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RESUMEN

Se realizé una investigacion experimental en ratas hembras de la cepa Wistar
criolla, mediante un modelo de diabetes mellitus de hiperglucemia aguda, con el
objetivo de identificar las modificaciones en las medidas del peso, talla, diametros
craneanos y morfometria facial de los fetos de ratas diabéticas, tratadas o no con
vitamina E, con respecto a un grupo control. Los fetos se extrajeron el dia antes de
llegar al término de la gestacibn y sometidos a un estudio morfométrico. Se
estudiaron 198 fetos procedentes de madres diabéticas y 53 del grupo control para
un total de 251. Se utilizaron variables como peso, talla, diametros craneanos y las
variables de morfometria facial. La informacién se procesd estadisticamente y se
aplicaron medidas para analisis de variables cuantitativas como la media,
desviaciones estandar y promedio. Para la comparacion de las medias se utilizé el
test Kruskal-Wallis y la prueba U de Mann-Withney y se considero un nivel de
significacion con valores de probabilidad menores de 0,05. Los resultados
mostraron una disminucion del peso y talla en los fetos procedentes de las ratas
diabéticas independientemente del tratamiento y un aumento de los diametros
antero posterior y biparietal en los fetos diabéticos con respecto a los controles. Se
identifico un incremento de la distancia entre los globos oculares y disminucion en
la longitud transversal y craneo-caudal de la cara en los fetos de ratas diabéticas

con respecto a los controles.
INTRODUCCION

La DM es una enfermedad crénica de elevada incidencia y prevalencia a nivel

mundial. En Cuba el niumero de enfermos ha crecido notablemente manteniéndose



entre las primeras diez causas de muerte por enfermedades no trasmisibles desde
1970 . Actualmente muestra una tasa de defunciones de 19,6 por cada 100 000
habitantes (reportes del Anuario estadistico del MINSAP 2012) @,

La DM es la condicién patolégica que con mayor frecuencia complica el embarazo,
con influencia en el futuro de la mujer y de su hijo. El 0,3 % de las mujeres en
edad fértil son diabéticas. Entre el 0,2 y el 0,3 % de todos los embarazos se conoce
que la mujer ha tenido diabetes previa a la gestaciéon, y la diabetes mellitus
gestacional (DMG) complica entre el 1 y 14 % de los embarazos. En Cuba esto
adquiere gran importancia, pues la tasa de prevalencia de DM por 1000 habitantes
en mujeres en edad fértil es elevada, 4,7 entre 15y 19 afios, 13,5 entre 20 y 24,
46,1 entre 25 y 59 afios ®39,

En la DM preconcepcional (DMP) la falla en la producciéon de insulina hace que el
"ambiente diabético” comience a actuar desde el periodo embrionario. Esto produce
efectos nefastos sobre el producto de la concepcidén, por lo que el embarazo en
estas condiciones es considerado de mayor riesgo ©®.

Al igual que en humanos, la diabetes materna afecta el desarrollo de los fetos en
ratas de experimentacion, lo cual se traduce en aumento del numero de
reabsorciones, disminucion del nimero de crias por camada, disminucién del peso
de las crias y retraso en el crecimiento ©©.

El desarrollo fetal se caracteriza por patrones secuenciales de crecimiento,
maduracion organica y tisular determinado por el medio materno, la funcion
Uteroplacentaria y el potencial de crecimiento genético inherente al feto. Cuando
las circunstancias son Optimas ninguno de estos factores tienen un efecto limitante
sobre la velocidad del crecimiento y desarrollo fetal. De esta manera el feto sano
debe alcanzar la maduracién funcional y el crecimiento soméatico completo. Desde
el punto de vista obstétrico el crecimiento intrauterino es el signo mas evidente e
importante de bienestar fetal, un fallo en alguno de sus determinantes provoca el
nacimiento de un nifio bajo peso .

En la DMP existe una mayor incidencia de abortos espontaneos y mortalidad
perinatal y en los casos mas severos se presenta crecimiento intrauterino
restringido (CIUR) o nifios microsémicos. El porcentaje de CIUR se eleva hasta un
20% vy puede estar causado por malformaciones congénitas (MFC) o]
engrosamiento de vasos en la regién pélvica materna que debilita los flujos
sanguineos uterino y placentario .

En la diabetes se producen cambios en indicadores bioquimicos que evidencian una
situacion de estrés oxidativo (EOx).Existe una menor capacidad antioxidante total
del plasma, se incrementa la susceptibilidad de las lipoproteinas de baja densidad

(LDL) a la oxidacién y se dafia el material genético ©89,



La gestacion es un estado caracterizado por un incremento, estrictamente regulado,
de los procesos oxidativos en la madre y en el producto de la concepcion,
determinado por un aumento en el consumo de O,, y por la utilizacion de algunas
especies reactivas en varios procesos celulares importantes para el desarrollo
materno-fetal ®. En el tercer trimestre se produce un incremento de los lipidos
circulantes, mas significativo en las embarazadas diabéticas, por lo que hay mayor
aporte de sustratos para las reacciones de peroxidacion lipidica. La disminuciéon en
las concentraciones plasmaticas de vitaminas antioxidantes que pueden ocurrir a lo
largo de la gestaciéon, podria favorecer la formacién de productos derivados de
reacciones de peroxidacion lipidica y tener importantes consecuencias, no sélo para
las estructuras maternas, como el endotelio y la placenta, sino también para el feto
(6,9,11)'

Es importante considerar que tanto la diabetes como la gestacién pueden producir
EOx. La unibn de estas situaciones de adaptaciobn metabdlicas pudieran estar
relacionadas con algunas de las complicaciones que aparecen durante la gestacion
en las mujeres con DMP, que pudiera evitarse con tratamientos antioxidantes en
periodos tempranos de la gestacion 2319,

La administracion materna de vitaminas E es capaz de llegar al feto en cantidades
importantes y restaurar el dafio producido por la peroxidacion lipidica inducida por
la DM, incidiendo positivamente en el desarrollo fetal ©0,

Las complicaciones en la gestacion diabética es un problema al que el sistema de
salud en Cuba presta atencién por sus consecuencias sobre la salud fetal y de la
madre. Teniendo en cuenta lo antes expuesto acerca de la DM pregestacional y su
repercusion sobre el desarrollo y crecimiento fetal y las ventajas que tienen los
modelos experimentales en roedores, al permitir un estudio minucioso de esta
entidad, ©%31% |os autores se propusieron realizar un estudio morfométrico para
identificar las modificaciones del peso, talla, diametros craneanos y morfometria
facial en fetos de ratas diabéticas, tratadas o no con vitamina E, con respecto a un

grupo control.

MATERIALES Y METODOS

Se desarrollé6 un modelo de DM con niveles de hiperglucemia aguda en 21 ratas
Wistar hembras fértiles y virgenes, con peso de 180 a 200g, por inyeccion
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) 40 mg/kg en 200uL de buffer citrato 0.1M
pH 4,5. A los 5 dias, se diagnosticé la diabetes por niveles de glicemia superiores a
200mg/dL mediante glucémetro Bayer y en sangre extraida de la cola. Las ratas
fueron apareadas con machos sanos de la misma cepa y se diagnosticé la gestacion

por la presencia de espermatozoides en el lavado vaginal. Se formaron



aleatoriamente dos grupos: Uno que recibié Vitamina E (acetato de &-tocoferol)
150mg/kg/dia en 1ml de NaCl 0,9%, y otro que recibié diariamente el vehiculo
(1ml de NaCl 0,9%). Los preparados se administraron por sonda esofagica y se
determiné la glicemia los dias 0,7, 14 y 20 de la gestaciéon. Las 5 ratas restantes a
las que no se les administré tratamiento alguno constituyeron el grupo control.

Los animales se mantuvieron con ciclos constantes de 12 horas luz/oscuridad,
temperatura de 21-23°C, ventilacibn continua, libre acceso a agua corriente y
alimentaciéon con pienso granulado a libre demanda. El dia 20 de la gestaciéon se
practicé eutanasia por desangrado bajo anestesia (tiopental sédico 50-60mg/kg y
puncién de la vena cava inferior) .

Todos los fetos extraidos de los tres grupos de ratas, exceptuando los fallecidos,
fueron sometidos a estudios morfométricos. Para las variables de morfometria facial
se eligieron aleatoriamente los fetos segun correspondia.

Las variables morfométricas analizadas en todos los fetos fueron las siguientes:
Peso: Fue tomado en una balanza digital marca YAMATO con sensibilidad de
0,01gramos (g), unidad en que se expresan los resultados.

Talla total: Se midi6é colocando al animal extendido sobre un papel milimetrado,
los puntos de referencia para la medicion fueron el hocico y el extremo distal de la
cola. Los resultados se expresaron en milimetros (mm)

Diametro craneano anteroposterior (DAP): Se midié colocando el pie de Rey
desde la cresta supranasal hasta el borde superior del agujero occipital, se expreso
en mm.

Diametro craneano biparietal (DBP): Se determind colocando el pie de Rey
sobre un plano imaginario y paralelo al borde superior de las orejas. Los resultados
se expresaron en mm.

Variables de morfometria facial:

Vista frontal: DGO (Distancia entre los globos oculares). Se determiné colocando
el pie de Rey desde el angulo externo del ojo izquierdo al angulo externo del ojo
derecho, los resultados se expresaron en mm. Se realiz6 en todos los fetos
estudiados.

Vista lateral: DPP (Distancia poro nasal — pabellén auricular). Se midié colocando
el pie de Rey desde el poro nasal hasta el borde superior de las orejas, los
resultados se expresaron en mm. Fue realizada en todos los fetos estudiados.

Para el andlisis de las siguientes variables de la morfometria facial se eligieron
aleatoriamente 2 fetos normales y 2 malformados por camada.

-Vista frontal: DPN (Distancia entre los poros nasales), LMI (Longitud
del maxilar izquierdo), LMD (Longitud del maxilar derecho), Ltc (Longitud

transversal de la cara) y Lcc (Longitud craneo-caudal de la cara).



-Vista lateral: DPCP: Distancia entre el punto cefalico superior -
pabellén auricular (derecho e izquierdo), LAP max (Longitud antero-posterior del
maxilar), LAP mand (Longitud antero-posterior de la mandibula).

Para el estudio de estas variables se tomaron fotos de las vistas frontales y
laterales de la cara de los fetos. Las medidas fueron realizadas con el programa
Imagen J, empleando la herramienta «medicién» que permite calcular en pixeles la
distancia entre 2 puntos cualesquiera de una imagen. La figura 1 muestra las
variables cuantitativas consideradas en la vista frontal y lateral de los fetos.

Figura 1: Vistas frontal y lateral derecha de un feto control.

Vista frontal Vista lateral
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El procesamiento estadistico se realizd con el programa Statistica version 8 y el

Microstat. Para el andlisis de las variables en escalas de intervalo o superior, se
calcularon medias y desviaciones estandares. La comparacion de las medias entre
los grupos se realiz6 empleando el test Kruskal-Wallis (para tres grupos) y la
prueba U de Mann-Withney (para dos grupos). Se consider6 un nivel de
significacion cuando los valores de probabilidad (p) fueron menores a 0,05.
RESULTADOS

Se estudiaron en total 26 ratas de las que se obtuvieron 269 fetos (Tabla 1). Las
camadas de fetos nacidos vivos de ratas diabéticas contenian como promedio 9.42
fetos, valor inferior al del grupo control.

Cuando se analiz6 el promedio de crias vivas en ambos grupos de ratas diabéticas
se encontré que el promedio de fetos de las ratas diabéticas tratadas con vitamina
E se acerca a los valores del grupo control y fue superior al del grupo de fetos no
tratados, aunque estos valores no tuvieron significacion estadistica.

Tabla 1: Distribucion por grupo de las ratas y fetos estudiados.

Grupos Diabéticas con Diabéticas con Control Total
P Vitamina E Vehiculo
# RATAS 13 8 5 26
Total de fetos por 136 77 56 269
grupos




Promedio de fetos 10,46 9.63 11,2

por ratas

T_otal de fetos 129 69 53 251
Vivos por grupos

Promedio de fetos 9.92 * 8.63 10.6

Vvivos por ratas 9.42

* Prueba U Mann-Whitney para muestras independientes no hay diferencias significativas al
comparar los grupos diabéticos (U = 47.0, p = 0.750101).

En la Tabla 2 se muestran las variables morfométricas de los fetos estudiados en

cada grupo.

Tabla 2: Analisis de variables morfométricas en los diferentes grupos de

fetos.
Variables Diabéticas con Diabéticas con Control
morfométricas Vitamina E Vehiculo
(n =129) (n =69) (n =53)
a 3,347 @ +
Peso 3,267 *+ 0,550 0.662 3,679 =+ 0,653
Talla 49.00 ®+ 3.715/49.058 =+ 4.081 |51.179 =+ 4.489
Diametro antero 12,801 2 + 12,7832 =+
posterior del craneo 1,377 0,945 11,670 = 1,695
Diametro biparietal g o6, 4 g911l9.246 * + 0662|8757 + 1 .012
del craneo

Se presentan los valores como la media = desviacion estandar. El peso en gramos y demas
medidas en milimetros.

Todas las variables resultaron significativas p < 0.05 (test no paramétrico Kruskal-Wallis)

& Diferencia significativa p < 0.05 al comparar con el control (test no paramétrico U Mann-

Whitney)

Las medias aritméticas de estas variables mostraron diferencias estadisticamente
significativas con el test no paramétrico Kruskal-Wallis. Al evaluar las variables
mediante la Prueba de U Mann — Whitney se muestra una relacidon significativa
desde el punto de vista estadistico en el peso, talla y diametro antero posterior
entre los grupos diabéticos con vitamina E y control. En los grupos diabéticos con
vehiculo con respecto al control las diferencias significativas se encontraron en
peso, diametro antero posterior y diametro biparietal.

Al realizar este mismo andlisis estadistico entre los grupos diabéticos con vitamina
E y no tratados no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

En las tablas 3 y 4 se muestra un resumen del andlisis morfométrico facial de las
variables cuantitativas.

Tabla 3: Analisis morfométrico de la vista frontal de la cara de los fetos

segun grupos.

Diabéticas con Diabéticas con control
vitamina E vehiculo

VISTA FRONTAL ") n) n)




b
Distancia entre los 7,702 + 0,913 8,072 " + 7,236+
0,571 1,090
globos oculares (129) (69) (53)
Distancia entre los 1,500 + 1,594 =+ 1,752 =+
oros nasales 0,271 0,361 0,333
P (29) (14) (6)
. 3,560 =+
Longitud 3,475 == 0,313 0678 3,490 + 0,441
maxilar izq (29) (’14) (6)
Longitud 3,382 = 0,378 3’%8273 + 3,390 + 0,466
maxilar derecho (29) (’14) (6)
b
Longitud transversal |9,643 =+ 0,687 9,452 ° * 10,056 =+
de la cara (29) 0,690 0,377
14) (6)
b a
Longitud craneo- 10,128 ° += 0,914 10,196 ~ = 11,362 "+
0,905 0,556
caudal de la cara (29) (14) (6)

Se presentan los valores como la media * desviacién estandar y las medidas en milimetros.
& Diferencia significativa p menor 0.05 (test no paramétrico Kurskal-Wallis)

b Diferencia significativa p < 0.05 al comparar con el control (test no paramétrico U Mann-
Whitney)

Tabla 4: Analisis morfométrico de vista lateral de la cara de los fetos

segln grupos.

Diabéticas con Diabéticas control
\/ISTA LATERAL Vitamina E con Vehiculo
(n) (n) (n)
Distancia poro nasal — 12,401 +1.078 12,449 =+ 12,075 =
pabellon auricular (129) 0,832 1,313
Derecho (69) (53)
Distancia poro nasal — 12,401 = 1,078 12,449 + 12,075 =
abellon al?.lricular 1z (129) 0,832 1,313
P 9 (69) (53)
Distancia entre el punto 5,528 + 0,676 |5,709 = 0,798]5,867 + 0,691
cefalico sup- pabellén (29) (14) (6)
auricular.
Longitud antero-posterior 4,352 *+= 0,558 |4,542 = 0,741]4,397 + 0,331
del maxilar. (29) (14) (6)
Longitud antero-posterior 2,464 + 0,558 2,819 + 0,401]2,750 + 0,346
mandibular. (29) (14) (6)

Se presentan los valores como la media * desviacién estandar y las medidas en milimetros.
Ninguna magnitud resulté estadisticamente significativa al comparar entre grupos.

Al realizar el estudio morfométrico, se observd que las medias aritméticas de la
vista frontal (Tabla 3) en las variables distancia entre los poros nasales, longitud
transversal de la cara y longitud craneo-caudal de la cara estuvieron aumentadas
en el grupo control. La distancia entre los globos oculares y longitud de los

procesos maxilares, tanto izquierdo como derecho fueron mayores en los fetos



diabéticos con vehiculo. Sin embargo sélo se encontraron diferencias significativas
(test de Kruskal-Wallis) en la longitud craneo-caudal de la cara entre los grupos,
que fue mayor en los fetos controles con respecto a los diabéticos tratados con
vitamina E y los no tratados.

Al evaluar las variables de la morfometria facial con el test U Mann-Whitney (Tabla
3), se muestra una diferencia significativa desde el punto de vista estadistico en
las variables distancia entre los globos oculares, longitud transversal y longitud
craneo-caudal de la cara entre los fetos diabéticos con vehiculo y el grupo control.
También se observan diferencias en la distancia entre los globos oculares vy
longitud craneo-caudal de la cara entre los fetos diabéticos con Vitamina E con
respecto al control. Al comparar los grupos diabéticos con vitamina E y no tratados
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Este andlisis revel6 un incremento de la distancia entre los globos oculares
(p<0,05) en los fetos diabéticos tratados con vitamina E y no tratados con respecto
a los controles.

Los resultados obtenidos muestran que los fetos diabéticos, tuvieron una
disminucién significativa en la longitud transversal y craneo-caudal de la cara con
respecto a los fetos controles.

En la vista lateral (Tabla 4) se identific6 aumento de las medias aritméticas en las
variables distancia poro nasal-pabellon auricular derecho e izquierdo, longitud
antero-posterior del maxilar y longitud antero-posterior mandibular en el grupo
diabético con vehiculo, con respecto a los otros grupos. Lo mismo ocurrié con la
distancia entre el punto cefalico sup-pabelléon auricular en el grupo control. Ninguna
de estas diferencias fue estadisticamente significativa (test Kruskal-Wallis y U

Mann-Whitney).

DISCUSION

Los resultados muestran un valor inferior de fetos vivos procedentes de ratas
diabéticas con respecto al del grupo control. Resultados similares se han obtenido
en otros estudios de embriopatia diabética inducida en ratas con STZ, como los de
A Kiss y colaboradores, que hallaron un nimero mas bajo de fetos vivos y mayor
proporcion de pérdidas embrio-fetales, lo que puede ser explicable por el entorno
intrauterino de hiperglicemia severa. Otros investigadores como S Clapés y AC
Polanco y colaboradores también han sefialado el negativo efecto de la diabetes en
fetos humanos y de ratas ©¢ 9,

Diferentes investigadores han relacionado el efecto antioxidante y protector de la
vitamina E durante el embarazo en ratas diabéticas, lo que pudiera estar

relacionado con el mayor nimero de fetos que se obtuvieron en las ratas que



recibieron este antioxidante, aunque en este estudio no se pueden establecerse
conclusiones por lo reducido de la muestra 39,

Los resultados obtenidos en el estudio de las variables morfométricas muestran
que los fetos diabéticos independientemente de su tratamiento, tuvieron un menor
peso y talla que los fetos del grupo control, lo que corrobora el retardo del
crecimiento como una caracteristica de la descendencia de ratas diabéticas, segun
ha sido expuesto y comprobado por diferentes autores. @ 51®_ En el estudio de A
Kiss y colaboradores, referido anteriormente, se encontr6 un 87% de fetos con
restriccidon del crecimiento intrauterino en las ratas madres diabéticas con respecto
al 24% en los fetos de madres no diabéticas ®©.

Aunque en diferentes estudios con la administracion de suplementos vitaminicos C
y E, se ha mostrado un aumento del peso fetal, en este estudio las variables
morfométricas estudiadas no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos diabéticos con Vitamina E y no tratados.

Con respecto al aumento significativo de los didmetros antero posterior y biparietal
en los fetos diabéticos con respecto a los controles, no se hallaron antecedentes de
estudios similares en fetos de madres diabéticas.

No encontrar diferencias significativas en el promedio de fetos vivos y en las
variables morfométricas estudiadas en los fetos provenientes de ratas diabéticas
tratadas con vitamina E, podria tener diferentes explicaciones como son: el
pequefio tamafio muestral, y la utilizaciéon de un linaje de ratas Wistar criollas; a
diferencia de otros investigadores que utilizando linajes de ratas Wistar inglesas
para inducir la embriopatia diabética obtuvieron resultados favorables con el uso de
la vitamina E (3417

Se ha comprobado que en dependencia del linaje empleado, asi de severa puede
ser la diabetes en su descendencia, notandose diferencias entre los diferentes
linajes de ratas. Eriksson en el 2010, demostré que los linajes de ratas cruzadas
entre las lineas Wistar y Sprague-Dawley, al enfermar de diabetes presentaron
menor crecimiento y mayores patrones de dismorfismo genético con respecto a los
linajes puros. ®Esto confirma la repercusién del genoma materno en el
crecimiento y desarrollo fetal.

Se reconoce el efecto de las elevadas concentraciones de glucosa en ratas
diabéticas como inductor de malformaciones craneofaciales en animales de
laboratorio, ya que actiua como agente teratdgeno que alteran la migracion y
distribucion de las células de las crestas neurales en los primordios craneofaciales,

lo que podria repercutir en la morfometria facial. % 1929,

Aunque no se han
encontrado referencias en la literatura al respecto, esto explicaria las diferencias

estadisticamente significativas encontradas en la distancia entre los globos



oculares, longitud transversal y craneo-caudal de la cara entre los grupos de fetos
de madres diabéticas y del grupo control.

Las variables morfométricas faciales estudiadas no mostraron modificaciones
significativas en el grupo tratado con vitamina E, a pesar del efecto beneficioso
reportado en diferentes investigaciones con respecto a otras variables

morfométricas fetales. & 6 19

CONCLUSIONES

Se concluye que en los fetos de ratas diabéticas independientemente del
tratamiento se produjo una disminucién del crecimiento, que se tradujo en una
disminucién de los valores de la talla y peso. Se encontré un aumento de los
diametros antero posterior y biparietal en los fetos diabéticos con respecto a los
controles. Se identificaron diferencias en las variables de morfometria facial con
respecto a los fetos controles que se expresa por un incremento de la distancia
entre los globos oculares y disminucién en la longitud transversal y craneo-caudal

de la cara.
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