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RESUMEN

La experimentacién en modelos animales es una herramienta importante para comprender los mecanismos
fisiopatolégicos que caracterizan la diabetes mellitus. Dado que es necesario conocer la implicacién de cada
variante seleccionada en la concepcion del modelo de diabetes a utilizar, en este caso de hiperglucemias
moderadas, proponemos evaluar en ratas adultas el efecto de la administracion neonatal (subcutanea o in-
traperitoneal) de estreptozotocina (STZ) sobre su estado metabdlico y oxidativo.

Se indujo diabetes en gazapos hembras de dos dias de nacidos mediante la inoculacién de 100 mg/Kg de peso
corporal de STZ. Los grupos, de 10 animales cada uno, se definieron segtn la via de inoculaciéon subcuténea
(SC) o intraperitoneal (IP). Los neonatos designados como controles recibieron (SC o IP) tinicamente vehiculo.
El fenotipo se manifest6 a las 6 semanas de vida en ambos grupos. El grupe STZ SC mostré un promedio
semanal de glucemias significativamente mayor y un peor control glucémico durante el experimento, reflejado
por los valores de hemoglobina glicosilada. A las 12 semanas se realizé la eutanasia y se estudiaron indicadores
del perfil renal, lipidico y estrés oxidativo. En los grupos tratados con STZ, respecto a los tratados solamente
con vehiculo, no existen diferencias significativas en el lipidograma y uricemia; inicamente la creatininemia
y la uremia son significativamente mayores en STZ SC vs. CONTROL SC y STZ IP. El analisis estadistico
de los parametros del estado oxidativo [malonildialdehido (MDA) y productos avanzados de la oxidacién a
proteinas (PAOP)] no muestra diferencias entre los grupos estudiados.

Se concluye que, si bien por ambas vias de induccién se logra instaurar el modelo deseado, desde el punto
de vista metabdlico los animales en los que se utilizé la via SC el fenotipo se manifiesta con mayor similitud
a lo que ocurre en el sindrome diabético humano, fundamentalmente en lo referido a los pardmetros de la
funcién renal. Rev Argent Endocrinol Metab 51:178-184, 2014
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ABSTRACTS

Animal experimentation is an important tool for understanding the pathophysiological mechanisms charac-
terizing diabetes mellitus type 2 (DMT2). Based on the fact that it is necessary to know the implication of
each variant selected in DMT2 models, in this case of moderate hyperglycemias, we propose to evaluate the
metabolic and oxidative stress status in adult rats after neonatal [subcutaneous (SC) or intraperitoneal (IP)]
administration of streptozotocin (STZ). Thus, DMT2 was induced by either SC or IP injection of 100 mg/Kg
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body weight of streptozotocin (STZ) in 2 day-old rat female offsprings. Neonates designated as controls received
only vehicle in a similar schedule. Groups of 10 animals were defined by the route of injection (SC or IP).

Hyperglycemia developed at 6 weeks of life in both experimental groups; however, rats from the group re-
ceiving STZ SC displayed a significantly higher weekly average of blood glucose levels and a poorer glycemic
control during the experiment (indicated by the peripheral glycosylated hemoglobin levels). At 12 weeks of
age, euthanasia was performed, and indicators of kidney function, peripheral lipid profile and oxidative stress
parameters were studied. In STZ-treated rats, there were no significant differences in circulating concentra-
tions of lipids, uric acid, MDA and PAOP, compared with controls. Interestingly, peripheral creatinine and
urea concentrations were significantly higher in STZ SC-treated rats than in both CONTROL SC and STZ
IP rats. We conclude that, although the DMT2 phenotype could be obtained by neonatal STZ administration
by either route, the phenotype developed by animals inoculated with STZ by the SC route was more similar
to that occurring in the human diabetic syndrome, mainly as regards renal function parameters. Rev Argent

Endocrinol Metab 51:178-184, 2014
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INTRODUCCION

Segtin la Asociacion Latinoamericana de Diabetes
(ALAD), el término diabetes mellitus (DM) define
un desorden metabdlico de etiologia multifactorial,
que se caracteriza por hiperglucemia crénica con
disturbios del metabolismo de carbohidratos, gra-
sasy proteinas, como resultante de alteraciones en
la secrecidn y/o accién de la insulina®.

La forma mas comtn de la enfermedad es la
DM tipo 2 (DMT?2), presentando una prevalencia
promedio mundial de 8,3 % en el ano 2011. En esta
se presenta una disfuncion de las células B pancrea-
ticas que resulta en una progresiva disminuciéon
de la secrecion de insulina en un escenario de una
reduccion de la accién de la hormona™.

El niimero creciente de casos y la evolucién de
las complicaciones asociadas ala DMT2 en general,
ha llevado a que la experimentacién en modelos
animales sea una herramienta importante para
entender los complejos mecanismos fisiopatolé-
gicos asociados a la enfermedad. Habitualmente,
los estudios son realizados fundamentalmente
en roedores, en los que la diabetes es inducida
mediante la accion citotéxica de estreptozotocina
(STZ) sobre las células B del pancreas®?.

El uso de la STZ como agente diabetogénico
esta ampliamente estudiado. En dependencia del
tipo de hiperglucemia que se desee inducir sera
la linea de roedor, su edad, asi como la dosis y via
de inoculacién del fArmaco a emplearse. Aunque
existen numerosas variantes, generalmente se
utiliza la administracién de STZ a edad adulta
para lograr una destruccién total del pancreas
endocrino y una hiperglucemia severa, mientras

que la inyeccion de la droga en el periodo neonatal
provoca hiperglucemias moderadas en la adultez
debido a la regeneracién parcial de células 245,

Como ocurre en el sindrome diabético humano,
en el animal de laboratorio también se modifica
el balance del estrés oxidativo (EO) y el estado
metaboélico general del individuo, situacién que
es utilizada en la investigacién con la finalidad
de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas
que conlleven a una calidad y esperanza de vida
adecuada en las personas que padecen esta en-
fermedad.

Partiendo del hecho de que es necesario cono-
cer la implicacién de cada variante seleccionada
en la concepcién del modelo de diabetes a utilizar,
en este caso el de hiperglucemias moderadas, nos
proponemos en este trabajo evaluar si existen
diferencias entre los fenotipos (en cuanto al es-
tado metabdlico y oxidativo) entre los fenotipos
obtenidos cuando la administracién neonatal
de STZ se realiza por la via subcutanea (SC) o
intraperitoneal (IP)

MATERIALES Y METODOS

Se aparearon ratas Wistar hembra y macho, aptas
para la reproduccién, obtenidas del CENPALAB
(Centro de Producciéon de Animales de Labora-
torio en La Habana, Cuba). Al segundo dia del
nacimiento de la descendencia se sexaron las crias
y en las hembra se indujo hiperglucemia mediante
la inoculaciéon de 100 mg/Kg de peso corporal de
STZ (Applichem; disuelta en buffer citrato 0,1 M,
pH 4,5). Los neonatos designados como controles
recibieron inicamente vehiculo buffer citrato. Los
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grupos de estudio (n = 10 animales cada uno) se
definieron segtn la sustancia (vehiculo o STZ) y
la via de inyeccién (SC o IP).

Durante el periodo de lactancia (21 dias), las
crias se mantuvieron con sus madres. Luego del
destete se alojaron en cajas de 5 animales. En
todo momento se controlaron las condiciones
experimentales para la temperatura (20 = 2 °C),
humedad (40 %), ciclo de luz/oscuridad (12 ho-
ras) y acceso a libre demanda de agua y comida
balanceada.

Desde la semana 6 hasta la 12 de vida se rea-
lizaron mediciones, en ayuno de 16 horas, de los
niveles de glucosa en sangre (glucosa oxidasa; con
Glucémetro y Biosensores SUMA). El sacrificio se
llev6 a cabo por exsanguineaciéon bajo anestesia
(tiopental sédico; 50-60 mg/kg). Por puncién de
la vena cava inferior se extrajo sangre para la
realizacion de varias determinaciones bioquimicas
y de EO.

Para la cuantificacion de hemoglobina glicosilada
(Hb Alc) se utiliz6 el método de aglutinacién utili-
zando 20 ul de sangre total. El resto de la sangre se
colect6 en tubos con anticoagulante (EDTA 5,6 %),
se centrifugé a 3000 rpm por 10 min, y el plasma se
almacené a -40 °C para posteriores analisis.

Tanto los parametros circulantes de la funcién
renal (creatinina, urea, acido trico) como lipidica
(colesterol y triglicéridos) se resolvieron por mé-
todos enzimaéticos. El dano oxidativo a lipidos se
midi6 mediante la determinaciéon de malonildial-
dehido (MDA), mientras que el dano a proteinas se
evalué mediante la técnica de productos avanzados
de la oxidacion a proteinas (PAOP).

De acuerdo a la normalidad de las muestras en
cada variable se aplicaron pruebas paramétricas
0 no paramétricas para determinar diferencias
entre los grupos. La prueba t de Student se empled
Unicamente para la glucemia, y para el resto de los
indicadores se utiliz6 la prueba no paramétrica
de Mann Whitney. Los datos se expresaron como
la media + error estandar de la media (EEM). El
nivel de significacion estadistica fue considerado
cuando P < 0,05.

El experimento fue realizado segtin recomienda
la guia del National Institutes of Health para el
trabajo con animales experimentales. El protocolo
fue aprobado por el Consejo Cientifico y el Comité
de Etica de la Unidad de Investigaciones Biomédi-
cas en la Universidad de Ciencias Médicas de Villa
Clara (CUBA).
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RESULTADOS

La induccién neonatal de DMT2 en ambos grupos
tratados con STZ se confirmé mediante la medicién
semanal de las glucemias en ayuno. La Figura 1
muestra el promedio de las glucemias tomadas
entre las semanas 6 y 12 en cada grupo estudiado.
Todas las ratas incluidas en los grupos controles
mostraron glucemias por debajo de 6,1 mmol/l. Las
hiperglucemias en los grupos inoculados con STZ
no fueron constantes en el tiempo. A lo largo de
las 7 semanas de monitoreo, en algunas ratas los
valores oscilaron incluso por debajo de 6,0 mmol/l,
aunque de manera general predominaron cifras
superiores. El promedio semanal de glucemias fue
significativamente mayor en el grupo STZ SC que
en los restantes grupos.

Entre los pardmetros bioquimicos estudiados
se encuentra la Hb Alc, un fuerte indicador del
estado metabdlico del individuo. En la Figura 2
se presentan los valores medios por cada grupo
cuando medidos al final del experimento. En
los grupos diabéticos, la significacion estadistica
refleja un pobre control glucémico respecto a los
controles; sin embargo, el grupo STZ SC fue el que
mostré una peor regulacion metabdlica, aunque
no alcanzé a ser significativa al compararse con
lo ocurrido en el STZ IP.

Promedio de glucemias semanales
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Figura 1. Promedio semanal de glucemias en los grupos de
estudio. Los valores estan expresados como la media + EEM.
*P<0,05 (t de Student) (N = 10 ratas por grupo).
aSignificacion estadistica de STZ SC respecto a CONTROL
SC (*P = 0.000)

®Significacion estadistica de STZ IP respecto a CONTROL
IP (*P = 0.000)

cSignificacién estadistica de STZ SC respecto a STZ IP
(*P = 0,031)
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Figura 2. Hemoglobina glicosilada en los grupos de estudio.
Los valores estan expresados como la media + EEM. *P<0,05
(Mann Whitney) (N = 10 ratas por grupo).

aSignificacion estadistica de STZ SC respecto a CONTROL
SC (*P = 0.001)

bSignificacion estadistica de STZ IP respecto a CONTROL
IP (*P = 0.006)

cSignificacion estadistica de STZ SC respecto a STZ IP
(P =0,167)

Los indicadores periféricos de las funciones re-
nal, lipidica y de EO se exponen en la Tabla 1. En
los grupos tratados con STZ, respecto a los tratados
solamente con vehiculo, no existieron diferencias
significativas para los parametros periféricos del
lipidograma y el acido trico. Sin embargo, y de
importancia, los niveles circulantes de creatinina
y urea fueron significativamente mayores en STZ
SC comparados con los obtenidos en los grupos
CONTROLES (SC e IP) y STZ IP. Finalmente, el
analisis estadistico de los valores de MDA y PAOP
no mostro diferencias significativas entre los gru-
pos estudiados.

DISCUSION

Durante las ultimas décadas, se han desarrollado
numerosos modelos experimentales en animales
que, aunque ninguno posee todas las caracteristi-
cas clinicas observadas en diabetes en humanos,
han tratado de recrear el patrén de la enfermedad
natural lo méas aproximadamente posible®?>9.
El modelo perfecto deberia cumplir con las dos
particularidades fundamentales de la DMT2:
resistencia a la insulina y disfuncién parcial de
las células B pancreaticas, que junto a sintomas
como hiperglucemia, disbalance metabdlico y del
EO definen la enfermedad.®
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En dependencia de la finalidad de la investiga-
cién sera el diseno del modelo a utilizar®® por lo
que, en el presente trabajo, se induce diabetes con
STZ a los dos dias del nacimiento de ratas wistar
por via SC e IP con el objetivo de evaluar si en la
adultez existen diferencias en el estado metabdli-
co y de estrés oxidativo en funcion de la ruta de
administracion del agente diabetogénico.

A partir del analisis de los resultados encontra-
mos que en todos los animales tratados en el pe-
riodo neonatal con STZ, e independientemente de
la via de inoculacién, la enfermedad se manifiesta
a partir de la sexta semana y se mantiene hasta el
final del experimento, aunque el grupo inyectado
SC promedi6 glucemias significativamente supe-
riores al resto de los grupos.

En este tipo de modelos, donde ocurre una dis-
minucién en la produccién de insulina debido a la
destruccién neonatal de las células B secretoras de
la insulina, esta descrito que en los primeros dias
de vida las crias muestran hiperglucemias pero
luego hasta aproximadamente las semanas 6 u 8
de vida los animales exhiben valores de glucemia
normales. A partir de ese momento comienzan
a presentar hiperglucemias moderadas, desarro-
llando en la rata adulta un fenotipo similar al de
DMT2(3,7-10)'

Este comportamiento inicial responde a la ac-
cién de STZ como agente citotéxico selectivo para
las células B contenidas en los islotes pancreaticos.
Aunque esto es aun tema de debate, si es conocido
que STZ provoca muerte celular mediante la ac-
tivacion de los mecanismos de reparacion celular
en los que estan involucrados desde la alquilacién
de bases de ADN nuclear hasta el consumo de
mediadores quimicos como el NAD*119, Varios
trabajos han demostrado que la recuperaciéon de
la hiperglucemia transitoria es consecuencia de
la rapida capacidad de regeneracion celular en los
roedores. Sin embargo, como la generacién de nue-
vos islotes y reestructuracion de los existentes en el
pancreas es parcial, finalmente con el crecimiento
esas células son insuficientes para secretar la insu-
lina requerida por el animal en la edad adultay se
producen hiperglucemias moderadas®'¥.

En este estudio, como consecuencia de la induc-
cién de la enfermedad en ambos grupos inoculados
con STZ, los animales desarrollaron un pobre con-
trol glucémico respecto a los CONTROLES. Esto
se evidencia por la medicién de los niveles circu-
lantes de hemoglobina glicosilada a las 12 semanas
de vida. Dichos valores reflejan que el grupo que



182

recibi6 el farmaco (STZ) por via subcutanea (SC)
ha presentado, aproximadamente en los dos meses
anteriores a la determinacion, una menos efectiva
regulacién glucémica (aunque no significativa) que
los inyectados por la via intraperitoneal. Vale aco-
tar que la glicacién de la hemoglobina se produce
lentamente durante la vida media del eritrocito,
alrededor de 7 semanas en la rata. Esta prueba es
de gran utilidad para evaluar el control glucémico
alargo plazo pues refleja la concentracion relativa
de glucosa sanguinea en el tiempo%16.

Como ya se mencioné anteriormente, otras de
las caracteristicas méas comunes de la diabetes tipo
2y que, desearian verse manifestadas en un mode-
lo animal de esta enfermedad, son las relacionadas
al control metabdlico y estado oxidativo. En la
presente investigacion, los indicadores estudiados
reflejan un significativo dishbalance metabélico en
el perfil de parametros relacionados a la funcién
renal, asi como un dano a lipidos y proteinas li-
geramente superior cuando la STZ fue inyectada
subcutaneamente.

La nefropatia diabética puede estar presente en
el 10-25 % de los pacientes con diabetes tipo 2 al
momento del diagnéstico”, de ahi la importancia
del estudio de la funcién renal en el modelo expe-
rimental. Las concentraciones de ureay creatinina
en circulacién son marcadores de referencia de la
funcién renal, aunque la creatinina es considerada
como un indice de funcién renal més sensible. El
incremento en ambos parametros indica un dano
renal progresivo, y ello ha sido descrito tanto en
estudios realizados en humanos diabéticos®"'®
como en modelos animales*-2V,

La elevacion en la urea y creatinina séricas
en el grupo STZ SC respecto a sus controles y
respecto a STZ IP puede ser atribuida a cambios
morfolégicos y funcionales que ocurren en estadios
tempranos de la enfermedad tanto en humanos
como en modelos experimentales'?. De hecho,
la STZ ha sido utilizada en investigaciones para
inducir nefropatia diabética pues provoca una hi-
perfiltracion glomerular parecida a la que ocurre
en la DMT2. En ratas diabéticas se ha descrito esta
situacion de hiperfiltracion glomerular, frecuente
a pesar de existir un namero de nefronas normal,
con vasodilatacion preglomerular e incremento del
filtrado glomerular y de la fraccién de filtracién®?.

Por otra parte, ademés de los trastornos del me-
tabolismo de la glucosa que caracterizan la diabetes
mellitus, en los pacientes diabéticos suelen aso-
ciarse cambios en el patrén de los lipidos séricos,
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lo que constituyen un riesgo importante desde el
punto de vista cardiovascular. En este modelo de
induccién neonatal, aunque se muestra un ligero
aumento de colesterol y triglicéridos en los grupos
tratados con STZ respecto a los controles, dichas
diferencias no son significativas, coincidiendo con
estudios previos y similares®. En otros reportes
algunos autores refieren desarrollo de dislipidemia,
fundamentalmente hipertrigliceridemia. En esos
trabajos la diabetes es inducida a edad adulta por lo
que las hipoinsulinemias e hiperglucemias genera-
das son severas'®?Y, Evidentemente los valores de
las glucemias en este experimento y/o el tiempo de
duracién del mismo, independientemente de la via
de induccién de la enfermedad, no son suficientes
para desencadenar los mecanismos necesarios
que conllevan a las alteraciones lipidicas propias
de la DMT?2.

Estudios realizados evidencian la intervencion
de alteraciones de la insulina, ya sea por deficiencia
o resistencia, como un importante factor fisiopa-
tolégico en el desarrollo de la dislipidemia. La in-
sulina participa en la regulacién de determinadas
enzimas que controlan el metabolismo lipidico. Su
incapacidad para funcionar adecuadamente puede
ocasionar un aumento en el aporte de sustrato que
puede llegar a ser tan intenso que sature la via de
oxidacion resultando la aparicién de higado graso
e hipertrigliceridemia®*2®,

La diabetes mellitus es una enfermedad fuerte-
mente relacionada al estrés oxidativo. Las especies
reactivas del oxigeno generadas son capaces de
reaccionar con numerosas estructuras celulares,
especificamente con los acidos grasos insaturados
que forman parte de las membranas fosfolipidicas,
con proteinas y acidos nucleicos. Como resultado,
ocurren reacciones de peroxidacion lipidica y
glicosilacién de proteinas que finalmente se tra-
ducen en dafnos a moléculas de gran importancia
biolégica®?, En el presente trabajo, a pesar de
no tener significacion estadistica, ambos grupos
inoculados con STZ muestran un mayor dano a
lipidos y a proteinas que los grupos no tratados
(CONTROLES). Es posible que las hiperglucemias
moderadas producidas en las semanas de evolucién
de la enfermedad (aproximadamente entre la 6 y
la 12) no sean suficientes para provocar un disba-
lance oxidativo, lo que corrobora lo planteado por
determinados autores que utilizan este mismo
modelo®. Sin embargo, en otras investigaciones
donde es simulada la diabetes tipo 1 con hiperglu-
cemias elevadas si se han encontrado desérdenes
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en el sistema oxidativo, tanto en enzimas antioxi-
dantes como en moléculas® 3%,

Luego de analizar el comportamiento de cada
parametro determinado en los grupos de estudio se
puede plantear que por ambas vias de induccion se
logra instaurar el modelo deseado. No obstante es
evidente que desde el punto de vista metabdlico en
los animales en los que se inocul6 la STZ por via SC
la enfermedad se manifiesta con mayor similitud
a lo que ocurre en el sindrome diabético humano,
fundamentalmente en el dano evidenciado sobre
la duncién renal.

Ningtin modelo animal conocido reproduce
exactamente todas las caracteristicas de la DMT2,
sin embargo, consideramos que el modelo de induc-
cion de hiperglucemias moderadas en ratas wistar
mediante la inoculacién subcutianea de STZ, a los
dos dias de nacimiento, representa determinadas
particularidades de la enfermedad y puede ser
utilizado como una importante herramienta en
la investigacion de mecanismos fisiopatolégicos,
reproductivos e incluso farmacolégicos.
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