derivados, 

las poliaminas, protegería de  manera  indirecta  al  embrión,  de los daños causados por la 

diabetes mellitus  inducida  químicamente. Nuestro grupo posteriormente encontró que la L- 

arginina y las poliaminas protegen al individuo  de los daños producidos por inducción 

diabética con aloxana (Balderas y Méndez, en preparación). 

Por esta razón, tratamos a ratas diabéticas, con L-arginina o poliaminas, encontrando 

que el aminoácido revierte casi en su totalidad los efectos de la diabetes, de manera muy 

parecida al efecto de  la  insulina,  mientras  que las poliaminas revierten parcialmente los 

efectos: 

Primero, por aplicación de  la L-arginina a ratas diabéticas, se observa una 

normoglucemia diaria, mientras  que las poliamiltas  revierten la hiperglucemia sólo en 

algunos  animales. 

Segundo, los parámetros bioquímicos evaluados al día  de sacrificio, y que se 

afectaron por aplicación de aloxana sobre ratas normales, es decir, glucosa sérica y p- 

hidroxibutirato sanguíneo, se revierten a valores cercanos a los normales con la aplicación de 

insulina, mientras que el tratamiento con L-arginina y poliaminas sólo causa que se revierta 

la elevación de la concentración sérica de glucosa, pero la concentración sanguinea  de p- 

hidroxibutirato, que se elevó entre 10 y 12 veces el  dato reportado para ratas normales, 



alcanzó valores  intermedios en los  grupos  tratados con el aminoácido y  con poliaminas, con 

respecto tanto al grupo  control  y al tratado con insulina, como al grupo  de  ratas diabéticas. 

Las concentraciones séricas de triacilglicéridos y colesterol no variaron entre  grupos,  por lo 

cual no se tomarán en cuenta para la discusión. 

Tercero, mientras que el tratamiento con insulina reduce la fiecuencia de 

reabsorciones y  fetos  con  retraso  de desarrollo hasta valores estadísticamente no diferentes 

del testigo,  el  tratamiento  de  ratas diabéticas con L-arginina o poliaminas produce una tasa 

intermedia de reabsorciones  y  de  fetos con retraso  de desarrollo. Estos hallazgos se hallan  en 

plena concordancia con el primero y  cuarto principios teratogénico de Wilson (1977). 

En nuestro modelo, se encontró siempre, a pesar  del  tratamiento con L-arginina o 

poliaminas, una tasa intermedia de  fetos con retraso  de desarrollo y  de reabsorciones, 

además de una concentración elevada de P-hidroxibutirato, a pesar de  que la concentración 

de glucosa era normal. El P-hidroxibutirato se ha señalado como  agente  teratogénico,  y  con 

un potencial aún m á s  elevado que el de la glucosa (Buchanan y cols, 1994; Lewis  y cok, 

1983; Moley y cols, 1994; Sheehan y cok, 1985; Shubert y cok, 1996; Styrud  y E&sson, 

1990). 

Otra posibilidad es que, a pesar  de la normalización en  la concentración  de glucosa y 

de la tendencia a la normalización de la concentración de P-hidroxibutirato por el 

tratamiento  con L-arginina y poliaminas, existan más sustancias teratogénicas en el sistema. 

El suero  de  ratas macho diabéticas tratadas con insulina (normalizado), a  pesar  de la 

normalización de la  mayoría de  los  componentes  séricos  alterados (glucosa, colesterol, 

creatinina, triacilglicéridos, P-hidroxibutirato) ejerce una  influencia diabética moderada sobre 
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embriones de 9 días en cultivo. En suero normahado, permanecen elevadas las 

concentraciones  de prolina y ornitina, y disminuidas las de  glutamato, &cka, histidina y 

vitamina BIZ. No está claro si el potencial teratogénico residual del suero normalizado está 

relacionado con  estas alteraciones de manera causal o casual, y no es posible saber si  existen 

otras alteraciones metabólicas no determinadas hasta el momento (Reece y cok, 1991). 

Uno de  los posibles factores  teratogénicos son los inhibidores de somatomedinas 

(Cockroft y cok, 198 1; Hunter  y cok, 199 1; Sadler y cok, 1986). En este  trabajo no se 

determinaron estas moléculas, ya que la metodología para cuantificarlos implica su ~ 

purificación parcial, y es larga y complicada, además de  que escapa a  los objetivos ,-**?:;, 

planteados. Es probable  que el tratamiento con L-arginina o poliaminas no reduzca en gran ':? 
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enlace (IGFBP), implicados en el desarrollo normal. 

Entre los días 12 a 14 de desarrollo embrionario, el hígado fetal de la rata  produce o ,P "4 - 
: ' ',Q 

mRNA para IGFBP-1, el cual se halla sobreexpresado en fetos  de  ratas diabéticas. Estos 

fetos son menores  que  los normales. La abundancia del RNAm para IGFBP-1 parece ser 

efecto de la condición diabética m á s  que de retraso del desarrollo. Sin embargo,  los días 15 

y 16 de  gestación, no hay diferencias entre grupos, aunque al día 20, los  fetos son m á s  

pequeños en madres diabéticas que en madres sanas. La expresión aumentada del IGFBP-1 

pudiera contribuir al retraso del desarrollo generalizado que  se observa en  la diabetes 

inducida (Rajaratnam  y cols, 1997). 



Los  factores  de crecimiento tipo insulina I y I1 (IGF-I e IGF-11) han sido implicados 

en etapas  tempranas  de desarrollo tanto en humano (Milner y Hill, 1984),  como en  la rata 

(Lund y cols, 1986). Particularmente, la concentración de IGF-I en la sangre de cordón 

umbilical se correlaciona füertemente con el peso  de  los  neonatos (Milner y Hill, 1984), y se 

ha encontrado  el mRNA para ambas somatomedinas en tejidos fetales de rata  desde el día 14 

de desarrollo (Lund y cok, 1986), que equivale al  día  13 del presente estudio. Además, al 

menos en  la gestación humana, la expresión de ambos factores es dependiente de la unión de 

la insulina materna a la placenta (Milner y Hill, 1984). 

Sin embargo, otros  autores han encontrado  que la inducción diabética el día 16 de 

gestación en ratas induce un aumento del IGF-I1 fetal los días 18, 19 y 21  de desarrollo, así 

como una disminución de la expresión del mRNA para IGFBP-1 hepática, mientras que  el 

IGF-I sérico no se altera (River0 y cok, 1994). Nosotros no evaluamos los factores ni sus 

proteínas de enlace, pero  con base en esta evidencia, es probable que  se encuentren 

alterados, y sean los responsables, al  menos en parte, del retraso  del desarrollo observado 

aquí reportado. 

La deficiencia materna o fetal de insulina, en humanos o en modelos animales, causa 

reducción del crecimiento fetal. Se han propuesto dos mecanismos. En el primero, la 

deficiencia en insulina causa disminución de la captura y utilización de nutrientes. En el 

segundo, la  deficiencia de insulina reduce la concentración de IGF-I circulante, reduciendo 

entonces el índice de proliferación celular (Fowden, 1993). No pudimos, en este estudio, 

determinar la concentración de insulina  en sangre materna, al momento  de sacrificio, pero  es 



probable que se halle reducida, en el estado diabético, y  restaurada en los tratamientos, ya 

que  estos  tendieron  a normalizar los  parámetros bioquímicos y el desarrollo. 

La  L-arginina es un aminoácido semiesencial. Las células de mamífero pueden 

sintetizarlo a  partir de  sus  precursores. Sin embargo, debido a que se utiliza como generador 

de urea para su excreción, y a que cumple con otros  procesos bioquímicos, se requiere en  la 

dieta. En ratas  macho  tratadas  con aloxana, la  L-arginina revierte los daños diabetógenos, y 

se sabe que es  por citoprotección  de las células p (Méndez  y Arreola, 1992). Sin embargo, 

recientemente se  encontró  que en ratas macho tratadas con STZ (donadoras  de  suero para 

cultivo de embriones), la concentración sérica de L-arginina fue m á s  del doble de la 

encontrada en ratas normales. Otros aminoácidos también se alteran, aunque hasta el 

momento no se conoce el sigdicado fisiológico de  estas alteraciones sobre el desarrollo 

embrionario (Wentzel  y cols, 1997). Nosotros nos atrevemos  a  pensar  que la alteración de 

L-arginina no tiene  un  papel  teratogénico, sino que un gran aumento de la concentración del 

aminoácido revertiría los  daños  ocasionados por la diabetes. 

Por  otra  parte,  se  demostró  que la  L-arginina in vitro estimula la síntesis de 

glucógeno dependiente de insulina en adipocitos  3T3-L1,  pero no la'basal. La L-isina y la 

espermidina no mimetizan las acciones de L-arginina, sugieriendo que el mecanismo no es 

por despolarización inespecífica de la membrana ni por vía de poliaminas. El efecto de la L- 

arginina no  se disminuye por co-administración de  dos inhibidores de la NO-sintasa, la 

aminoguanidiua y la N " A ,  lo  que sugiere que el efecto de L-arginina no es via NO. 

Debido a  que el L-glutamato mimetiza los  efectos  de la L-arginina, es probable que en este 



sistema, la  L-arginina realice su acción vía degradación a L-glutamato (Egan y cok, 1995) si 

bien  en otros sistemas pudiera ser mediante otro mecanismo. 

La  L-arginina es metabolizada en tejidos de m a d e r o s  a L-ornitina, urea y 

poliaminas. Algunos tejidos pueden formar NO a partir de la L-arginina, y es posible que 

algunos de los efectos biológicos de la  L-arginina puedan ser  mediados  por el-NO. Sin 

embargo, no hay datos suficientes para explicar el mecanismo por  el cual la L-arginina 

influencia el metabolismo de  carbohidratos  (Egan y cok, 1995). En nuestro caso, es factible 

que la  L-arginina actúe a través  de síntesis de poliaminas, al menos parcialmente, para 

revertir los  daños  causados  por la diabetes, ya que su administración previene los  daños 

nocivos  de la diabetes mellitus sobre el desarrollo embrionario, y las poliaminas muestran un 

efecto similar, aunque menor. 

En mamíferos la ODC, es la  enzima reguladora de la síntesis de poliaminas. Hay 

evidencias de  que la diabetes mellitus provoca cambios en la actividad de esta enzima.  La 

actividad de  ODC renal en machos diabéticos aumenta seis veces  al día siguiente de la 

iuducción, para disminuir cerca de un tercio,  los primeros cuatro  días post-inducción. El 

tratamiento con insulina causa aumento al triple al día siguiente de la inducción, para 

mantenerse cerca del doble de la de machos sanos. En contraste, en músculo gastrocnemio 

de  ratas diabéticas disminuye cerca de la mitad del valor hallado en el de  ratas controles, y el 

tratamiento con insuha muestra un valor similar al control (Pedersen y cok, 1992). 

La diabetes no modifica  la actividad de la ODC en hígado de  ratas en gestación 

avanzada, con respecto a ratas no diabéticas gestantes; sin embargo, la actividad de la ODC 

es menor en ratas diabéticas gestantes  que en ratas diabéticas vírgenes. La diabetes causa 



disminución del  contenido  de espermina hepática en ratas  gestantes  (Poveda Y c o k  1993). 

El hecho de  que  tanto la L-arginina como sus derivados puedan  revertir los efectos de la 

diabetes mellitus, apoya la idea de que  este aminoácido ejerza algunos de sus efectos vía 

poliaminas. 

Uno de  los mecanismos propuestos para las acciones biológicas de las poliaminas es 

intervenir de manera directa en  la síntesis de proteínas. La diabetes inducida por STZ 

disminuye  la síntesis de  proteínas del hígado de  ratas  gestantes y no gestantes. Debido a que 

no se ha detectado diferencia en  el contenido de proteínas en los animales diabéticos y 

controles, es probable  que  estos  resultados impliquen también una disminución de la 

degradación de proteínas. El hígado de  fetos  de  ratas diabéticas también muestra una 

velocidad de síntesis de  proteínas menor que la encontrada para fetos  de  ratas  sanas (Garcia 

y cols, 1996). En la condición diabética, tanto en ratas no gestantes  como en las  gestantes y 

sus  fetos, hay una disminución de la capacidad de formar polisomas, lo que indica que la 

diabetes altera la fase de iniciación (Martin y cols, 1995). 

Otro mecanismo por el cual las poliaminas ejercen su función es debido a su 

propiedad antioxidante. Tanto la L-arginina como la agmatina o la espermidina muestran 

capacidad de reducir la acumulación de colágeno en riñón de  ratones diabéticos. El 

mecanismo por el cual llevan a cabo este efecto parece  ser  por  bloquear y rescatar  residuos 

carbondo reactivos, que son abundantes en el  estado diabético (Marx y cols, 1995). Es 

probable que haya sucedido esto en nuestro sistema, ya que en el  estado diabético se ha 

reportado,  tanto para humanos  como para modelos animales,  un aumento  de radicales libres 

de oigeno y/o una disminución de la actividad de enzimas depuradoras. Los radicales fibres 



de oxígeno, una vez formados, actúan de manera ineqecíflca  sobre  otros  tipos  de moléculas, 

causando formación de radicales de varios  tipos, inestables, que culminan en daño celular. 

La idea de  que  las poliaminas previenen el daño originado a la diabetes por disminución de 

daño  causado  por especies reactivas, es atractiva, y podria ser estudiada en el futuro. 

Por último, el  tratamiento  con barginina o poliaminas en  la terapéutica médica no es 

aún factible. Deben todavía realizarse otro  tipo  de estudios, tales  como  estudios  de toxicidad 

en humanos y animales, así como  de búsqueda de dosis óptimas. Por  otra  parte, debe 

ejercerse un mejor control  de la diabetes mellitus durante el embarazo, ya que en nuestro 

caso, el  tratamiento con insulina (así como con arginina y poliaminas), aunque causa 

normalización de la glucemia, no manifiesta el mismo efecto sobre la cetonemia, ni sobre el 

desarrollo intrauterino  alterado. 



CONCLUSIONES 

1. La aplicación de aloxana, a dosis menores a 110 m a g ,  el día cero de gestación, 

no provoca hiperglucemia ni afecta el desarrollo embrionario. Es probable que no se haya 

alcanzado la dosis efectiva. 

2. La aplicación de aloxana, a dosis de 110 mg/Kg y mayores, el día cero  de 

gestación, provoca hiperglucemia en las madres, y pérdida del desarrollo embrionario. La 

razón puede  ser  que  se  produce un estado  de hiperglucemia tan elevada y sostenida, que sea 

incompatible con la gestación. 

3. La aplicación de aloxana 1 10 m a g ,  el día cuatro  de gestación, provoca 

hiperglucemia, acompañada algunas veces por embriotoxicidad y otras  veces  por  retraso del 

desarrollo. Es posible que haya distinta respuesta, debida a diferente susceptibilidad de las 

madres tratadas. 

4. La aplicación de L-arginina a ratas diabéticas gestantes  revierte la hiperglucemia, 

pero no la cetonemia, y previene casi por completo los  daños  sobre la progenie. Esto apoya 

la  evidencia de  que el aminoácido protege a las células p pancreáticas. 

5. Las poliaminas revierten parcialmente la hiperglucemia y la cetonemia, y protegen 

parcialmente a la descendencia de los efectos  nocivos  de la diabetes mellitus. Estos hallazgos 
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apoyan la idea de  que  el mecanismo por el cual la  L-arginina protege a las células p 

pancreáticas  del  daño  provocado  por la aloxana es mediado por vía de poliaminas. 

6. Es probable  que  el principal factor  causante del retraso del desarrollo embrionario 

y la embriotoxicidad sea el P-hidroxibutirato, aunque no podemos  descartar la presencia de 

otros  factores  que no se determinaron. 

7. No es posible, con  nuestro estudio, inferir sobre  los mecanismos por  los cuales la 

diabetes mellitus afecta el desarrollo, ni los mecanismos por  los  cuales la  L-arginina y las 

poliaminas lo protegen,  aunque  es probable que sea, o por acción estimulatoria de  las 

poliaminas sobre síntesis de proteínas, o por protección contra especies reactivas de 

oxígeno. 
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FETAL DEVELOPMENT IN ALLOXAN-TREATED  RATS 
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Abstract - The  effect of alloxan on  embryo  and  fetal development in rats was evaluated. Alloxan was injected 
intraperitoneally (ip) in pregnant rats at doses of 80 lo 150 m@g at Day O (day of fertilization), and 110 mgkg 
at Day 4 of pregnancy.  Hyperglycemia was rarely  produced at alloxan doses from 80 to 100 rng/kg,  and  the 
frequency  of malformations observed was low. Higher doses (110 to 150 m@g) caused severe hyperglycemia, and 
maternal or embryonjc  death.  When 110 m a g  was administered  on  Day 4 of gestation  (the  day  before embryo 
implantation), all rats bad resorption nodules and litters with embryos with delayed growth. We recommend the 
induction of  diabetes mellitus on  Day 4 of pregnancy  for studies of diabetes-gestation interaction. 0 1998 
Elsevier Science Inc 
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INTRODUCTION This study was designed to reevaluate the diabeto- 

It is we!] known  that inadequate control of diabetes 
mellitus type I during  the frst trimester of pregnancy, 
and particularly during the first six weeks of intrauterine 
development, has  been associated with a spectrum of 

genic effect of different doses o f  alloxan and the timing . 
of i ts  administration during rat pregnancy, and the effect 
of alloxan-induced diabetes on rat embryo and fetal 
development. 

developmental abnormalities, from growth retardation  to 
nervous system, heart, renal, and skeiztal abnormalities, 
and  the ioss of the conceptus by spontaneous abortion 
(1,2). The incidence of malformations i s  three  to four 
times higher in children of diabetic than  nondiabetic 
mothers (2). 

Laboratory tests using  whole embryo culture, de- 
veloped by  New (3), have demonstrated that factors in 
the sera of diabetic mammals  can inducing teratogenesis. 
However, the  precise cause of malformations seems to  be 
multifactorial involving hyperglycemia, hypennsulin- 
emia. hypoglycemic episodes, and hyperketonemia. The 
mechanisms seem  to be mediated by a deficiency in the 
metabolism of myo-inositol, arachidonic acid, prosta- 
glandins, andlor the increased  production of free oxygen 
radicals (2,4). 

Despite the above, an adequate experimental model 
is unavailable for the  study of the in vivo diabetes- 
gestation interaction, since there are controversies on 
both the time of induction  and the amount  and route of 
the diabetogenic substance (alloxan or streptozotocin) 
injected, as well as i t s  effects on embryo and  fetal 
development (5). 

M4TEWLS AND METHODS 

Animals 
Female rats of the  Sprague-Dawley  swain, approx- 

imately 75 d old  and weighing 250 g, with defined 
estrous cycles, according to recommendations for studies 
of this nature (6), were used. They were  kept under 
controlled light (12:12), humidity, and temperature con- 
ditions, with  water  and feed (Purina rat chow) ad libitum. 

Mating 
The rats were  mated  with  healthy fertile males of 

the same strain, and  Day O was set as the day sperma- 
tozoa were detected i n  the vaginal smear. The rats were 
randomly distributed in groups of at least six animals 
each. 

EIfects of alloxan on embryo developmenr 
To evaluate damage  at Day 10, when neurulation is 

completed (6,7), 80, 100, 120, 140, and 150 mgkg 
alloxan or saline were  given ip on  Day O, and dams were 
sacrificed under anesthesia (ketamine 50 mgkg, intra- 
muscularly) on  Day 10. Blood was obtained, the uteri 

1 
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Table 1. Effect of Alloxan on Maternal Glucose and Embryonic  Development  Evaluated on Day 10 of  Rat  Gestation 
Dams with 

A I I O X ~  dose ~ a m s  on implantan'on Survival Serum glucose Number of live 
(rn&g! Day O sitedive dams percentage' (mg/dL) embryos/litter Embryo  characteristics  Somites 

O (saline) 6 516 100 119.3 t 21.5 12.8 2 3.3  Normal  23-24 
80 6 .  6/6 l a ,  141.0 t 39.8 11.5 t 2.1 Normal. with some 22-24 

abnormal  (C-Uitfer) 

and dead (2 litters); 
Resorptions  (2 liners) 

1 O0 6 6l6 l o o  275.5 t 217.5 11.6 t 4.1 Normal (2  liners); Small  22-23 

120 6 4 4  66 474.0 t 170.Sb O Resorptions 
1 4 0  
150 6 010 

Diabetes was  Induced  on Day O of gestation  with the indicated  ailoxan doses. Rats  were  sacrificed on Day 10. The  serum  glucose  and  number of 

- 
6 414 66  353.0 t 198.6b O Resorptions - 

O - L - - 

embryoflitter are reported as mean 2 SD. 
"Percent of litters with implantations  that had living embryos. 
bp < 0.05 compared wlth control. 

were removed, and deciduomas and/or resorption sites 
counted. The embryos were recovered for evaluation of 
development. 

Other groups of rats  were sacrificed under anesthe- 
sia on Day 8 of gestation, after treatment with doses of 
120, 140, and  150 mgkg of alloxan or saline at Day O, to 
evaluate whether  the diabetic state affects embryo via- 
bility at the egg-cylinder stage, because resorptions were 
observed  at these doses when animals were sacrificed on 
Day 10. (See Results.) 

Effect  of  alloxan  on serum glucose  levels and fetal 
development 

Other  TOU UPS of rats  were  injected on  Day O with 80, 
90, 100, or 110 mgkg alloxan or with saline. A blood 
sample was taken  from the caudal vein and glucose 
levels measured from Day O to Day 18 of gestation 
between 0800 h and 0900 h using a glucometer (Reflolux 
S, Lakeside) and reactive strips (Haemo Glukotest 20- 
800 R, Lakeside). These rats were anesthetized on  Day 
19 of gestation and  blood collected, then the uteri were 
removed, and the number of live  and  dead fetuses as well 
as resorption nodules  were recorded. Fetuses were  ana- 
lyzed to determine the  number  and severity of malfor- 
mations using a modified  version of the Wilson method 
(8). Tissue samples were  taken for histologic analysis 
using conventional H and E staining. 

Induction of diabetes  on Day O or 4 
Other groups of rats were treated  with 110 mg 

alloxadkg on  Day O or 4 of gestation  and compared with 
respective control groups. The rats were sacrificed on 
Day 13. 

Biochemical t eas  
Blood was centrifuged at 1500 X g using a Beck- 

man CS-12R centrifuge. and serum divided into aliquots 

for glucose (9),  total lipid (lo), and triglyceride (1 1) 
determinations. 

Statistical  analysis 
Results were  compared  using ANOVA followed by 

a Tukey test, For those experiments where there was only 
a control and an experimental group. Student's t-test was 
used. 

RESULTS 

Embryo development 
The experiments conducted to study the effects of 

alloxan on neurulation  showed  that the higher dose of 
alloxan (150 mg/kg) caused mortality in all the pregnant 
females. The doses of 120 and 140 mgkg also caused 
high mortality, and  when the mothers survived, only 
embryonic resorption was seen. The deciduomas were 
small and  bloody,  and consisted of amorphous tissue 
instead of recognizabre embryos. H and E staining 
indicated the presence of necrotic and degenerated tis- 
sue; viable cells were  not detected. The 100 mgkg 
alloxan dose caused no significant increase in serum 
glucose concentrations. Of six litters, two showed 
resorbed embryos. In two other litters, the embryos were 
small  and degenerate, and  appeared to have died before 
the established observation period. In the final two 
litters, no embryonic alteration was observed (Table 1). 
With 80 mg/kg alloxan, glucose serum concentration was 
not significantly altered  at  Day 10, although malforma- 
tions were seen in some embryos (Figure 1). In only two 
litters were  altered embryos found; in the first, one 
embryo showed exencephaly, and in the second, two 
embryos showed defective flexion  and one of  them also 
showed anencephaly, whereas in the other litters, no 
malformations were found. 

In  view  of these findings, an experiment was 
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Fig. 1. Embryos at Day 10 of gestation. The effect of the 
administration of 80 mgkg  alloxan on Day O of pregnancy 
(left) is compared with a normal control embryo (right). lox. 

conducted to asses the effect of 120, 140, and 150 mgAg 
alloxan evaluated at Day 8 of gestation. The three doses 
caused maternal  mortality  (Table 2), but in surviving 
dams, the embryos showed similar morphology  to the 
control embryos: they were  in  the egg-cylinder stage and 
at the beginning of neurulation (Figure 2). 

Fetal development 
Rats  treated  with 80, 90, 100, and 1 10 mgkg 

alloxan on Day O and  were sacrificed on  Day 19. At 80 
mgkg, no metabolic changes or malformations were 
seen (Table 3). Of the  rats  treated  with 90 mg/kg, two 
died  at 15 and  16 d of gestation and were hypoglycemic 
from Day 9 (Table 3). The fetuses showed necrotic 
changes but  were of normal appearance. The remaining 
mothers were normoglycemic during the entire gestation 
period (Figure 3), and  their fetuses were normal. Of the 
14 rats treated wit!! 1 0 0  mzJkg alloxan, three died before 
Day 19 and  fetuses  could  not  be recovered. Two were  not 
pregnant and  were discarded. Of the remaining, three  had 
sustained hyperglycemia during the pregnancy, four 
showed transitory hyperglycemia, and two were normo- 

Fig. 2. Embryos  at Day 8 of gestation. Normal  control embryo 
(left) compared with a typical embryo  recovered from a dam 
treated with alloxan on Day O. No morphologic  differences  are 
seen.  60x. 

glycemic. Despite the variability, blood glucose concen- 
tration  was statistically different with respect to the 
control group during most of the pregnancy (P < 0.05). 
When sacrificed, hyperglycemia was prominent in the 
experimental group (Table 3). The fetuses were normal. 

In the group treated  with 110 mg/kg alloxan, three 
rats died before Day 19 of gestation. Of the remaining 
11, one was normoglycemic, three showed sustained 
hyperglycemia from Day 1 or 2 of gestation, and seven 
had transitory hyperglycemia. The three hyperglycemic 
rats had no fetuses; normal fetuses were observed in the 
other rats. 

Effect of  the time of diabetes induction on  fetal 
development 

Table 4 summarizes the results obtained from rats 
that received 110 mg/kg alloxan on  Day O or 4, and were 
sacrificed on  Day 13- o f  gestation. After Day O of 
treatment, no embryos were found, but there were 
resorptions in two rats. Hyperglycemia was present in 
treated  rats  from Day 2 of gestation (Figure 4). On the 
day  of sacrifice, glucose  and  total lipids were different 
with respect to the control values (Table 4). 

When alloxan  was administered on  Day 4, in four 

Table 2. Effect of Alloxan on Serum Glucose and  Litters with Embryos Evaluated on Day 8 

Dams with 
Alloxan  dose Dams on implantation Survival Serum glucose Number of live 
fm&/kg) Day O siteshve darns percentage' (mddJ-) embryosAiuer 

O (Salme) 6 516 100 148.0 f 15.0 12.6 -C 1.5 
120 10 618 80 401.2 I 271.9b 12.8 2 1.6 
1 4 0  15 411 1 73 513.8 5 293.6b 13.0 2 2.4 
150 6 1 I3 75 n.d.c 10 

Diabetes was induced  on Day O of gestation  with the indicated  alloxan doses, and ra t s  sacrificed on  Day 8. In all the cases, embryos were of normal 
appearance. (See text.) Serum glucose and  number of live  embryos are given as mean -C SD. 
'Percent of hners with implantations that had living embryos; 'f < 0.05 with respect to the control; 'Wood could not be drawn from the one d a m  
of interest. 
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Table 3. Effect of Different  Doses of Alloxan on Biochemical  Parameters and Litter Size in Rats Evaluated at Day 19 of 
Gestation 

Serum biochemical determinations at  sacrifice 

Alloxan dose Fate of dams Glucose (mg/dL) Triglycerides (mg/dL) Total lipids (mgldL) Liner size 

O (saline), n = 7 Alive 97.7 2 6.4  451.7 i 180.9 458.4 f 360.5  12.6 3- 1.3 
80, n = 6 Alive 95.0 ? 14.3 339.2 f 304.4 549.5 i 125.3  12.8 f 1.3 
90, n = 6  4 Alive 106.0 t 20.2  325.75 2 184.0 702.2 Z 41.8" 12.0 f 3.6 

7 6  
100. n = 13  9 Alive' 207.0 = 134.6' 243.11 f 119.9 616.9 2 144.3" 9.0 2 3.9 

2 Dead with hypoglycemia (30-60 mg/dL whole blood)b 

3 Dead with hyperglycemia (more than 300 m@dL whole blood)d ? 
1 Dead with hypoglycemia (4565 mg/dL whole blood)' 7 

3 Dead with hyperglycemia (more than 300 m@dL whole blood)' 
110. n = 12 9 Alive 187.0 t 176.8  740.8 i 311.1' 346.7 2 289.4 10.5 rtr 2.1 

Diabetes was induced cn Day O of gestation with the indicated alloxan doses. The rats were sacrificed on Day 19. Biochemical values were given 
as mean i- SD. aP < 0.05 with respect to control. bHad hypoglycemia from Day 3 or 4 and died before Day 19. In both cases, fetuses were recovered 
and analyzed: they showed no abnormalities. 'Robable resorptions in three of them. %how& hyperglycemia from Day 3 or 4 and died between Day 
10 and 12; no fetuses could be recovered. 'Showed hypoglycemia from Day 7 and died on Day 14; no fetuses could be recovered. 'Showed 
hyperglycemia from Day 2 or 3 and died between Day 8 and 10; no fetuses were recovered. 

rats the embryos showed delayed development, and in sacrifice, glucose and triglyceride values were signifi- 
another five, only resorption nodules were found..All the  cantly higher than  in the controls (Table 4). 
rats showed hyperglycemia from Day 6 of gestation 
compared with the connol (Figure 5). On the day  of DISCUSSION 

A 
In animal models of the gestation-diabetes type 1 

first, diabetes is induced by diabetogens (i.e., alloxan, 
streptozotocin) in normal female rats, and the animals 
mated. In the second strategy, diabetes is induced after 
mating (5). Contradictory findings exist among several 
reports in the literature. 

*coml. interaction, two strategies have been developed. In the 
+m 

I Some authors have reported that the administration 
L.. - o ' " ' ' ~ " ' ~ " " ' ' "  

of 40 mgkg alloxan to normal rats before mating causes 
h only placentas to be obtained  at birth (12). At this dose, 

+cumo~ failure to mate has  been reported. but if mating takes 
*'oor)'rg place, gestation will  not  reach full term (13). A dose of 

55 mgkg alloxan causes mating failure, maternal death. 
litters with  dead neonates, and cannibalism (14). After 
treatment of immature 3@d-old, or 60-d-old pubescent 
rats with 50 mg/kg alloxan, the estrous cycle is lost, and 
if mating occurs, the 21-d fetuses may  weigh up to a , 

gam less than those of normal  mothers  (1 5). It  has  been 
reported that 25 to 30 mgkg doses before mating cause 
a state of "subdiabetes" without affecting the female's 
reproductive parameters, although the weights of the 
neonates are increased and there is a decrease i n  viability 
(16). This regimen may cause a state similar to that of 
gestational diabetes mellitus in humans. These doses are 

o I ' 7 8  Io " l2 15 lower  than those used in this study, 
F l x G w w X r n Y  On the other hand, when severe diabetes is induced 

by partial (95%) pancreatectomy, the ability to accept the 
Fig. 3. Blood d u ~ ~  (mean IT SD) afier different doses of male is lost (17). It  has  been observed that doses of 140 
al10xan On Day o Of geStatjon. *. *O Or m@g (n = 6, and the to 175 mgkg alloxan cause loss of mating ability, and i f  control (n = 7 ) ;  B. 1 0 0  or 110 mgkg (n = 9)  and the control. The 

Days 2 to S, and 10 and 1 1, and between the 1 I O mgjkg dose and ]Oxan doses of 75 and 150 m a g  Cause profound 
values were different & w e n  the 100 m a g  dose and a n t r o ]  mating occurs,  pregnancies are not (l8). AI- 

control at Days 3, 4. 6, 10. 11, and 13 (P < 0.05).- - changes in the hypothalamic-hypophysial-ovarian axis 
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Table 4. Effect of Alloxan (1 10 mgkg) Administered at Two Different Days on Biochemical Parameters and Litter  Size in 
Pregnant Rats 

induction on Day O Induction on Day 4 

Conml Experimental  Control  Exprimen*d 

Surviving damsidams treared 6/6 9/19' 7n 9/29a 
Glucose (mg/dL) .. 135.5 Z 19 524.2 Z 80.1 133.3 t 18.1 534.3 2 29.6' 
Triglycerides (mg/dL) 103.3 Z 16.9 121.8 Z 72.4' 104.1 t 15.6 394.6 = 185.2' 
Total hpids  (mg/dL) 276.2 2 45.8 425.5 t 81.6 273.3 t 42.5 230.6 t 132.7 
Liner size 9.5 t 2.5 0.Od 9.5 t 4.5 9.3 i 2.4' 

Pregnant ra& were treated with saline  solution  (control) or with alloxan I10 m g k g  (ip) on Day O or 4 of gestation and sacrificed on Day 13. Blood 
was obtained from the pregnant rats at sacrifice. The values  were  given as mean t SD. "Of these,  some rats were hyperglycemic and died before Day 
13, and others were normoglycemic and were  discarded. bP < 0.01 wIth respect  to the conml; 'P < 0.05 with respect 10 the control; dresorptions 
in two rats ;  'Fetuses in four rats and resorptions in the other five. 

~~ 

in prepubertal (35-d-old) rats (19) that could cause the 
loss of reproductive capacity observed by other authors. 

According to other reports (12-19), diabetes induc- 
tion before mating causes infertility or sterility more than 
teratogenesis. For these reasons, we treated  rats  with 
alloxan after fertilization to  be sure that an interaction 
between diabetes and gestation would be established. In 
accord with our results, Angerwall (20) found that  the 
administration of 1 0 0  m a g  on  Day 1 of gestation 
causes a high percentage of pregnancy loss, but  he did 
not specify whether  the  day of sperm in the vaginal 
smear or day  of vaginal  plug  was Day O or Day 1. In this 
study, we observed pregcancy loss after the administra- 
tion of  alloxan  at  doses of 110 mgkg and higher on Day 
O of pregnancy (Tables 1-4). 

With  respect to damage to  neurulation or the CNS, 
up  to 28% CNS abnormalities have been reported  when 
induction occurs on  Day 4 using 80 m@g  in pregnant 
mice (21). It also h a s  been reported  that  induction on Day 
7 with 160 m@g causes a high frequency of CNS 
malformations in  rats and  mice (22). A dose of 100 
m g k g  on Days 8.5 to 13.5 causes high embryonic 

a- ; m- 
i =- I 

0 4 ; ; ; ; : ; ; ; ; ; ; j  
0 / 2 3 4 5 6 7 8 Q H ) 1 1 1 2  

HtfG-MY 

Fig. 4. Blood glucose (mean 2 SD) after the administration of 
110 mgkg alloxan on Day O of gestation (n = 9). compared 
with saline control (n = 6). Values are different from Day 2 
forward (P < 0.01). 

mortality  and a high frequency of cleft palate, with a 
lower effect observed when the alloxan  is given at 
more-advanced stages of embryonic development (23); a 
60 mgkg dose on Day 9 causes a high rate of CNS 
malformations (24), characterized by delay of closure of  
their neuropores. 

In t h i s  study, we evaluated the effect of diabetes on 
neurulation. The doses of alloxan  used by other authors 
were lower t!an those that we determined to  be diabe- 
togenic (1 10 mgkg). Both Watanabe and Ingalls (23), as 
well as Deuchar (24), induced diabetes just before 
neurulation or during this process and reported anoma- 
lies. However, the serum glucose levels achieved in 
those rats were not reported. 

At 1 0 0  mgkg, hyperglycemia was  not produced by 
us in  any  of the animals. Tne Gestation Day 19 fetuses 
were  normal, although in some cases, there were resorp- 
tion nodules at Day 10 of gestation  (Table 1). In our 
experience, a dose of 120 mgkg or greater i s  required to 
produce sustained hyperglycemia in all pregnant rats. 
However, this dose causes total  pregnancy loss (Table 2). 
Because of the observation that these doses and higher 

04 1 

4 S 6 7 8 9 1 0 1 1 E  

mtammm. 
Fig. 5. Blood glucose (mean z SD) after the injection o f  110 
m a g  alloxan on Day 4 of gestation (n = 9), compared with 
saline contr31 (n = 7) .  Values are different from Day 6 forward 
(P < 0.01). 
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cause resorption evaluated at Day 10 of pregnancy, the 
effect was tested  at Day 8, observing that the embryos at 
t h l s  gestational age were not affected at  any of these 
three doses. We suggest that embryotoxic and/or terato- 
genic damage is produced  between  Days 8 and 10 of 
embryo development when diabetes is induced on  Day 0 
of pregnancy. 

When 80 mgkg alloxan was injected at Day O of 
pregnancy, some malformations (O to Xitter) were 
observed on the  10th day, but hyperglycemia  was  not 
produced (Figure 4), nor  were  19-d-old fetuses affected. 
The malformations seen were consistent with spontane- 
ous malformations (6) since their frequency  was low. 
The differences between  our results and those of Horii  et 
al. (21) are probably due to the fact that we administered 
alloxan on Day O of gestation, while  they  induced 
diabetes on  Day 4, when the metabolic and endocrine 
changes related to gestation had  already started (2), or 
that  they  used  mice  and we  used rats. It is also probable 
that at  Day 4 of gestation, the mothers were more labile 
to a diabetogenic stimulus than on the  day  they con- 
ceived. 

Several studies have  reported  pregnancy loss. If 1 0 0  
mgkg is adrrinistered on  Day 9 of gestation, a higher 
percentage of fetal resorptions is found (25). Also, it has  
been reponed that  the  injection of 1 0 0  mgkg between 
Days 10 and  12 of gestation causes a high percentage of 
pregnancy loss (20). 

Doses of alloxan  from 80 to 150 m&g were  used  to 
establish the minimum diabetogenic doses associated 
with abnormal development. Doses of 1 0 0  m a g  or less 
do not produce hyperglycemia or the hyperglycemia is 
not sustained or generalized, and if malformations do 
occur. their percentage is low. At 120 m a g  or higher 
doses, hyperglycemia is sustained i n  pregnant rats  and 
causes maternal or embryonic death. At the 110 mg/kg 
dose administered on  Day O, there is only  pregnancy loss 
as evaluated on Day 19, and although maternal  mortality 
does occur, i t  is low. The effects observed by us suggest 
an “all-or-nothing” response, since alloxan at a dose of 
1 10 m g k g  or higher provokes hyperglycemia and re- 
sorption or other  pregnancy loss, and doses of 100 mgkg 
(and occasionally 110 mag) do not induce diabetes 
(evaluated by hyperglycemia) or affect embryo develop- 
ment. 

For this reason, the  110 m a g  dose  was  chosen for 
assessing the effect of induced diabetes on  Day 0 on fetal 
development on  Day 13 of gestation. Only resorptions 
were found (Table 4), which support our idea of an 
“all-or-nothing” response. It  was  then considered advis- 
able to decrease the duration of diabetes by inducing it 
on Day 4 of gestation  using the same dose of alloxan 
(Table 4). With  this design, we obtained embryos with 
delayed development and resorptions on  Day 13. Resorp- 
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tions are considered as embryotoxicity instead of terato- 
genesis (26), reaffirming the “all-or-nohng” hypothesis. 

The heterogeneity of the results  reported in  the 
literature can be due to: 1) the quality of the alloxan used, 
since it  can be oxidized quickly and therefore not cause 
adverse effects (27); 2) the use of a different strain of 
animals, since different susceptibilities have  been de- 
scribed among strains with respect to the response to 
alloxan (28) as well as different effects of the diabetic 
state on concepti (6); and/or 3) different administration 
regimens, since administration of the drug during differ- 
ent stages of gestation causes different alterations in the 
typical endocrine-metabolic gestational state. An exact 
comparison cannot be made between our results and 
those of other authors. Angerwall (20) administered 
alloxan  on Day 1 but did not indicate whether it was the 
day the rat  conceived or the day after. Our administration 
of alloxan on  Day 4 may  be compared with the study of * 

Horii  and coworkers (21), where lower doses were  used 
than  those  used by us. However, that  study  was con- 
ducted  using mice. 

In conclusion, we found that alloxan-induced dia- 
betes causes embryotoxicity rather than teratogenesis 
when doses of 110 mgkg or higher are administered,on 
Day O of gestation. Diabetes induction on  Day 4 of 
pregnancy causes a delay of development or embryotox- 
icity. However, even though we failed to establish a 
model of teratogenesis, these results will permit us to 
design studies on the prevention of embryo developmen- 
tal delay. Possible mechanisms by which developmental 
delay is produced, such as by hyperglycemia, or by 
oxidation products formed from alloxan, remain  to  be 
investigated. 
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