Arch méd Camagiiey. 2023; 27:€9506 Articulo original
ISSN 1025-0255

Indicadores morfomeétricos de la corteza cerebral frontal de

gazapos de ratas Wistar con diabetes pregestacional

Morphometric indicators of the frontal cerebral cortex of Wistar rats’ kits

with pregestational diabetes

Leticia Marmol-Caballero'* https://orcid.org/0000-0002-6397-4211

Pedro Augusto Diaz-Rojas® https://orcid.org/0000-0003-4897-363X

Doralny Pefia-Marrero® https://orcid.org/0000-0002-5192-7629

Liadisis Silva-Jardinez! https://orcid.org/0000-0001-9438-9894

Dunia Yailin Macarefio-Avila® https://orcid.org/0000-0001-9203-1370

! Universidad de Ciencias Médicas. Facultad de Ciencias Médicas Mariana Grajales Coello.

Departamento de Ciencias Basicas Biomédicas. Holguin, Cuba.

*Autor para la correspondencia: letymarmol1997@gmail.com

RESUMEN

Introduccion: La diabetes es una enfermedad que afecta el embarazo provoca complicaciones
fetales; dentro de ellas son frecuentes las malformaciones congénitas. Por la imposibilidad practica y
ética de estudiar este proceso en gestantes es imprescindible realizar estudios experimentales em-
pleando procedimientos morfométricos para determinar si la diabetes afecta el neurodesarrollo.
Objetivo: Caracterizar morfométricamente la sustancia gris de gazapos de ratas Wistar normales y
con diabetes mellitus pregestacional.

Métodos: Se realizd un estudio experimental basico de serie de casos a 20 gazapos de ratas Wistar
de los cuales 10 eran descendientes de diabetes pregestacional. Se caracterizaron indicadores
morfométricos del tejido nervioso como espesor de corteza e indicadores nucleares como el perimetro.
Resultados: La media de la altura de la sustancia gris cortical mostré un valor de 1,224 + 303,7 um
para el grupo control y 1,014 + 376,0 para los casos, al aplicar el test de diferencias de medias se
encontré diferencia significativa (p < 0,05) a favor del grupo control. Los valores de la media del

perimetro nuclear en el grupo control fue de 42,80 = 7,23 um vy en el grupo experimental el promedio
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fue de 39,68 £ 6,52 um, al aplicar el test de diferencias de medias se encontro6 diferencia significativa
(p < 0,05) a favor del grupo control al presentar mayor perimetro nuclear.
Conclusiones: El mayor espesor cortical y perimetro nuclear correspondié al grupo control

evidencidndose el efecto deletéreo de la diabetes mellitus en el neurodesarrollo.

DeCS: DIABETES MELLITUS; RATAS WISTAR; SUSTANCIA GRIS; ANIMALES DE LABORATORIO;
EMBARAZO.

ABSTRACT

Introduction: Diabetes is a disease that affects pregnancy causing fetal complications; within them
congenital malformations are frequent. Due to the practical and ethical impossibility of studying this
process in pregnant women, it is essential to carry out experimental studies using morphometric
procedures to determine if diabetes affects neurodevelopment.

Objective: To characterize morphometrically the gray matter of kits from normal Wistar rats and
those with pregestational diabetes mellitus.

Methods: A basic experimental study of a series of cases was carried out on 20 young Wistar rats, of
which 10 were descendants of pregestational diabetes. Morphometric indicators of the nervous tissue
were characterized as thickness of the cortex and nuclear indicators such as perimeter.

Results: The average height of the cortical gray matter showed a value of 1.224 + 303.7 um for the
control group and 1.014 £ 376.0 um for the cases. When applying the mean difference test, a
significant difference was found (p < 0.05) in favor of the control group. The values of the measure-
ment of the nuclear perimeter in the control group was 42.80 + 7.23 pym and in the experimental
group the average was 39.68 £+ 6.52 uym. When applying the mean different test, a significant
difference was found (p < 0.05) at favor of control group presenting greater nuclear perimeter.
Conclusions: The greatest cortical thickness and nuclear perimeter corresponded to the control

group, evidencing the deleterious effect os diabetes mellitus on neurodevelopment.

DeCS: DIABETES MELLITUS; RATS, WISTAR; GRAY MATTER; ANIMALS, LABORATORY; PREGNANCY.
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INTRODUCCION

El desarrollo fetal normal estd caracterizado por patrones secuenciales de crecimiento y maduracion
tisular y organica; determinado por factores maternos, fetales y placentarios. Dentro de las condicio-
nantes maternas se encuentran las enfermedades cronicas no trasmisibles (ECNT), tales como las
anemias, la hipertension arterial crénica, gestacional y la diabetes mellitus en cualquiera de sus
variedades. (>3

La diabetes mellitus (DM) es el desorden metabdlico que con mayor frecuencia complica el embarazo.
Estd caracterizado por niveles elevados de glucosa en sangre, resultado de defectos en la secrecién o
accion de la insulina.*>

Durante la gestacion se requiere de un aporte adecuado de nutrientes que favorezca el proceso de
sinapsis y mielinizacion de las neuronas. Uno de ellos es la glucosa, que atraviesa la barrera
placentaria para satisfacer las necesidades energéticas del feto, hecho que se produce con exceso en
las mujeres diabéticas, en especial en aquellas con valores glucémicos mal controlados. Esta situacion
la compensa el feto activando una hiperinsulinemia, lo que conlleva a episodios periddicos de
hipoglicemia fetal, que pueden suponer un dafio irreversible para el 6rgano.®”

El Atlas de la Federacion Internacional de Diabetes del afio 2021, reporta que alrededor de uno de
cada seis nacidos vivos ha estado expuesto a diabetes materna durante su gestacion, lo que resulta
en 21 000 000 de nifios.

Las malformaciones congénitas (MFC) son la principal causa de mortalidad y morbilidad grave en hijos
de madres diabéticas, sobre todo en pacientes diabéticas con pobre control metabdlico e hipergluce-
mia previa a la concepcidn y en etapas tempranas del embarazo.®°19

En humanos ha sido imposible desde el punto de vista ético y practico realizar estudios para
identificar en las gestantes diabéticas el efecto de teratdgenos en los procesos de embriogénesis. Por
esta razdén se hace necesario recurrir a modelos experimentales los que constituyen una poderosa he-
rramienta en la investigacion de fenémenos bioldgicos, en particular en ciencias de la salud. (1121314
En la actualidad para estudiar los trastornos del neurodesarrollo se emplean métodos novedosos
como los de neuroimagen, en la mayoria de los casos la resonancia magnética.116:17:18) pjgaz (19
incluye en décadas recientes la morfometria a la investigacién de estas enfermedades.

Hasta la fecha no existe evidencia cientifica en la referencia de los repositorios consultados en el que
se investiguen en estos modelos animales los indicadores morfométricos de la corteza cerebral que se
observan en la descendencia de portadoras de diabetes mellitus pregestacional (DMPG); por lo que ha

sido objetivo de los autores considerar la utilidad de la morfometria y con la finalidad de aportar al

estudio del tejido nervioso como parte de esta linea de investigacion.
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METODOS

Se realizé un estudio experimental basico con el objetivo de determinar los parametros morfométricos
en el tejido nervioso de la corteza frontal de gazapos de ratas Wistar normales y en modelo animal de
diabetes mellitus pregestacional (DMPG), procedentes de un experimento realizado como parte de un
proyecto nacional del Instituto Superior de Ciencias Bésicas y Preclinicas Victoria de Girdn.

Entre los métodos tedricos se emplearon: la revision documental, historico-l6gico, andlisis-sintesis.
Del nivel empirico: la observacién y la morfometria que permitid realizar las determinaciones de los
parametros objeto de estudio a partir de las imagenes digitalizadas del tejido nervioso cortical de los
gazapos de rata Wistar casos y controles.

La muestra fue conformada por dos grupos de diez gazapos, uno de ratas normales que constituyo el
grupo control y diez gazapos de ratas con el modelo de diabetes mellitus pregestacional que constitu-
y0 el grupo de casos. Se obtuvieron los 20 cerebros de gazapos de ratas Wistar mediante su diseccion
luego del uso de la técnica de perfusion in situ la que permite la fijacion del 6rgano sin su extraccion.
Para el estudio histoldgico se secciond el cerebro segiin el mapa de Brodmann citado por Snell,*) con
un corte transversal a 1,92 mm del borde externo frontal. Los fragmentos obtenidos se procesaron
con la técnica clasica de la parafina. Se cumplieron con los elementos de calidad de inclusién
requerida que permitieran el estudio histologico y morfométrico posterior.

A los bloques seleccionados, de cada gazapo de los grupos, se les realizé cortes seriados, de 10 mm
de espesor con un micréotomo vertical HistoLine modelo MR 3 000. De cada cerebro se obtuvieron
ademas dos secciones histoldgicas que se montaron en 10 portaobjetos las que fueron tefiidas con
hematoxilina y eosina con control del pH.

Con microscopio chino Motic, modelo BA-210 con cadmara acoplada de tres megapixel de la compafiia
Motic S.A., se obtuvieron imagenes de cinco campos entre los dos cortes, desplazando la platina de
manera uniforme en dos ocasiones digitalizando la imagen de manera que coincidiera con el lente
objetivo para obtener un total de 300 campos, que cumplieran los requisitos de suficiente tejido, no
existencia de artefactos en la preparacidon que impidieran su observacion o interfirieran en sus
caracteristicas.

La calibracion de cada lente objetivo se realizé con un portaobjeto de calibracion milimetrado multiple
de la Motic.

El aumento total (At) de observacidon de las imagenes capturadas en la computadora se calculd por

(Formula 1).

(Formula 1)

At= Ap x ALR x LP/SC

http://revistaamc.sld.cu/ ) ev-ric |



http://revistaamc.sld.cu/

Donde: At: Aumento total, Ao: Aumento objetivo, ALR: Aumento del lente reductor (0,5), LP: Largo
de pantalla (340 mm), SC: Sensor de la camara digital (8 mm).

De esta manera el aumento total con el que se trabajaron las imagenes histoldgicas fueron de:

850x con lente objetivo de 40x.

212x con lente objetivo de 10x.

2125x con lente objetivo de 100x.

Para la realizacion de las mediciones morfométricas se empled la aplicacion ImageJ, versién 1.49p del

National Institutes of Health, USA, 2015 (Figura 1).

i Imagel | = [ ——
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help _ '
Oojx|e <« ||\ Ala|o|l] =|0jd/ 2k 06> |

Scrolling tool {or press space bar and drag)

Figura 1 Presentacion de la aplicacion Imaged 1.49p. (Imagen de los autores).

Los indicadores morfométricos estudiados fueron los siguientes:

- Espesor de la corteza.

- Perimetro de los nlcleos de las neuronas de la corteza cerebral.

Espesor o altura de la corteza cerebral: Definiendo para ello la distancia comprendida entre el limite
interno y externo de la sustancia gris cortical.

Se obtuvo por medicién lineal (opcién line) del limite externo al limite interno de la corteza. El
software brinda el resultado del espesor en micrémetros.

Se empled el menu Grid con la opcidén de lineas horizontales aleatorias con una distancia entre ellas
de 36 uym. Se midié desde el limite externo a partir del punto de interseccidn de las lineas del test
trazando un segmento perpendicular a la tangente de la linea del test hasta el limite de la sustancia
blanca. En cada imagen se realizaron 20 mediciones desplazando la imagen segun el ancho de cada
linea de la cuadricula. Las mediciones se hicieron con un aumento total de 212X.

A continuacién se muestra una figura con los elementos necesarios para el célculo del espesor o altura

de la corteza cerebral con el sistema de linea (Figura 2).
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Figura 2 Método para determinar el espesor de la corteza
cerebral. Microfotografia éptica de corteza cerebral frontal.
Tincién H y E. Aumento total 212X. La flecha indica el segmento
medido desde la superficie cortical y su limite con la sustancia
blanca. (Imagen de los autores).

Perimetro nuclear:

El conteo de los nucleos para el calculo del perimetro se utilizd la opcidn Grid con la opcidn de cruces
aleatorias del submenu Plugins, lo que permitié medir solo aquellos nucleos sobre los que inciden las
cruces de la malla. Este indicador se obtuvo con la opcidn manos libres del sistema Image],
contorneando el borde externo de los nucleos de las neuronas, como se muestra en la figura 3. La
mensuracion la brinda el sistema en micrometros de manera automatica. El aumento empleado fue
de 2125X. Con esta seleccion aleatoria se realizaron un total de mediciones de 1 307 nlcleos,
distribuidos en 680 nucleos en el grupo control y 627 en el grupo de casos. El area entre los puntos

fue de 50 micrometros cuadrados (Figura 3).
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Figura 3 Método para determinar el perimetro nuclear. Microfotografia
optica de corteza cerebral frontal. Tincion H y E. Aumento total 2125X.
La flecha indica la forma en que se procede a contornear el nucleo
impactado por las cruces del test. (Imagen de los autores).

Se utilizaron hojas de calculo de Excel para proceder a determinar indicadores que la aplicacién
Image] permitié calcular. Para el procesamiento de los datos se utilizd la estadistica descriptiva. Se
determinaron estadigrafos descriptivos como media, desviacion estandar, coeficiente de variacion e
intervalo de confianza para una p < 0,05. Se realizé la prueba de diferencia de medias para comparar
los indicadores morfométricos del grupo control con el grupo de casos con una significacion de
p < 0,05. El editor estadistico utilizado fue el MyStat versién 12 del 2015 de la compafia SyStat.

En todas las series de casos se realizd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con vistas a
determinar que los datos obtenidos provienen de una poblacidon que cumple los parametros de la
distribucion normal.

La triangulacion de los datos obtenidos a partir de la informacion documental revisada, los datos
primarios recopilados y la utilizacion de métodos adecuados de procesamiento estadistico permitid
arribar a conclusiones. Los resultados se muestran en tablas y figuras.

Se tuvieron en cuenta los Principios Eticos para la Investigaciéon Médica con datos provenientes de
animales de la World Medical Association Declaration of Helsinki y la Guia de OMS para los Comité de
Etica de las Investigaciones, establecida por el Council for International Organizations of Medical

Sciences (CIOMS) en el 2002.
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RESULTADOS

A través de las mediciones realizadas y después de los calculos estadisticos correspondientes al

comparar los resultados del espesor de la corteza cortical se aprecia que la media de la altura de la

sustancia gris en el l6bulo frontal, obtenida mediante la medicion perpendicular desde los limites

entre la sustancia gris y blanca hasta la superficie externa de la corteza mostré un valor de 1,224 +

303,7 um para el grupo control y 1,014 £ 376,0 para el grupo de casos, ambos valores se encuentran

dentro de los limites de confianza y por ello da la certeza de que las determinaciones fueron

mediciones obtenidas de manera segura. Al aplicar el test de diferencias de medias se encontré

diferencia significativa (p < 0,05) a favor del grupo control por presentar un espesor cortical mayor

que el grupo estudio (Tabla 1, Figura 4).

Tabla 1 Espesor de la corteza cerebral frontal (pm)

Estadigrafos Controles Casos
Determinaciones 1,327 914
Media aaritmética 1,224* 1,014*
Desviacion estandar 203,7 376
Lirite de confianza= 95 minimo 1,207 990,32
Limite de confianza= 95 maximo 1,240 1,029
Coeficiente de variacion 0,248 0,271

ESPESOR

2.000

1.500

Two-sample z-test

L1 oo

Count

150 120 200
Count

* Test de comparacion de medias: Z= -14.007 p = 0,05

GRUPOS

2 Casos
= Controles

Figura 4 Representacion grafica de la prueba de hipdtesis de diferencias
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Los resultados obtenidos al determinar los valores del perimetro nuclear mostraron que la media en el
grupo control fue de 42,80 + 7,23 um mientras que la media en el grupo de estudio presentd un valor
de 39,68 £+ 6,52 um, ambos valores se encuentran dentro de los limites de confianza y por ello da la
certeza de que las determinaciones fueron mediciones obtenidas de manera segura. Luego de aplicar
el test de diferencias de medias se encontrd diferencia significativa (p < 0,05) a favor del grupo

control por presentar mayor perimetro nuclear que el grupo de casos (Tabla 2, Figura 5).

Tabla 2 Perimetro nuclear de sustancia gris cortical

Estadigrafos Perimetro Perimetro
nuclear (pm) nuclear (pm)
Controles Casos
Determinaciones G580 G627
Media aritmeética 42 ,80% 39,68%
Desviacion estandar 7,23 0,52
Lirnite de confianza minimo> 95 42,26 39,17
Lirnite de confianza maximo> 95 43,35 40,20
Coeficiente de variacian 0,16 0,16

*Test de comparacion de medias: Z = - 8,195 p = 0,05

Two-sample z-test

" 1 1 B —
* -
wf * T
P wl i
E .
R . IV
P =
M | \
E '
T = i
R
° i
ol 3 | GRUPO$
" O Casos
0 | 1 | 1 1 1 1 i = Controles

50 00 140 00 &0 [i] =0 {11 120 i ) 50
Count Count

Figura 5 Representacian grafica de la prueba de hipdtesis de diferencias
de medias del perimetro nuclear de las neuronas de la corteza cerebral
frontal de gazapos controles v de ratas diabéticas.
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DISCUSION

Las investigaciones en individuos vivos, empleando métodos de neuroimagen constituyen herramien-
tas para la evaluacion del grosor cortical. Por tanto, pueden ser empleadas como marcador diagnosti-
co y para caracterizar el desarrollo o los cambios patoldgicos cerebrales. (1617

Los estudios de morfometria cerebral realizados por Spalletta et al.,(*® empleando imagenes,(!7:2%
describen que los cambios mas grandes ocurren durante el desarrollo temprano, los mas sutiles
siguen durante la edad adulta y, nuevamente, ocurren cambios dramaticos en la uUltima parte de la
vida humana ligados al envejecimiento.

En sus trabajos Aycheh et al.,”)describen que las dreas sensoriales corticales primarias tienden a ser
mas delgadas, mientras que las areas de asociacién tienden a ser mas gruesas aunque con capas
menos claramente definidas. Del mismo modo plantean que el grosor cortical y la estructura laminar
son ambos afectados por las curvaturas de la corteza.

A pesar de no haber localizado estudios morfométricos de la corteza cerebral frontal similares para
establecer comparaciones con mayor especificidad, si cabe destacar que autores como Spalletta
et al.,*>en su investigacion morfométrica aplicando los métodos de neuroimagen de la corteza
cerebral refieren que los limites de la resolucidon actual de imagen de resonancia magnética (IRM) y
tomografia axial computarizada (TAC) impiden en algunas areas del cerebro la medicién directa de
capas corticales, por lo que no es posible evaluar in vivo el efecto de cambio de la estructura laminar.
Los autores consideran, que con el empleo de parametros morfométricos se tendra mayor objetividad
para determinar elementos sutiles en cuanto al efecto de la diabetes sobre la corteza cerebral en
estadio prenatal; debido a que la morfometria es un método que permite cuantificar las variaciones
que pueden ocurrir en los diferentes tejidos, en sus componentes y su organizacidon aportando
informacion valiosa del fendmeno estudiado.

Los resultados obtenidos en la medicion de la altura del espesor cortical (Tabla 1, Figura 4) guardan
relacion con el efecto nocivo de la diabetes mellitus (DM) en el desarrollo embriofetal normal, al tener
en cuenta que el grupo de casos que conforman la muestra de estudio esta caracterizada por gazapos
hijos de madres con diabetes mellitus pregestacional (DMPG) por lo que los fetos estuvieron
expuestos a los efectos deletéreos del descontrol metabdlico desde el inicio de la gestaciéon. Numero-
sos estudios corroboran que esta enfermedad provoca un ambiente intrauterino desfavorable que
aumenta el riesgo de alteraciones cerebrales desencadenadas entre otros por los efectos del estrés
oxidativo y la hipoxia fetal que interfieren en los procesos de embriogénesis y organogénesis en las
distintas etapas de la vida intrauterina.(®1%:21)

Por su parte las dimensiones del nucleo representan indicadores que permiten el estudio de la
morfologia y la funcién nuclear en la célula, por lo que su determinacion resulta de gran importancia.

Los cambios en el ciclo celular, el metabolismo fisioldgico y la accién de agentes teratogénicos pueden
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ocasionar cambios de la arquitectura nuclear, dichos aspectos han sido evaluados en trabajos
donde los estudios morfométricos nucleares resultan de gran utilidad y son avalados por los investi-
gadores.(2223:29

El perimetro nuclear proporciona informacién de las dimensiones de este componente celular y esta
estrechamente interrelacionado con su area y volumen. Este pardmetro morfométrico expresa su
mayor valor en el grupo control de la muestra estudiada (Tabla 2, Figura 5), lo que sugiere que los
nlcleos celulares son mas grandes en este grupo.

Estos hallazgos pueden estar relacionados con los efectos nocivos de la diabetes mellitus. Entre otras
consecuencias la hiperglucemia persistente desde inicios de la concepcién como es el caso de la
DMPG, produce un descenso de acido ascorbico intracelular, con elevaciéon plasmatica del acido
deshidroascorbico, que inhibe la mitosis celular y por tanto tiene efecto teratogénico, al estar afectado
el proceso del ciclo vital de la célula estas no van a experimentar el crecimiento adecuado y se
presentaran alteraciones de los mecanismos de diferenciacion y especializacion celular, lo que
explicaria las variaciones de los parametros morfométricos nucleares estudiados en ambos grupos.

En sus investigaciones Mitanchez,*® postula que un aumento de glucosa, incluso en un corto periodo,
puede dafiar el ADN y provocar mutaciones que impidan la expresion de genes criticos para la
embriogénesis normal. Este dafio puede retrasar la duplicacién del ADN vy, por lo tanto, la divisidon ce-
lular, lo que interrumpe los tiempos de los programas del desarrollo necesarios para la organogénesis.
Los estudios de Cruz et al.,’® avalan que un ambiente uterino desfavorable en cualquiera de las
etapas del desarrollo embriofetal podrian determinar alteraciones del sistema nervioso y del neurode-

sarrollo que pueden manifestarse a corto, mediano y largo plazo en la descendencia.®?®

CONCLUSIONES

El espesor de la corteza cerebral frontal y el perimetro nuclear poseen valores mas altos en el grupo
control al compararlos con los valores obtenidos de gazapos de madres con diabetes mellitus
pregestacional, lo que puede contribuir al diagnostico y prondstico de las afecciones del neurodesarro-

llo provocados por esta enfermedad nosoldgica.
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