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RESUMEN

La diabetes mellitas (DM) es un sindrome caracterizado por hiperglicemia asociado a alteraciones del
metabolismo graso y proteico. Estudios han demostrado la presencia de productos derivados de la
peroxidacion lipidica en la sangre y tejidos de pacientes diabéticos. El objetivo de este estudio fue
correlacionar la concentracion de glucosa con el higado graso (HG) y el estrés oxidativo (EO) hepatico en
ratones hembras NMRI con Diabetes Mellitus experimental inducido por streptozotocina (STZ). El estudio
histopatolégico y la concentracion de triglicéridos (TG) se utilizaron como indicadores de HG y la de
malondialdehido (MDA) y dienos conjugados (DC) como indicadores del EO. Los resultados se expresaron
como X + ES en mg de glucosa (GL) %, mg de TG/mg de proteinas totales (PT), nmoles de MDA /mg de PT
y moles de DC /mg de PT y se analizaron estadisticamente por las pruebas ANOVA, comparaciones
multiples (DMS) y correlacion de Pearson (P< 0,05). El valor basal de GL (0 dia) fue de 179,23 £ 1,217, a los
15 dias: 316,65 + 1,47 a los 30 dias: 362,68 + 40,76 (p<0,005). Los TG a los 0 Dias: 0,823 + 0,06, a los 15
dias: 1,12 £ 0,15, a los 30 dias: 1,69 £ 0,11 (P<0,001). La concentracion de MDA control: 6,21 + 0,33, a los
15 dias de 17,30 £ 0,95 (p<0,005) a los 30 dias de 7,31 +0,10. Los DC (valor basal) fue 70,43 x 10 -5+ 11,44
y a los 30 dias 75,69 x 10 -5 + 1,74 (P<0,05). En base a los resultados se puede concluir que la STZ
provoca en ratones hembras un estado de hiperglicemia, altamente significativo a los 30 dias. Asimismo,
los niveles de glucosa se relacionan con aumento de niveles de triglicéridos hepaticos, lo que esta
asociado con el desarrollo de EO.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a syndrome characterized by hyperglycemia associated with disorders of fat and
protein metabolism. Studies have shown the presence of products derived from the lipidic peroxidation in
blood and tissues of diabetic patients. The objective of this study was to correlate the concentration of
glucose, fatty liver (HG) and liver oxidative stress (EO) in female mice NMRI with experimental Diabetes
Mellitus induced by streptozotocina (STZ). The study histopathological and the triglycerides concentration
(TG) were used as indicators of HG and the malondialdehyde (MDA) and conjugates Dienes (DC) as
indicators of the EO. The results were expressed as X + ES. mg glucose (GL) %, mg TG/mg total protein
(PT), nmol of MDA/mg PT and moles of DC and were statistically analyzed by ANOVA testing, multiple
comparisons (DMS) and correlation of Pearson (P<0. 05). The basal value of GL (0 day) was 179,23 +
1,217, after 15 days: 316,65 + 1.47 to 30 days: 362,68 + 40,76 (p < 0,005). The TG 0 days: 0,823 + 0.06, to
15 days: 1.12 £ 0.15, to 30 days: 1.69 £ 0.11 (p < 0.001). MDA concentration control: 6.21 + 0.33, to 15 days
of 17,30 + 0.95 (P < 0.005) to 30 days of 7.31 £0, 10. The DC (basal value) was 70,43 x 10- 5 + 11.44 and 30
days 75,69 x 10- 5 + 1.74 (P < 0,05). We conclude that the STZ causes a State of hyperglycemia, highly
significant to the 30 days in female mice. In addition, glucose levels are associated with increased liver
triglyceride levels, which is associated with the development of EO.
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INTRODUCCION

La diabetes es definida como un trastorno
metabolico caracterizado por el aumento de los niveles
de glucosa, ocasionada por una menor disponibilidad
de la insulina, debido a la resistencia periférica de
esta hormona, a una disfuncion secretora de las
mismas o ambas alteraciones. Es considerada como
un trastorno créonico por su larga evolucion [1,2].

Uno de los papeles mas importantes de la insulina
es promover el almacenamiento de energia a través
del glucégeno en los hepatocitos y en el musculo
esquelético luego de haber ingerido alimentos.
Adicionalmente, esta hormona estimula a los
hepatocitos para que sinteticen triglicéridos y al tejido
adiposo para que los almacene e inhibe la lipdlisis,
protedlisis y glicolisis. En pacientes con diabetes no
controlada existe una rapida movilizacién de
triglicéridos lo cual incrementa los niveles de acidos
grasos libres sanguineos que son tomados por varios
tejidos incluyendo el higado y metabolizados para
proveer energia [3,4].

Normalmente, los triglicéridos plasmaticos son
sustratos de la lipoproteina lipasa (LPL), una enzima
presente en la superficie de las células endoteliales
de los vasos sanguineos que permite que los acidos
grasos sean tomados de los triglicéridos circulantes
para ser almacenados en los adipocitos. La actividad
de la LPL requiere insulina y cuando ésta no esta
presente se genera una hipertrigliceridemia. Lettéron
y col, reportaron que el higado graso desencadena por
lo general, un proceso de peroxidacion lipidica
(deterioro oxidativo de los lipidos poli-insaturados de
las membranas celulares), que puede causar la muerte
celular. Asimismo[5], Lee y col., sefalaron que los
desordenes del metabolismo de los lipidos y
carbohidratos en la Diabetes Mellitus cursa con
formacion de radicales libres (RL) e inflamacion de
los hepatocitos[6].

Los RL inducen peroxidacion lipidica, proceso en
el cual los acidos grasos insaturados reaccionan en
cadena con el O, molecular y se forman hidroperoxidos,
que son degradados a una variedad de productos como
DC, alcanos y otros, que pueden ser cuantificados por
varios métodos. Otro procedimiento utilizado para
cuantificar el grado de lipoperoxidacion en los tejidos
y fluidos organicos es la determinacion del MDA
acoplado a acido tiobarbiturico [11, 12,13]

Estudios experimentales han reportado
concentraciones altas de sustancias reactivas al acido
tiobarbitlrico (TBA) y triglicéridos (TG) en plasma de
ratas con diabetes experimental [7,8], otros autores
han demostrado la presencia de productos derivados
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de la peroxidaion lipidica en sangre y tejidos de
pacientes diabéticos[9,10].

Se han empleado animales de laboratorio para
estudiar la induccion de la Diabetes Mellitus experi-
mental y sus efectos metabodlicos [14], utilizando
variedad de agentes, entre éstos destaca el alloxano,
el cual presenta un efecto toxico e inmediato sobre
las células beta de los islotes de Langerhans del
pancreas[15]. También se ha usado la Streptozotocina
(STZ), antibiotico de amplio espectro que presenta
propiedades antitumorales, oncogénicas vy
diabetogénicas 16 y cuya accion se ha demostrado que
es similar a la estudiada con el alloxano [17].

El objetivo de este estudio fue correlacionar los
niveles de glucosa con el HG, determinado
histologicamente y por la concentracion de los
triglicéridos con el desarrollo de estrés oxidativo
hepatico, cuantificado por la concentracion de MDA y
Dienos Conjugados en la Diabetes Mellitus experimen-
tal inducida por STZ.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizo en la Unidad de Investigacion
en Ciencias Funcionales "Dr. Haity Moussatché" del
Decanato de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Centroccidental Lisandro Alvarado (UCLA). Se
desarrollo una investigacion pura de tipo experimen-
tal de campo, donde se empled un disefo longitudinal
de evolucion de grupo.

Se utilizaron 18 ratones hembras de la cepa NMRI
no consanguineos (Nacional Medicine Research Insti-
tute) provenientes del Bioterio Central de la UCLA y
fueron mantenidas bajo condiciones estandarizadas
de luz, agua y alimentacion (ratarina). Los animales
fueron divididos en tres grupos: (0, 15 dias y 30 dias)
en base a el tiempo post induccion de diabetes por
estreptozotocina (STZ).

A todos los animales el dia 0, sin someterlos a ayuno
se les extrajo una muestra de sangre mediante puncion
de la vena coccigea media, la cual fue recolectada en
tubos Eppendorf con NaF, luego se centrifugd a 3500
rpm por 20 min., a 15 °C en una Centrifuga Eppendorf
5402 (Westburry, NY, USA). En el plasma se determind
el nivel de glucosa por el método enzimatico de Trinder
(1969) mediante kit Qualitest. Ademas, este mismo
dia y luego cada 15 dias, se realizd la medicion en
orina de pH, glucosa y cuerpos cetonicos, mediante
cintas reactivas Combur test (Boehringer Mannheim
S.A) y se les midio la cantidad de alimento consumido.
Luego se les administré una inyeccion i.p. diaria de
Streptozotocina (STZ) de acuerdo a Like y Rosssini
[18], en buffer citrato de sodio 0,05 M pH 4,5 (40
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mg/Kg de peso corporal) por 5 dias.

A partir del dia cero y luego cada 15 dias segun el
grupo, se sacrificaron los animales, bajo ligera
eterizacion, se les diseco el higado, el cual fue pesado
en una balanza analitica Sauter (Alemania), se registro
su aspecto macroscopico y se separd una muestra para
posterior analisis histopatoldgico. Otra muestra fue
utilizada para obtener el homogenizado del tejido, para
lo cual fue colocada en buffer Tris-Sacarosa 250 mM
pH 7,2 a 4 °C y después de ser pesada, se diluyo 3
veces su peso en el buffer y se homogenizd en un
Potter. El homogenizado fue mantenido en hielo y en
el sobrenadante se determiné la concentracion de: MDA
por el Test para sustancias reaccionantes con el acido
2-tio barbitlrico (TBARS), DC mediante el método
descrito por Camejo (1993), utilizando para la
extraccion isopropanol, los triglicéridos mediante kit
comercial Qualitest basado en la técnica enzimatica
de Trinder (1973) con un estandar de 200 mg / dl de
Trioleina y las proteinas totales mediante el kit Bio
Rad (Richmond, CA, USA) basado en el método de
Bradford (1976). Se utilizd como estandard una
solucion madre de 1,41 mg / ml de albimina sérica
bovina. Una muestra de higado de cada uno de los
animales fue fijada en Formol al 10% y enviadas al
Laboratorio de Patologia del Decanato de Ciencias
Veterinarias de la UCLA, para su estudio
histopatoldgico, mediante tincion con Hematoxilina-
Eosina.

Los resultados fueron analizados por el paquete
estadistico SPSS, version 10.0 para Windows,
mediante las pruebas ANOVA, se realizé6 comparaciones
multiples (DMS) y Correlacion de Pearson (P< 0.05).

RESULTADOS

Los resultados de este estudio muestra que el valor
control de glucosa plasmatica obtenido fue de 179,23
+ 1,217 mg %, medido antes de iniciar el tratamiento,
a los 15 dias post-induccion de la Diabetes Mellitus
con STZ estos niveles aumentaron (316,65 + 1,47), lo
que se acentuo a los 30 dias (362,68 + 40,76). El analisis
estadistico revel6 una diferencia significativa (P<0,05)
entre los valores de glucosa plasmatica obtenidos a
los 15 y 30 dias con respecto al valor basal (Figura 1).

El analisis de orina de los animales, medidos el
dia cero y luego cada 15 dias, reveld que a los 15 dias
luego de la induccion de Diabetes Mellitus, los niveles
de glucosa pasaron de 0 a 50 mg/dl, aparecieron
cuerpos cetonicos (+) y se acidifico la orina (paso de 6
a 5). Estos valores se mantuvieron hasta los 30 dias
post- tratamiento (Tabla 1).

En el homogenizado del higado de los animales en

estudio, se obtuvo que a los 15 dias post-induccion de
la Diabetes Mellitus, el nivel de MDA se incrementd
(17,30 + 0,95) de manera estadisticamente
significativa (P<0,05) al compararlo con el obtenido
antes de iniciar el tratamiento (6,21 + 0,33). A los 30
dias, estos niveles bajaron pero siguen siendo mas
altos que el nivel basal (Figura 3). En la figura 4 puede
observarse como los niveles de DC aumentan a los 30
dias post induccion (75,69 x 10 + 1,74) al compararlos
con los valores obtenidos antes de iniciar el
tratamiento (valor basal) 70,43 x 105 + 11,44 y a los
30 dias (P<0,05).

La determinacion de lipidos totales expresados en
mg de TG/mg de PT en el homogenizado de higado
revela que a los 15 dias hay un aumento de estos
niveles (1,12 + 0,15) al compararlos con los valores
obtenidos al inicio del estudio (0,83 + 0,06), dicho
aumento se hace mas acentuado, a los 30 dias post-
induccion (1, 69 + 0,11), estadisticamente significativo
con un P< 0.01 (Figura 2).

Se obtuvo una correlacion directa (r=0,41; P<0,05)
estadisticamente significativa entre los niveles
plasmatico de glucosa y la concentracion de triglicéridos
hepaticos, los cuales se correlacionaron en forma
directa y muy significativamente (r= 0,72; 0,001) con
la concentracion de DC hepaticos los cuales a su vez
presentaron una relacion directa muy significativa
(r=0,50; P<0,01) con los niveles de MDA en el higado.
(Tabla 2).

Las pruebas histopatoldgicas revelan
macroscopicamente los cambios de coloracion del
higado a los 15 y 30 dias luego de la inyeccion con STZ
al compararlos con los obtenidos de animales sin
tratamiento. En la fotografia "a" se puede apreciar
las caracteristicas tipicas de un higado normal sin
cambios macroscopicos, mientras que en la fotografia
"c" se puede observar ligeros cambios de coloracion
en la superficie del higado procedente de un animal
con 15 dias post-induccion de Diabetes Mellitus, este
cambio de coloracion es mucho mas evidente a los 30
dias post-induccion, donde se puede detallar cambios
de coloracion amarillentos en la superficie indicativos
de cambios grasos donde se observa un higado
totalmente graso (fotografia e).

Microscopicamente se observd en tejido hepatico
de ratones sin el tratamiento con STZ células
histolégicamente dentro de lo normal, los hepatocitos
se observan sin alteracion, el parénquima hepatico
con uniformidad (Fotografia b).

En la imagen de la fotografia "d" se puede observar
alteraciones del patron normal del tejido hepatico, en
muestras provenientes de animales con 15 dias de
tratamiento con la STZ, donde se evidencian
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hepatocitos tumefactos con membrana citoplasmatica
bien definida y citoplasma palido y granuloso. En la
muestra tomada de higado de ratones con 30 dias
luego del tratamiento con la STZ se puede observar
metamorfosis grasa hepatica severa, en algunas zo-
nas se presenta ruptura de los hepatocitos vacuolizados
con coalescencia, formando microquistes lipidicos, por
lo que se reporta como higado graso, debido a la
infiltracion de estos lipidos (Fotografia e).

DISCUSION

La actividad especial que tiene la insulina sobre el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas se
pone claramente de manifiesto en el analisis de las
consecuencias de su deficiencia en humanos. El
objetivo de este estudio fue determinar la correlacion
de los niveles de glucosa con el HG y el estrés
oxidativo, midiendo la concentracion de los
triglicéridos y la concentracion de MDA y Dienos
Conjugados en la Diabetes Mellitus experimental.

En esta investigacion se evidenci6 un aumento de
los niveles de glucosa sanguinea en ratones hembras
adultas de la cepa NMRI, al ser tratados con el
antibiotico citotoxico Streptozotocina (Figura 1),
ademas, los datos obtenidos del analisis de la orina,
revelaron presencia de glucosa y un pH menor que el
normal, asi como también, la presencia de cuerpos
cetonicos, hasta los 30 dias post-induccion (Tabla 1),
lo que sugiere un efecto diabetogénico causado por
este compuesto (Figura 1). Este resultado esta de
acuerdo con Evans y col.[16], y Kawada y Yakugadu
[19]1, quienes senalan que la STZ genera en los animales
de laboratorio un efecto diabetogénico. Hugues y col
[20], afirman que la administracion de dosis altas de
STZ en animales de laboratorio causa la muerte de las
células B de los islotes de Langerhans del pancreas en
24 horas y su administracion en dosis baja permite
realizar el estudio citotdxico de este compuesto. El
efecto antilipolitico y lipogénetico de la insulina
desaparecen en su ausencia, por lo que aumentan en
sangre los niveles de acidos grasos libres y se facilita
su captacion y oxidacion por el higado.

En el higado, una porcion de los acidos grasos es
oxidada para proveer a este drgano de la energia
necesaria para su metabolismo, sin embargo, la mayor
parte de ellos son rapidamente esterificados
principalmente a triacilglicéridos [21]. En pacientes
diabéticos se desarrollan desordenes del metabolismo
de los lipidos y carbohidratos lo que induce formacion
RL e inflamacion de las células 6, en base a estos
antecedentes nos planteamos determinar los niveles
de TG hepaticos en animales con diabetes experimen-
tal. Este estudio revela un significativo aumento de
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los triglicéridos hepaticos a los 15 y 30 dias
postinduccion (Figura 2) lo que nos indica la presencia
de hepatoesteatosis en analisis provenientes de
animales del grupo experimental. Los resultados
histopatoldgicos sefialaron una alteracion del patréon
normal del tejido hepatico, tanto macroscopica como
microscopicamente (fotografias c, d, e y f) que
confirmaron la existencia de Higado Graso, esto podria
relacionarse con lo reportados por otros investigadores
que acotan que la hepatoesteatosis es una
consecuencia de la diabetes mellitus 1, debido al gran
aflujo de acidos graso libres desde los depositos grasos
hacia el higado y otros tejidos por la perdida de la
accion inhibidora de la insulina sobre la lipasa
lipoproteica [1,10].

Se ha relacionado a la hiperglicemia cronica que
caracteriza a la diabetes mellitus, con el Estrés
oxidativo debido a que ante un exceso de glucosa
circulante se activan varias vias metabdlicas que
conducen a la generacion de otros metabolitos entre
los cuales se encuentran RL de oxigeno [22]. Lopezy
col. [23], reportan que los ROS estarian involucrados
en la hepatoesteatosis inducida por etionina en
ratones hembras adultas. Prech y col., observan un
incremento en la concentracion plasmatica de
sustancias reactivas al acido tiobarbitUrico en animales
tratados con STZ [24] . De igual manera, se encontro
en este estudio, aumento de la concentracion de MDA
y DC a los 15 y 30 dias post-induccion, lo que indica
que las formas reactivas del oxigeno estan
involucradas en la infiltracion grasa a nivel del higado
que se produce como consecuencia de la Diabetes
Mellitus inducida por STZ (Figuras 2), lo que esta de
acuerdo con lo reportado por Kakkar y col.[25], quienes
afirman que concentraciones altas de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBA), generan dano
de los tejidos producto del estrés oxidativo lo que
contribuye con las complicaciones asociadas con la
diabetes, reportado también en humanos, por
Cavanagh y col [26].

Los resultados de este estudio revelan que el
aumento de la glucosa como consecuencia de un estado
diabetogénico conlleva al aumento de niveles de
triglicéridos hepaticos, lo que genera un cuadro de
estrés oxidativo evidenciado por el aumento de la
concentracion de DC y MDA.

CONCLUSIONES

En base a los resultados se puede concluir que la
STZ provoca en ratones hembras un estado de
hiperglicemia, altamente significativo a los 30 dias
post-induccion. Asimismo, los niveles de glucosa se
relacionan con aumento de niveles de triglicéridos
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hepaticos, lo que esta asociado con el desarrollo de
estrés oxidativo.
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Higado de ratén normal

ASPECTO MACROSCOPICO
ASPECTO MICROSCOPICO

Tabla 1.-Niveles de Glucosa (GL) mg/dl, Cuerpos Ceténicas (Cc) y pH en ratanes
hembras adultas antes de iniciar el tratamiento con 5TZ (0 dia), 15, 30 post-
induccién de Disbetes Mellitus.
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Tabla 2. Correlacion entre la Media de la Concentracidn de TG y DC Hepaticos con
MDA, DCy GL
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16 026 000 041 0,05
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