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Resumen

Flores, C.; Marquez, Y.; Lopez—Ortega, A.: Relacion entre la cantidad de ARN total
hepatico y algunos parametros sanguineos en la diabetes mellitus experimental. Rev. vet.
19: 2, 114-118, 2008. La diabetes mellitus (DM) ha sido asociada con alteraciones de expre-
sion génica en tejidos sensibles a la insulina. El objetivo de este estudio fue determinar la
cantidad de ARN total en células hepaticas y su relacion con ciertos parametros sanguineos
vinculados directa o indirectamente con la DM. Se utilizaron ratones adultos NMRI de sexo
hembra, distribuidas en tres grupos (0; 15 y 30 dias post—induccion). A los grupos de 15y
30 dias se les administro ip 40 mg/kg de estreptozotocina durante 5 dias. A todos los grupos
se les efectuaron determinaciones sanguineas de glucosa, proteinas totales, triglicéridos y
hemoglobina. Semanalmente se determinaron en forma cualitativa pH, glucosa y cuerpos
cetonicos en orina. Todos los animales se sacrificaron bajo ligera eterizacion y en higado
se determinaron ARN total y proteinas totales. Se encontré un aumento significativo en los
niveles de glucosa en los animales de 15 y 30 dias post—induccion, en comparacion al grupo
0 dias. E1 ARN total aumento significativamente a los 15 dias post-induccion, mientras que
a los 30 dias los animales presentaron una disminucién marcada incluso por debajo de los ni-
veles encontrados al dia 0. Al correlacionar el ARN total hepatico con los parametros sangui-
neos, se observo que a medida que aumentaban los valores de ARN, se incrementaban los de
glucosa (r= 0,60; p< 0,01). Se concluye que en la DM experimental se modifica la expresion
génica hepatica, cambio que guarda relacion con los niveles de glucosa sanguinea.
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Abstract

Flores, C.; Marquez, Y.; Lopez—Ortega, A.: Relation between total amount of hepa-
tic RNA and some blood parameters in experimental diabetes mellitus. Rev. vet. 19: 2,
114118, 2008. Diabetes mellitus (DM) has been associated with alterations of genic sensible
weave expression to insulin. The objective of this study was to determine the total amount of
RNA in hepatic cells and its relation with some blood parameters. Adult female NMRI mice
were used, distributed in three groups (0; 15 and 30 days post—induction). Streptozotocin (40
mg/kg ip) was administered during 5 days to the group of 15 and 30 days. In blood of all
groups it was determined glucose, total protein, triglycerides, and hemoglobin. In addition,
pH, glucose and ketonic bodies were qualitatively determined in urine. All animals were
sacrificed under light etherisation, and in liver it was determined total RNA and total protein.
It was observed a significant increase in glucose blood level in animals of 15 and 30 days
post—induction, in comparison to 0 day group. Total RNA significantly increased 15 days
post—induction in comparison to group 0 day, whereas the 30 days group showed a notice-
able diminution below the levels found for the 0 days group. When correlating the hepatic
total RNA with blood parameters, it was observed that both RNA values and glucose levels
increased at the same time. It is concluded that in experimental DM, the hepatic genic expres-
sion is modified and this change is linked to blood glucose levels.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es el trastorno metabo-
lico mas frecuente del pancreas endocrino en perros.
Resulta de la deficiencia relativa o absoluta de insulina
debido a la secrecion deficiente de las células beta del
pancreas *.

Algunos investigadores sefialan que la expresion
génica de los tejidos sensibles a la insulina se altera
cuando la sefal hormonal esta ausente en forma total
o parcial; ademas han revelado que el ARN total de
las células sanguineas estd disminuido en diabéticos *
y que las alteraciones génicas son las responsables de
las complicaciones que se observan en la DM *. De
igual modo se reporta que los cambios metabolicos ob-
servados en la DM (aumentos de glucosa, triglicéridos,
colesterol, entre otros), tienen un efecto directo sobre el
gen de la superoxido dismutasa en embriones de ratas 'y
quizas en los genes de otras enzimas antioxidantes ',

Se han identificado varios nuevos genes que son
regulados positivamente en rifiones de diabéticos, un
ejemplo de ello es el factor transformante beta, el cual
promueve la secrecion de proteinas, tales como el fac-
tor de crecimiento tisular, cuya expresion se correla-
ciona con los cambios en los tejidos observados en la
nefropatia diabética de la poblacion adulta 7.

El aumento en la actividad gluconeogénica puede
ser responsable de la elevacion plasmatica de glucosa
en la DM tipo 2, lo cual esta dado por el aumento de
los glucocorticoides intracelulares y el AMPc, debido
a que contribuyen a la activacion de vias aberrantes de
sefializacion para la produccion de glucosa, durante la
induccion de la expresion de genes de enzimas gluco-
neogénicas ®. Asimismo, se afirma que la fosfopiruvato
carboxikinasa (enzima encargada de controlar la tasa
de gluconeogénesis), se encuentra alterada en indivi-
duos diabéticos, lo que hace suponer que hay una alta
produccion de glucosa por parte del higado y muy pro-
bablemente sea la responsable del mantenimiento de la
hiperglicemia en estos pacientes * 7.

Tanto la proteina 3—hidroxi—3—metilglutaril-CoA
reductasa hepatica como el ARNm estan sustancial-
mente reducidos en animales diabéticos, a consecuencia
de la disminucion en la trascripcion y son rapidamen-
te restaurados por la administracion de insulina '°. El
higado es uno de los 6rganos mas afectados en la DM,
a pesar de ello muy pocos estudios se han realizado
para determinar posibles alteraciones en la formacion
de ARN total hepatico y su relacion con los cambios
observados en algunos parametros sanguineos como
hemoglobina, glucosa, triglicéridos, proteinas totales y
albimina, entre otros.

El objetivo de este estudio fue determinar la can-
tidad total de ARN hepatico en roedores con DM ex-
perimental y verificar su eventual relacion con ciertos
parametros sanguineos relacionados directa o indirec-
tamente con la endocrinopatia. El presente trabajo es
parte de un proyecto que propone profundizar el cono-
cimiento de la expresion de genes que codifican algu-
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nas enzimas participantes del metabolismo hepatico en
este modelo experimental.

MATERIAL Y METODOS

Muestra. Las unidades experimentales utilizadas
fueron ratones hembras de la cepa NMRI no consan-
guineos, adultos de 30 g de peso promedio. Aleato-
riamente se conformaron tres grupos (0; 15 y 30 dias
post—induccion de DM), con 40 animales por grupo.
Todos los ejemplares permanecieron bajo ciclos de luz
de 12 horas. Fueron alimentados con un concentrado
comercial para roedores y dispusieron de agua filtrada
ad libitum. Diariamente se efectuaron mediciones del
agua y del alimento consumido por cada uno de los
grupos. La temperatura promedio anual en el bioterio
utilizado es de 27,5+0,44°C y la humedad relativa del
65% 7.

Induccion de diabetes mellitus. Se realizé6 median-
te la administracion de una inyeccion intraperitoneal
diaria de estreptozotocina (STZ) en buffer citrato de
sodio 0,05 M pH 4,5 a la dosis de 40 mg/kg de peso cor-
poral durante cinco dias de acuerdo al clasico modelo
propuesto por Like y Rossini 2.

Determinacion de parametros sanguineos. A los
0; 15 y 30 dias post—tratamiento, sin someter a los ani-
males a ayuno previo, se les extrajo sangre mediante
puncion de la vena coccigea media, sin anticoagulante.
Con el suero obtenido se determinaron por espectrofo-
tometria, mediante kits comerciales, las concentracio-
nes de triglicéridos (con patron de 200 mg/dl), proteinas
totales (4,9 g/dl), albumina (3,0 g/dl) y glucosa (100 mg/
dl). El valor de hemoglobina se obtuvo por técnica de
quimica seca. Semanalmente se extrajeron muestras de
orina, efectuandose un urianalisis cualitativo mediante
tiras reactivas (Combur, Roche).

Cuantificacion de la concentracion de ARN total
en higado. A los 0; 15 y 30 dias post—induccion de DM,
los roedores fueron sacrificados bajo ligera eterizacion,
tras lo cual se les disecd el higado y se separ6 una mues-
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Figura 1. Concentracion de glucosa sanguinea en rato-
nes con diabetes mellitus inducida por estreptozotoci-
na. *p< 0,05 en relacion al grupo 0 dias.
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tra que se coloco en tubos estériles,
almacenandose a —70°C. El ARN
total se determind mediante el kit
RNeasy Project (Qiagen, USA). Se
homogenizaron 20 mg de la mues-
tra de higado (Pellet pestle Motor
Kontes) en 350 ul de buffer de li-
sis, se centrifugd el homogenizado
durante 2 minutos a 15.000 x g en
microcentrifuga Eppendorf 5402 y
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Tabla 1. Niveles sanguineos de triglicéridos, hemoglobina, proteinas tota-
les y albumina en ratones con diabetes mellitus experimental a los 0; 15y
30 dias post—induccion (media aritmética + desvio estandar).

dias triglicéridos hemoglobina proteinas albiimina
mg/dl g/dl totales g/dl g/dl

0 103,3 £ 27,1 14,6 £1,9 5,7%0,8 33+0,5

15 121,5+423 151£1,5 57£1,2 34105

30 135,3+35,3 143 +£2,8 5,8£0,9 34£0,6

el sobrenadante fue colocado en la columna del kit y la-

vado con diferentes buffers del kit. La cantidad de ARN
total fue calculada segun la metodologia del kit RNeasy
Project y se expreso en pg de ARN/mg de proteina.

Concentracion de proteinas hepdticas. Otra por-
cion de higado se peso y se diluyd 1:3 en buffer tris
sacarosa pH 7,4 tras lo cual se homogenizo en un Euro-
turrax T20 de 27.000 rpm (Labortechnik, Alemania).
El homogenizado se mantuvo en hielo y en el sobrena-
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dante se determinaron proteinas totales por kit Pierce 20
(Rockford, USA), con un patréon de albumina sérica
. 0 —
bovina (2 mg/ml).
0 Dias 15 Dias 30 Dias
Estudio histopatolégico. Para evidenciar células DIAS DE INDUCCION

de los islotes pancreaticos y grado de infiltracion gra-
sa a nivel hepatico, se realizaron cortes de pancreas ¢ Figura 2. Promedio de ARN total hepatico en ratones
higado, se fijaron en formol al 10% y se colorearon con  con diabetes mellitus inducida por estreptozotocina.

hematoxilina—eosina (H&E).

Analisis estadistico. Los resul-
tados de la quimica sanguinea obte-
nidos en los diversos experimentos
se analizaron estadisticamente me-
diante ANOVA a una via, con sig-
nificancia de 95% (p< 0,05). Para
determinar el grado de asociacion
entre la cantidad de ARN total pre-
sente en las células hepaticas con
el resto de las variables se utilizd
correlacion de Pearson con signifi-
cancia del 99% (p< 0,01).

RESULTADOS

Caracteristicas conductuales
de los animales experimentales.
En el estudio del comportamiento
de las unidades experimentales se
evidenci6é un aumento en el consu-
mo de alimento (polifagia) y agua
(polidipsia), dos de los signos cla-
sicos de DM. Los roedores también
se tornaron agresivos. Todas estas
condiciones aumentaron al avanzar
los dias post—induccion.

Anadlisis cualitativo de pard-
metros en orina. Se pusieron en

*p< 0,05 en relacion al grupo 0 dias.

Figura 3. A: pancreas de raton con diabetes mellitus de 15 dias de evolu-
cion. B: a los 30 dias post—induccion experimental. C: control sano (dia 0).
Flechas indican islotes de Langerhans (H&E, 40X).

Figura 4. A: higado de raton a los 30 dias post—induccion de diabetes me-
llitus, que revela ligera infiltracion grasa (H&E, 60X). B: higado de raton
a los 0 dias post—induccion (H&E, 40X).
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evidencia altos niveles de glucosa, entre 100 y 1000
mg/dl, tanto a los 15 como a los 30 dias post—induccion.
También se revelaron cuerpos cetonicos, variando entre
1 y 3 cruces en ambos grupos (15 y 30 dias post—induc-
cion). A los 0 dias, no se registrd presencia de glucosa
ni cetonas en las muestras de orina. Estos hallazgos in-
dicaron el establecimiento de un cuadro diabético en
los grupos experimentales.

Determinacion de pardametros sanguineos. La
glicemia aumento significativamente (p< 0,05) hasta el
final de la experiencia. Se pudo observar que a los 15
dias post—induccion, el nivel de glucosa triplico el valor
obtenido al dia 0 (Figura 1). En cuanto a los niveles de
triglicéridos séricos, éstos tendieron a aumentar a me-
dida que avanzaron los dias de induccion de DM (Ta-
bla 1) pero sin alcanzar significancia estadistica. Los
valores obtenidos para hemoglobina, proteinas totales
y albumina no presentaron diferencias significativas
entre los grupos.

Concentracion total de ARN hepadtico. Los niveles
de ARN total en higado presentaron una elevacion sig-
nificativa (p< 0,05) a los 15 dias post—induccion, mien-
tras que a los 30 dias los valores tendieron a disminuir
aunque de manera no significativa (Figura 2).

Correlacion entre pardmetros sanguineos y nive-
les de ARN total en higado. Los niveles de ARN to-
tal hepatico presentaron una correlacion directa muy
significativa (r= 0,60; p< 0,01) con las concentraciones
sanguineas de glucosa.

Cambios histopatolégicos. En el pancreas se re-
gistr6 una marcada disminucion y deterioro de los
islotes de Langerhans en los animales a los 15 y 30
dias post—induccion de DM (Figura 3A y 3B) al ser
comparados con los animales no diabéticos, es decir,
a los 0 dias post—induccion (Figura 3C). Ello demues-
tra el efecto deletéreo de la STZ sobre los islotes de
Langerhans. Mientras que los controles no acusaron
cambios, los higados de ratones diabéticos revelaron
grados variables de degeneracion grasa, como mues-
tra la Figura 4.

DISCUSION

La DM es una patologia de importancia epidemio-
logica; proyecciones realizadas por la Sociedad Vene-
zolana de Endocrinologia y Metabolismo demuestran
el avance de la enfermedad a escala mundial para los
aflos 1995, 2000 y 2025 y se reporta una prevalencia de
4,2%, con una proporcion segun el sexo, cercana a 12
mujeres por cada 10 hombres, la mayoria de los casos
en pacientes humanos mayores de 20 afios '* . En pe-
rros representa el trastorno metabolico mas frecuente
del pancreas endocrino *.

La STZ induce DM experimental al dafiar las célu-
las beta del pancreas, suprimiendo la sintesis de insuli-
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na. En el presente estudio se observo que los animales
con DM inducida con STZ, presentaron una marcada
hiperglicemia que se mantuvo hasta el final de la ex-
periencia (30 dias) con los mas altos niveles de glucosa
a los 15 dias post—induccion. Estos resultados coinci-
den con estudios realizados por diferentes autores, los
cuales reportan elevados niveles de glucosa sanguinea
luego de la inyeccion de STZ bajo el protocolo de Like
y Rosssini & 1113,

El efecto diabetdégeno de la STZ se debe a su ca-
pacidad de destruccion de los islotes de Langerhans,
hallazgo corroborado en este estudio al realizar cortes
histologicos del pancreas, en los cuales se observo una
marcada disminucion y deterioro de los islotes en los
animales de 15 y 30 dias post—induccion, al compa-
rarlos con los animales no diabéticos, lo que indicaria
que la DM experimental inducida con STZ es de tipo
1, la cual se caracteriza por presentar deficiencia de la
produccion de insulina por destruccion de los islote de
Langerhans '2.

Los niveles de proteinas totales, albimina, hemo-
globina y triglicéridos no mostraron diferencias signi-
ficativas entre los grupos; en relacion a este ultimo, se
ha sefialado que en pacientes diabéticos no tratados con
insulina se pueden observar niveles normales de trigli-
céridos . Los niveles de ARN registraron una correla-
cion directa muy significativa con las concentraciones
de glucosa sanguinea. De acuerdo a estos resultados
se puede inferir que las alteraciones génicas en el teji-
do hepatico de los animales diabéticos pudieron haber
contribuido a la elevacion de la glucosa presentada por
estos animales. Cabe sefialar que el higado es productor
de glucosa a través de la gluconeogénesis en los casos
donde existe deficiencia de insulina.

Se afirma que los principales parametros que afec-
tan la salida de glucosa hepatica son la concentracion
o disponibilidad de sustratos y la actividad de enzimas
reguladoras como fosfoenolpiruvatokinasa y glucosa—
6—fosfatasa, ambas reguladas por mecanismos trans-
cripcionales y no transcripcionales, ademas de una
tercera llave enzimatica, la fructosa—1,6—bifosfatasa,
también regulada por inhibicion competitiva a través
de la fructosa 2,6—bifosfato 2.

Recientemente se ha sefialado que para que exista
el efecto supresor de la gluconeogénesis por la insuli-
na ®, debe existir un perfecto balance en el mecanismo
de sefializacion celular llevada a cabo por el sistema
tiroxincinasa '?. La insulina es la hormona mas im-
portante para inhibir la gluconeogénesis, debido a que
suprime la expresion de genes que son la clave para
la formacion de enzimas gluconeogénicas; ademas, en
los pacientes diabéticos la actividad de dichas enzimas
esta alterada por la deficiencia de insulina, lo que con-
tribuye a la salida de glucosa de origen hepatico y a la
elevacion los niveles de glucosa en sangre 8.

En conclusion, los animales con DM experimental
inducida con STZ presentan elevacion de los niveles
sanguineos de glucosa, con acmés a los 15 dias post—
induccion. Se establece una correlacion directa signi-
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ficativa entre las concentraciones de glucosa y la can-
tidad de ARN total hepatico, hecho que se atribuye a
una alteracion en la expresion génica a nivel de tejido
hepatico, propia de la DM experimental inducida con
STZ.
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