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RESUMEN:

El aloxano se comporta como una droga toxica sobre las células beta pancreaticasy, por ende, produce diabetes experimental.
Sin embar go, sus potenciales efectos téxicos a corto y largo plazo sobr e otr os 6rganos no han sido ampliamente indagados atn.
En consecuencia, este trabajo estudia su accion diferencial en unoy otro caso sobre un 6érgano de alta tasa reproductiva, como el
testiculo, en doslineas de ratas. Para €llo, fueron empleadasratas macho " m" y Sprague-Dawley inyectadas en €l peritoneo con
aloxano (24 mg/100 mg peso cor poral), durante el post-destete inmediato, y sus respectivos controles. A los 31 diasy 105 dias de
edad, lostesticulos fueron extraidos, disecados, pesadosy procesados par a micr oscopia Optica.

L os cortes histol égicos se colorearon con Hematoxilina-Eosina. L os pesostesticularesen lasratas" m" aloxanizadas de 31y 105
dias fuer on significativamente menores que sus controles. En ambas edades, estasratas revelaron histolégicamente células
aumentadas de tamafio, cariorrexisy caridlisis asi como amplios espacios inter celular es respecto de sus controles. Por otro lado,
los pesos testiculares en las ratas Sprague-Dawley, tratadas con aloxano, no revelaron alos 31y 105 dias diferencias
significativas con los controles, excediendo una tendencia descendente en las aloxanizadas. A tales edades, estos animales
evidenciaron, picnosisy signos de apoptosis cuando se los compar 6 con sus controles. Estos resultados, méas notorios en lasratas
"m", lassindicarian como mas sensibles al aloxano. L os efectos toxicos a corto plazo podrian inter pretar se como consecuencias
directa del aloxano mientras que los de lar go plazo podrian atribuirse a la hiperglucemia de la diabetes experimental actuando
sobre un testiculo ya sensibilizado por la antedicha accién téxica directa

PALABRAS CLAVE: Diabetes. Efecto toxico. Murino. Células germinales.

SUMMARY:

Alloxan actsasatoxic drug on pancreatic beta cells, producing experimental diabetes. Exceeding it, its potential short -and long-
term toxic effects on other organs have not been widely investigated yet. Consequently, this paper analyzesit in the testicles of
two lines of rats. In thisregard, " m" and Sprague-Dawley malerats, intraperitoneally injected with alloxan (24 mg/100 mg peso
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corporal) during theimmediate post-weaning period, and its respective controls. At 31 and 105 days of age, testicleswere
removed, dissected, weighed and routinely processed for optic microscopy. Histological slices wer e stained with Hematoxylin-
Eosin.

Testicular weightsin alloxanized " m" ratswere significantly lower than those of controls at both studied ages, revealing
simultaneously cellswith higher size, karyorrhexis and karyolysis aswell aswideintercellular spaces. When compar ed with
controls. On the other hand and exceeding a decreasing trend in alloxanized rats, testicular weightsin these group of Sprague-
Dawley animals did not show significant differenceswith controlsat 31 and 105 days of age. These animals also evidenced
picnosis and signs of apoptosisin relation with controls at both ages. Theseresults, more conspicuousin " m" rats, could be
pointing out that these ratswould be more sensible to alloxan. The short-term effects could be a direct consequence of the toxic
action of alloxan whilst long-term ones could be attributed to hyper glycaemia resulting from experimental diabetes acting on an
already sensitized testicle by that direct action.

KEYWORDS: Diabetes. Toxic effect. Murine. Germ cells.

INTRODUCCION

Para el estudio experimental de la Diabetes Mellitus (DM) han sido propuestos modelos animales experimentales a los que se les
han destruido las células pancr eaticas 3 mediante toxicos como la estreptozotocina o € aloxano, ambas generador as de
hiperglucemia. Sin embar go, han sido descriptas diferencias entre la accion de ambas dr ogas sobr e las aludidas célulasl-4.

Howland y Zebrowski sugirieron que el aloxano tendria algin fenémeno toxico extra-pancr eético®. En tal sentido, fueron
descritas lesiones en rifion e higado a corto plazo6-8. Complementariamente, han sido reportadas variaciones en la insulina
plasmatica, la glucemiay los acidos gr asos 2 minutos después de inyectado el aloxano®.

Como se adelantara, el aloxano, inyectado en animales de labor atorio, genera DM por destruccion selectiva de las células 3 del
pancreas endocrino debido a la produccion de radicales libres, designados en su mayor ia especies de oxigeno reactivo (Reactive
Oxygen Species). A lavez, afecta la actividad de la glucoquinasal®, disminuye la concentracion del transportador dela glucosa
(GLUT2) y del mRNA de la glucoquinasa 2, con accién a nivel nuclear (DNA)!L y/o mitocondriall2.

En un territorio extra-pancreatico como € testiculo, en ratas adultas, el aloxano provoco cambios en la cito-arquitectura
testicular 13, reduccién del contaje de esper matozoides y morfologia esper méatical4 e inhibicién en los niveles de las
gonadotrofinas FSH y L H15.16,

Dado quelo referido sugier e efectos toxicos del aloxano sobr e otr os sector es de la economia, cuyo andlisisamplio y sistemético
escasea en la bibliografia especializada, y, que a pesar de ello, persiste su empleo como inductor de DM en animales de
experimentacion con finesinvestigativos, algunos especificamente ligados con el aparato reproductor masculinol?, hemos
focalizado este trabajo en su efecto diferencial, a corto y alargo plazo, en testiculos de dos lineas de ratas pues visumbramos la
importanciadeinsistir en ello al no excluir la posibilidad de que su simultaneo efecto toxico intray extra-pancreético podria
producir concomitanciasindeseables en los resultados comunicados

MATERIAL Y METODOS

Animalesy disefio experimental

Ratasdelalinea"m", desarrollada en la Facultad de Ciencias M édicas de la Universidad Nacional de Rosario (UNR)18, y ratas
Sprague - Dawley (S-D) provistas por el Bioterio Central dela Facultad de Ciencias Médicas de la UNR, fueron inyectadasen €l
post-destete inmediato con una dosis Unica intraperitoneal de aloxano (24 mg/100 g de peso cor poral) o con solucion fisiolégica
(1cc/100 g. de peso corporal) (controles).

A las 48 hs seregistro6 la glucemia mediante cintas reactivas Accu-Chek (Roche®). Se consider 6 efecto positivo del aloxano
cuando la glucemia super 6 los 300mg/100cc.

L as ratas machos se separ aron en cuatro grupos que fueron inyectados con aloxano o solucioén fisiolégica en € post-destete
inmediato:

1.-"m" aloxano (n=9)

2.-"m" control (n=9)

3.- S-D aloxano (n=10)

4.- S-D control (n=9)
Los animales fueron eutanasiados a los 31 diasy 105 dias de edad y pesados. L os testiculos fueron extraidos, disecados, pesados e
inmediatamente fijados en liquido de Bouin, re-fijados en for maldehido 4% en PBS, incluidos en par afinay color eados con
Hematoxina-Eosinay Periodic Acid Schiff (PAS) + Hematoxilina.
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Todos los procedimientos experimentales de este estudio fueron previamente apr obados por la Comisién de Bioética de nuestra
escuela médica, asegurando la pertinente adhesién a los estandar es fijados por al Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio.

Anélisis estadistico
Los resultados fueron expresados en promedio + SEM. Para la determinacion de diferencias estadisticas entre muestras se
empled el test "t" de Student.

RESULTADOS

1. Pesos corporal y testicular

Los pesos corporal y testicular delosanimales” m" aloxano de 31 dias de edad fueron significativamente menores (P<0.01) en
los animales inyectados con aloxano respecto de sus controles. En lasratas S-D, |os pesos cor por ales mostraron diferencias
significativas, pero los testiculos mostraron unatendencia al descenso (Gréficos1y 2).
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L os pesos corporalesdelosanimales" m" y S-D de 105 dias de edad fuer on significativamente menores (P<0.001) en los animales
inyectados con aloxano, en relacion con sus controles (Grafico 3). L os pesos testiculares de los animales" m" fueron
significativamente menor es (P<0.05) en los animales inyectados con aloxano, en compar acién con sus contrapartes testigos. En
cambio, en el grupo S-D, los pesostesticulares no revelaron diferencias significativas al margen de una tendencia descendente en
las aloxanizadas (Gré&fico 4).
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2. Manifestaciones histolégicas

Lalinea"m" con aloxano present, a los 31 dias de vida, una capa de esper matogonias adosada a la membrana basal y separada
de los espermatocitos del compartimiento adluminal del epitelio seminifero. Se detectaron célulasen cariorrexisy caridlisis,
notorios espaciosinter celularesy aumento del tamario celular (Fig. 1). Susrespectivos controles presentar on tibulos seminifer os
de aspecto normal (Fig. 2).
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Fig. 2.

A los 31 diasde edad, lasratas S-D aloxanizadas evidenciar on una masa celular intraluminal con intensa picnosisy algunos
signos de apoptosis (Fig. 3), mientrasque el grupo control mostr6 una histologia del epitelio seminifero con desarrollo normal y
acordealaedad (Fig. 4).

Fig. 4.

Por su parte, alos 105 dias, losanimales" m" inyectados con aloxano revelaron pérdida de la arquitectura epitelial, con amplios
espaciosinter celulares entre las células ger minales, masas celulares intraluminales e imagenes compatibles con apoptosis (Fig 5).
El grupo control "m" mostr 6 tbulos seminifer os conservados (Fig 6). A lamisma edad, lasratas S-D aloxanizadas pusieron en
evidencia tubulos seminifer os con bordesirregulares, células germinales con picnosis, per ceptibles espaciosinter epiteliales e
iméagenes compatibles con apoptosis (Fig 7). El grupo control no se apart6 de los difer entes estadios celular es que presenta el
epitelio seminifero normal (Fig. 8).
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3. Glucemias

Losvaloresde glucemia en el momento dela autopsia estén presentados en la tabla 1y 2. Se observa, como era dable esperar,
quelos valores delas glucemias de los animales inyectados con aloxano son elevados.

DISCUSION

En la mayoria de los trabajos reportados como efecto a lar go plazo del aloxano serefieren como modificaciones diabéticas
realizados en animales adultos!3. Nos par ecio inter esante comparar los hallazgos a lar go plazo con los efectos del aloxano a corto
plazo.

Coincidiendo con Ulbrich y Palmer19, quienes establecieron que el peso delos érganosy la histopatologia son los mejor es medios
para medir la fertilidad masculina, centramos nuestro estudio en una linea autoctona (" m" )18y en otra, inter nacionalmente
reconocida: la Sprague - Dawley en €l cortoy en el largo plazo (31 y 105 dias, respectivamente).

Nuestros resultados vinculados con los pesos cor poral y testicular en ambas lineas pusieron derelieve coincidenciasy diferencias
con otros autores. La histologia testicular mostré algunasdiferenciasen lasratas" m" de 31 diasde edad, llegandose a una clara
destruccion tubular seminiferalos 105 dias de edad, fendmeno similar al descripto por Cai20 en ratas adultas S-D, alos seis
meses de haber sido inyectadas con estreptozotocina.

Por su parte, en el grupo S-D los efectos mor fol 6gicos en el corto plazo no fueron tan evidentes a la semana de la inyeccion del
aloxano, mientras quelos de lar go plazo coincidieron con lo reportado previamente por otros autor es. Relacionando los
resultados obtenidosen "m" y en S-D, losde" m" fueron masllamativosy podrian estar indicando una mayor susceptibilidad al
efecto del aloxano. Esto se hallaria avalado por lo aquéllosligados a la histologia de unay otralinea.

Estos hallazgos mor fol6gicos en el corto plazo, particularmenteen " m", podrian inter pretar se como efectos toxicos extra-
pancr eaticos directos. L os efectos en el largo plazo podrian atribuirse a la hiperglucemia, actuando sobre un 6rgano previamente
sensibilizado por accién téxica directa.

La posibilidad planteada de que los fendmenos tempr anos sean consecuencia de un efecto directo del aloxano, coincide con otro
modelo experimental como laingesta de etanol en ratas prefiadas trasuntado en dafio testicular prepuberal?l, Asimismo, €
adjudicar laslesiones observadas en el lar go plazo posiblemente al efecto conjunto delatoxicidad directatempranay la ulterior
hiperglucemia, se halla avalado por & mejoramiento experimentado en aquéllastrasla administracion deinsulina?2.

Concluyendo, podriamosinferir que: (1) Lalinea" m" mostrd, con mayor claridad y a corto plazo, |os efectos del aloxano sobre
el testiculo; (2) Los cambios estructurales testicular es observados, a corto plazo, traslainyeccién del aloxano en el post-destete,
sugeririan un fenémeno téxico directo sobre un territorio extra-pancreatico, y (3) Losfendmenos a lar go plazo evidenciaron
mayor precocidad en lalinea" m" queen S-D.

En sintesis, estimamos quelalinea” m" resultaria un modelo méas adecuado para el estudio del efecto del aloxano no sélo sobre
el testiculo sino sobr e otr os sector es or ganicos extr a-pancr eaticos. Esto Ultimo retoma una conjetura que fuera guia para este
trabajoy que nuestrosresultados renuevan: No inquiramos qué puede hacer el aloxano por la DM sino qué resultados puede
obstaculizar o distorsionar a dicho respecto, dado su efecto toxico extra-pancreatico en el corto plazo sobre 6rganos que
interacttan en la determinacion detal enfermedad. De alli la necesidad que per cibimos acer ca de profundizar €l estudio dela
toxicidad aloxanica en distintos sistemas, muy especialmente en aquéllos que inter accionan y coadyuvan en la génesis,
perdurabilidad y complicaciones dela DM.
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