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RESUMEN 

Los estudics acerca del papel que las gtAndulas salivales tienen en la patogenia de la diabetes mellitus, son aislados y algunos 

controversiales. Debido a Jo anterior, decidimos caracterizar los cambios morfoligicos de! sistema glandular endécrino en la 

abetes experimentalmente producida por estreptozotocina (STZ) en la rata, asi como evaluar el modelo de diabetes 

experimentaimente producide por aloxana (AL) y STZ en la rata. Conocer los cambios morfologicos de la glanduta parétida de rata 

con diabetes experimentaimente producida por STZ, en funcién del tiempo de evolucién del trastomo metabilico. Se estudiaron 

108 ratas macho Sprague-Dawey con peso de 250 + 44 g, que se dividieron al azar, en 2 grupos con 9 subgrupes experimentales 

cada uno. Cada subgrupo estuvo integrado por 3 ratas, con un numero igual de rates control, La diabetes fue inducida en 27 ratas 

con una inyeccién intraperitoneal (ip) de AL: 120 mg / kg de peso. A las ratas control (20) se les inyecto el mismo volumen ip. de 

agua bidestilada. La STZ se inyectd ip.a 27 ratas, 60 mg/kg de peso. Alas ratas control (20) se tes inyecté el mismo volumen ip 

de agua bidestiada. Todos los animales se pesaron y se les tomd muestra de sangre de la vena de la cola, 2 mt., para estudios 

basales de triglicéridos, colesterol total, glucosa e insulina. Los pesos corporales basales fueron de 250 + 44.1 g Después del dia 

5 de la inyeccién de STZ; los pesos fueron diferentes significatvamente. Parametros bioquimicos AL: Los niveles de glucosa 

fueron mas elevades al 5° dia después de la inyeccién ip. (29.5 mmol), y pesteriomente una disminucion significativa at dia 20 

(10.6 mmol). La concentracion mas baja de insulina fue e! dia 5 después de la inyeccion ip. (5.04 U/ml), coincidiendo con los 

niveles mas altos de glucosa. Para el dia 20 después de fa inyeccién ip, los niveles de glucosa estaban practicamente 

recuperados (19.6 jU/mi). Los valores de triglicéridos fueron mas elevados en el dia 9 (166 mg/dl) con disminucion al dia 20 (85.6 

madd). El colesterol total se ineremento paulatinamente después de la inyeccion alcanzando sus valores mas elevados en el dia 

20 (89 mg/dl). STZ: Los niveles de glucosa mas elevados fueron al 9° dia después de fa STZ (34.5 mmol), pero iniciaron su 

ineremento desde el 2° dia. Los niveles de insulina iniciaron su descenso desde los 30 minutos después de fa inyecci6n ip. y la 

concentracion mas baja fue el dia 20 (4 U/ml). Los triglicéridos alcanzaron su nivel mas elevado el dia 20 (182 mg/dl) después de 

la STZ, pero su elevaci6n se inicié desde ef dia 5. Las concentraciones de colesterol también alcanzaron su nivel mas elevado el 

dia 20 (94.2 mg/dl). Cuando se compararon los valores de glucosa e insulina entre los 2 grupos experimentales, hubo diferencia 

estadisticamente significativa ( p <0.005 ) en ta mayoria de los diferentes tipos estudiades. Microscopia electronica (ME) 8 dias: 

los acini glandulares, con desorganizacion parcial de fos componentes intracelulares en las células secretoras, distension del 

espacio intercelular, y diferente ubicacién de les nicleos en las células acinares. Desorganizacién en ta distribucion de ‘as 

cistemas de reticulo endoptasmico granular y la presencia de vacuolas claras de diferente tamaiio en el citoplasma de las células 

acinares. Numeresos granulos con un material finamente granular y de aspecto IUcido al haz de los electrones. Estas 

granulaciones estuvieron mezcladas entre los granules de zimogeno. Debido a la electrodensidad de los granulos de zimdgeno, no 

se pudieron identificar lisososmas. Se identificaron algunos citosegresomas, principalmente hacia la region basal de algunas 

células acinares, En los conductes excretores se identificaron células de citoplasma denso al haz de los electrones y células con 

citoplasma claro con moderada cantidad de organelos y muy escasos granulos esféricos limitados por membrana. Estas células 

claras fueron mas numerosas en algunos conductes de mediano calibre. La membrana basal de los tibulos excretores fue normal. 

30 dias: Desorganizacién de ios componentes celulares en numerosos acini glandulares, con una disminucién importante en 

granulos de zimdgeno electrodensos, mezclados con ganuios claros cuyo contenido fué un material finamente granular, 

semejante al observado a los 8 dias de la inyeccién de STZ. No obstante que fa mayoria de las células acinares mostraron 

Tegularidad en la distribucion de las cistemas de! reticulo endoplamico granular y del aparato de Golgi, en varias células acinares 

se obsetvé distorsién de esos elementos con desorganizacion estructural de fos mismos. Las mitocondrias se observaron lGcidas 

al haz de los electrones y de tocalizacion principalmente submembranal tanto en la region basal como en fas zonas laterales de 

jas células acinares. 

Se observaron cambios nucleares principalmente consistentes en irregularidad de la cistema perinuclear, aumento de la 

heterocromatina, y cambios morfolagicos semejantes a los observades en células con apoptosis. El nucleolo fué muy prominente 

en varias de estas células, algunas de las cuales se observaron binucleadas. 

Los conductes excretores mostraron cambios semejantes a los observados en el material correspondiente a los 8 dias de la 

inyecciin de STZ. El resto de las estructuras interacinares, interlobulares e interlobulilares, no mostraron alteraciones 

Morfologicas. 

Los hallazgos de nuestro estudio sugieren que las glandulas pardtidas de ratas con diabetes inducida por STZ, tenen alteraciones 

uftraestructurales que son mas importantes conforme avanza el tempo de evolucion de ta diabetes y que correlacionan con las 

alteraciones bioquimicas en los niveles de glucosa, insulina y lipides. 

 



ABSTRACT 

Studies related with the role of the salivary glands in the pathogenicity of diabetes are few and controversial. So we 

decided to analyze the morphological changes of the endocrine glandular system in experimentally induced diabetes 

in rats, searching for the morphological changes of the parotid gland in relation with the evolution of this metabolic 

disorder, In order to the determine the best experimentat mode! we induced diabetes with alloxan (AL) and with 

streptozotocin (STZ). 

108 male Sprague-Dawley rats with an average weight of 250+44 g were randomly allotted in two groups with 9 

subgroups each and subgroup with 3 experimental and 3 control rats. Diabetes was induced to 27 rats with an 

intraperitoneally injection (i.p.) of AL (120 mg/kg) 20 control rats received an ip. injection of the same volume of 

bidestilted water. STZ was ip. injected to 27 rats (60 mg/kg) and the control rats also received an i.p. injection of the 

same volume of bidestilled water. The determination of glucose, insulin, triglycerides and total cholesterol was 

performed 30 minutes, and 4, 2, 5, 7, 9, 12 and 15days after the diabetes induction. All the rats were weighted and 

from a sample of the tail vein blood, basa! levels of tiglycerides, total cholesterol, glucose and insulin were 

determined. Five days after the i.p. injection of STZ the body weight was significantly different. 

In AL rats glucose levels were higher the 5? day after i.p. injection (29.5 mmol/) with a significant reduction on day 20 

(10.6 mmol). The lowest levels of insulin (5.04 ,U/ml) were detected on day 5, coinciding with the highest levels of 

glucose. On day 20 after i.p. injection insulin was practically normal (19 U/ml). Triglycerides values were higher on 

day 9 (166 mg/dl) reducing its levels on day 20 (85.6 mg/dl). Total cholesterol levels increased gradually after ip. 

injection reaching the highest levels on day 20 (89 mg/dl). 

In STZ injected rats the highest glucose levels (34.5 mmol/l) were detected on day 9 after the i.p. injection but started 

increasing from day 2 on. The insulin levels started its decrease 30 minutes atter the ip. injection and the lowest 

concentration (4 U/ml) were detected on day 20. Triglycerides reached its highest levels (182 mg/di) on day 20, but 

the increase started on day 5. Cholesterol concentrations also reached the highest levels (94.2 mg/dl) on day 20. 

When the glucose and insulin levels of the 2 groups were compared there was a significant difference (p< 0.005) in 

most of the different times studied. 

Due to the fact that STZ was a better diabetes inductor we decided to perform the structural analysis of the parotid 

gland in the STZ treated rats. 

The ultrastructural analysis of the glandular acini revealed a partial disruption of the intracellular components of the 

secretory cells, distension of the intercellular space and a different localization of the acinar cells‘nuciei. Thera was 

also disruption of the granular endoplasmic reticulum and presence of clear vacuole of different sizes in the cytoplasm 

of the acinar cells. Remarkable was the presence of translucid granules located between the zimogen granules. Due 

to the electron density of the zimogen granules it was not possible to identified lisosomes. Citosegregosomes were 

identified mainly in the basal region of some acinar cells. In the excretory ducts there were cells with an electron 

denssity cytoplasm and cells with a clear cytoplasm with moderate quantity of organelles and scarce membrane 

limited spherical granules. These clear calis were more numerous in some of the mid caliber ducts. The basal 

membrane of the excretory ducts was normal. 30 days after the i.p. injection the glandular acini showed a disruption 

of the cellular components with an important reduction of the electron density zimogen granules, mixed with clear 

granules whose content was a finely granular material, similar to the one observed 8 days after the i.p. injection. 

Nevertheless that most of the acinar cells showed regularity in the distribution of the cistemae of the granular 

endoplasmic reticulum and the Goigi apparatus, in various acinar cells there was a distortion of that elements with 

structural disruption. Mitochondria were translucent fo the electron beam and were located mainly submembranal in 

the basal and in the lateral zone of the acinar cells. 

Nuclear changes were observed consisting in imegularity of the perinuclear cistem, increase of the heterochromatin 

and morphological changes similar to those observed in apoptotic cells. The nucleous was very prominent in many 

cells; some of them were binucleated. The excretory ducts showed changes similar to those observed in the 8 days 

material. The rest of the interacinar structures, interlobular and interlobulillar showed no morphological changes. 

The findings of this study suggest that the parotid gland of the STZ induced diabetic rats show ultrastructural 

alterations that are more important with the time of evolution of diabetes and that these alterations correlate with the 

biochemical alterations of glucose, insulin and triglyceride levels.



1. DIABETES MELLITUS. 

1.1 ANTECEDENTES, CONCEPTO. 

La expresién diabetes mellitus por si sola no define a la enfermedad; pero en la practica 

cualquier trastorno que produzca elevacion de la giucosa plasmatica después de ayuno 

tiende a denominarse diabetes mellitus. Algunas enfermedades se acompaflan de 

hiperglucemia persistente y de esta forma tienen caracteristicas para suponer el 

diagndéstico. 

En términos mas concretos, la diabetes mellitus es una enfermedad determinada 

genéticamente en la que el sujeto que la padece tiene alteraciones del metabolismo de 

carbohidratos, grasas y proteinas, junto con una relativa o absoluta deficiencia en la - 

secrecién de insulina y con grados variables de resistencia a ésta. Cuando la enfermedad 

alcanza pleno desarrollo, se caracteriza por hiperglucemia en ayunas y, en la mayoria de 

pacientes con larga evolucion de la enfermedad, por complicaciones microangiopaticas, en 

especial renales y oculares, asi como macroangiopatia con afeccion de arterias 

coronarias, enfermedad vascular periférica y neuropatia ‘4 

Aunque las diferencias fenotipicas mayores en los distintos tipos de diabetes clinica se 

conocen desde hace muchos afios, sélo en la ultima década se increment6 el 

conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad, empero de manera incompleta. Hasta 

ahora, dicho conocimiento indica que la diabetes es no solo la simple elevacién de glucosa 

en sangre, sino un trastorno muy heterogéneo que implica varias anormalidades. Esta 

heterogeneidad significa que hay diferencias entre grupos de pacientes en cuanto a 

etiologia y patogenia genéticas, ambientales e inmunolégicas, asi como en la historia 

natural y en la respuesta al tratamiento. De tal forma, la diabetes no es una simple 

enfermedad sino un sindrome que debe enfocarse desde el punto de vista integral. 

1.2, CLASIFICACION 

En 1979, el National Diabetes Data Group (NDDG)*, de ios Institutos Nacionales de Salud, 

en Estados Unidos, publicé la clasificacién de la diabetes mellitus y otras categorias de la 

intolerancia a la glucosa (cuadro 1). 

En el cuadro 1-2 se presenta la clasificacion que propuso el Comité de Expertos de la 

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1980 y que se revisd en 19858. 

Estas clasificaciones tenian en comun e! abandono de terminologia previa como diabetes 

quimica, iimitrofe, subclinica, iatente y diabetes sintomatica. 

En la clasificacion NDDG se requieren datos de laboratorio que confirmen caracteristicas 

genéticas e inmunolégicas para poder emplear el término de diabetes tipo | y que ademas, 

incluyan la medicion de anticuerpos contra islotes, que no pueden demostrarse en 10 a 

15% de los casos con diabetes mellitus dependiente de insulina. Exige ademas la 

determinacién de haplotipos y otros que sdlo se encuentran disponibles en centros de 

 



investigacion y por tanto fuera del alcance de laboratorios de rutina convencionales. El 

comité de expertos de la OMS prefiere el término de diabetes mellitus dependiente de 

insulina y no el de diabetes tipo |. 

En relacion con la diabetes mellitus tipo Il, ya que no existe una definicion realmente 

adecuada, se preferla la denominaci6n de diabetes mellitus no dependiente de insulina. 

1.2.1 Clases clinicas 

La diabetes mellitus se subdivide en cuatro grupos diferentes. El tipo | y el tipo Il son las 

formas clinicas mas frecuentes en el mundo occidental, mientras la relacionada con 

desnutricion (tercer grupo) es la forma clinica predominante en parte de Africa, Asia y el 

Caribe. El cuarto grupo comprende otras entidades que, en contraste con la diabetes 

primaria o esencial, es secundaria o asociada a ciertos sindromes genéticos raros. 

1.2.4.1 Tipo |. Diabetes mellitus dependiente de insulina 

Se subdividia en tipo IA o clasica y IB primaria o autoinmunitaria. La de tipo | representa 

acerca de 10% de todos los diabéticos del mundo occidental. Los factores genéticos son 

muy importantes en la mayoria de los pacientes, como lo manifiesta su asociacion con 

ciertos antigenos de histocompatibilidad (HLA) del cromosoma 6. Se han encontrado 

asociados con alta prevalencia los antigenos HLA B8, BW15, B18, Al, CW3, DW3, DW4, 

DR3 y DR4. En menor frecuencia los antigenos B7 y DW2. Segun el equilibrio que 

guarden la expresién de estos genes y el ambiente aumentara o disminuiré el dafio sobre 

la célula beta. Entre los factores ambientales, figuran ciertas infecciones virales y agentes 

quimicos superimpuestos o factores genéticos que pueden causar destruccién 

autoinmunitaria de células beta. De esta forma, por razones genéticas, existen formas de 

respuesta inmunitaria anormal (ligadas al sistema HLA), caracterizadas por autoinmunidad 

celular y humoral francamente anormales. Los anticuerpos contra insulina estan presentes 

en 80% de los pacientes al momento del diagndstico, pero desaparecen pocos aflos 

después en el curso de la enfermedad; ocurre en la infancia o en la adolescencia. En 

general, tiene inicio brusco con sintomas que obedecen a la falta de insulina (poliuria, 

polifagia, polidipsia, pérdida de peso, fatiga) y tendencia a la cetosis. 

La dependencia de la insulina implica que la administracion de la misma es esencial para 

prevenir cetosis espontanea, estado de coma y muerte. 

Dentro de la diabetes mellitus dependiente de insulina, un pequefio porcentaje tiene la 

autoinmunidad primaria involucrada (po 1B), al asociarse enfermedades autoinmunitarias 

endocrinas como la tiroiditis de Hashimoto, la enfermedad de Graves-Basedow, la de 

Addison, la insuficiencia gonadal primaria y otro tipo de enfermedades autoinmunitarias 

como anemia perniciosa, enfermedades del tejido conectivo, enfermedad celiaca y 

miastenia gravis. Estos pacientes tienen también antecedentes familiares de 

enfermedades autoinmunitarias y endocrinas. Este tipo de diabetes ocurre con mas 

 



frecuencia en mujeres que en hombres y cursa con inicio tardio de los sintomas diabéticos, 

usualmente entre los 30 y los 50 afios de edad. Estos pacientes tienen mayor asociacion 

con antigenos HLA DR3, mientras la clasica diabetes tipo | (A) se caracteriza por 

antigenos HLA DR4. 

1.2.1.2 Tipo Il. Diabetes mellitus no dependiente de insulina 

La diabetes mellitus tipo lI representa a casi 90% de todos los diabéticos del mundo 

occidental. También tiene bases genéticas que se expresan por una mayor ocurrencia 

familiar. Los factores ambientales y el estilo de vida influyen con fuerza en el 

desencadenamiento y evolucién de la enfermedad. Los pacientes con este padecimiento y 

sobrepeso son subclasifican como obesos. La obesidad cursa ademas con resistencia a la 

insulina, factor importante en la patogenia de la mayoria de pacientes con este tipo de 

diabetes. La hiperglucemia en ayunas y la curva de tolerancia a la glucosa suelen mejorar 

al corregir el peso. En la mayoria de pacientes el diagndstico se efecttia en la edad media 

de la vida. 
Una subclase especial de diabetes mellitus no dependiente de insulina incluye familias con 

diabetes que puede reconocerse en nifios, adolescentes y adultos jovenes y se define 

como diabetes tipo MODY (Maturity Onset Diabetes in Young). Se hereda con caracter 

autosomico dominante. Conviene aclarar que la mayoria de los diabéticos no 

dependientes de insulina no heredan la enfermedad en esta forma. 

En la diabetes tipo Il no se han encontrado asociaciones con ningun antigeno HLA, ni 

tampoco en la diabetes MODY. Sin embargo, tres tipos especificos de poblacion se 

asocian con diabetes tipo 2: indios Pimas con HLA-A2, Xhosas con HLA-A2 y Fijians con 

HLA-BW6. 

1.2.1.3 Diabetes mellitus asociada con desnutricion 

Ocurre en ciertas partes del mundo. Es mas frecuente en la diabetes dependiente de 

insulina. Tiene una frecuencia particular en la India y ciertas partes de Africa. Se observa 

en gente joven y se caracteriza por la grave desnutricion proteica y emaciacion. En 

algunos pacientes pueden evidenciarse calculos pancreaticos en la radiografia de 

abdomen. La diabetes de estos enfermos cursa con gran hiperglucemia sin cetosis. 

1.2.1.4 Otros tipos de diabetes 

Incluyen entidades secundarias 0 asociadas con ciertas alteraciones o sindromes; asi, se 

denominan diabetes asociada con acromegalia, o sindrome de Cushing, glucagonoma, 

etc. o bien, secundaria a la administracién de ciertos farmacos, como diuréticos, 

preparaciones a base de estrogenos, etc. 

 



  

Finalmente, la diabetes puede asociarse con defectos genéticos de los receptores de 

insulina, bien en el numero o en ja afinidad de éstos, o por defectos genéticos que cursan 

con anticuerpos contra receptores, con o sin enfermedad autoinmunitaria asociada. 

Las clases con riesgo estadistico son aquéllas en las que ciertos sujetos con 

anormalidades en la curva de tolerancia a la glucosa pueden clasificarse de acuerdo con 

el estado en que se encuentran (cuadros 1 y 2). 

Con base en estas clasificaciones es facil reconocer la necesidad de una reconsideracion 

como una necesidad en todo el mundo, por las razones que siguen. 

Las clasificaciones anteriores, no incorporaban e! aspecto dinamico de la enfermedad. 

Esta evoluciona y por lo tanto la expresion fenotipica varia en el mismo individuo, segun el 

tiempo de evolucién, la existencia de complicaciones, etc. Tampoco incorporaban la 

interrelacion estrecha entre resistencia a la accién de !a insulina y la secrecién de la 

hormona en la diabetes tipo II. Ademas, no tomaban en cuenta los conceptos actuales 

acerca de la historia natura! de la denominada tipo |, sobre todo en el periodo preclinico, ni 

eran flexibles para cambiar o adoptar de acuerdo con los avances de la investigacion 

actual. No tomaban en cuenta aspectos de terapéutica, mas que sdlo la dependencia o no 

de insulina. Para el investigador son muy simplistas, para el clinico demasiado rigidas y 

para el epidemidlogo demasiado complicadas. 

En Mayo de 1995 se reunid un Comité Intemacional de Expertos con el aval de la 

Asociacion Americana de Diabetes (American Diabetes Association), para analizar los 

conceptos vertidos en la literatura sobre el tema desde 1979 y decidié efectuar cambios en 

el diagndstico y en la clasificacion. Los resultados de consenso de dicho comité fueron 

publicados recientemente’ y los comentaremos a continuaci6n. 

Varios procesos patogénicos estan involucrados en el desarrollo de la diabetes y abarcan 

desde la destruccién autoinmune de las células beta del pancreas con la consecuente 

deficiencia de insulina, hasta las anormalidades que resultan de la accion de la resistencia 

a ésta’ 
La deficiente accién de la insulina se origina por la inadecuada secrecién de ésta y/o la 

disminucién de la respuesta tisular®. Estos defectos coexisten siempre en el mismo 

paciente: 

A) Existen diversos tastornos, la mayoria de ellos raros, pero que tienen en comun la 

intolerancia a la glucosa como hallazgo. 

B) Existen grandes diferencias en la prevalencia entre los diferentes grupos raciales 

alrededor del mundo®. 
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C) Los pacientes con intolerancia a la glucosa tienen también grandes variaciones 

fenotipicas (por ejemplo, los insulinodependientes con obesidad, los que tienen resistencia 

ala insulina, etc.). 

D) Existen evidencias genéticas, inmunoldgicas y clinicas que muestran que en los paises 

occidentales las formas de diabetes que inician primariamente en personas jovenes, son 

diferentes de aquellas formas que inician en la edad adulta. 

E) Existe un tipo de diabetes no dependiente de insulina en personas jévenes, que se 

hereda con caracter autosémico dominante y que es claramente diferente de la que inicia 

en nifios, que se conoce como Maturity Onset Diabtes in Young (MODY)*°. 

Sobre estas bases, el Comité Internacional de Expertos ha considerado proponer cambios 

a las clasificaciones del NDDG y de la OMS. 

Los principales aspectos considerados para dichos cambios son: 

1. Los términos insulinodependiente y no-insulinodependiente son eliminados debido a 

que son a menudo confundidos (en las siglas: DMID y DMNID) y se basan en el 

tratamiento solo con insulina, mas que en la etiologia. 

2. Los terminos tipo / y tipo Il deberaén continuar su uso, pero con numeros arabigos no con 

numeros romanos Tipo 1 y tipo 2. 

En el caso de la diabetes tipo 1, la mayor parte de los casos se asocia con marcadores de 

destruccién inmune de la célula 6 incluyendo anticuerpos antiinsulina, autoanticuerpos 

contra insulina, autoanticuerpos contra acido glutamico-descarboxilasa (GADes) y 

autoanticuerpos contra tirosin-fosfatasas IA-2, |A-2B'*"4. Por lo menos uno o mas de estos 

anticuerpos estan presentes en el 80-90% de los pacientes cuando tienen hiperglucemia 

de ayuno’* 12. 

En los casos en donde estos hallazgos no se pueden demostrar, debera clasificarse como 

tipo 1 idiopatica. 

3. La denominada tipo 2, es el tipo mas prevalente de diabetes y es resultado de la 

resistencia a la insulina con un defecto en su secrecién. Dentro de este tipo, esta el tipo 2, 

con predominio de la resistencia a !a insulina, que inicia en la edad adulta y que tiene una 

relativa deficiencia de insulina, mas que absoluta**s. 

Al menos desde el inicio y a io iargo de su vida, los individuos con este tipo (que son la 

mayor parte de diabéticos adultos en el mundo), no necesitan de insulina para sobrevivir. 

Asimismo, la mayor parte de los individuos que tienen la diabetes tipo 2, son obesos y la 

obesidad contribuye a cierto grado de resistencia a la insulina* ‘6. El hecho de tener 

aumento de la grasa abdominal, en las medidas antropométricas, aun sin tener el criterio 

de obesidad por sobrepeso; se ha asociado a resistencia a la insulina®. La mayor parte de 
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los pacientes con este tipo de diabetes son obesos y la obesidad por si sola causa 
resistencia a la insulina's."7, Los que no son obesos por sobrepeso, pueden tener aumento 

de la distribucion de grasa en la regidn abdominai'®. 

La cetoacidosis, no es un evento frecuente en la diabetes tipo 2, pero cuando se presenta, 

se asocia con enfermedades subyacentes como infecciones graves'*2°. 
La diabetes tipo 2, a menudo pasa desapercibida durante mucho tiempo (meses o ajfios) 
antes de que ia hiperglucemia se haga evidente?*25, sin embargo tales pacientes tienen 

mayor riesgo de desarroliar complicaciones macro y microvasculares?*26, Estos pacientes 

pueden tener niveles normales o elevados de insulina, con niveles elevados de glucosa en 

sangre”°. Ello traduce un efecto de resistencia a la insulina y un defecto para compensaria. 
La resistencia a la insulina puede mejorar con reduccién de peso corporal y/o tratamiento 

farmacoldégico de la hiperglucemia que por si sola, ésta Ultima regresara a lo normal?228, 
El riesgo de desarrollar diabetes tipo 2, se incrementa con la edad, con la obesidad y con 
la pérdida de la actividad fisica?@. Esto ocurre mas frecuentemente en mujeres con 

diabetes gestacional y en individuos con hipertension arterial e hiperlipidemia; con 

variaciones en diferentes grupos étnicos?"~, 

4. La clasificacién del tipo de diabetes relacionada con la desnutricion desaparece, ya que 

la teoria de que la diabetes se origina por una deficiencia proteica nunca fue convincente. 
La enfermedad del pancreas fibrocalculosa (subtipo de la asociada a desnutricidn) ha sido 

reclasificada como una enfermedad del pancreas exdcrino. 

5. El estado de intolerancia a la glucosa (IGT= impaired glucose tolerance) permanece 

dentro de la clasificacion. Asimismo, se incluye ahora, un estado intermedio de intolerancia 

a la glucosa en ayunas, que se denominara infolerancia a la glucosa en ayunas (IFG= 

impaired fasting glucose). 
Los estados de /GT e IGF reflejan pasos intermedios entre la diabetes y la homeostasis de 
la glucosa. El término de /GF se refiere a los niveles de la glucosa plasmatica de ayuno 
(FPG) > 110 mg/di (6.1 mmol/l) pero < a 140 mg/dl.(7.8 mmol/l). En la nueva clasificacion 

se ha tomado la FPG de 110 mg/dl, como superior a la “normal” y aunque es un poco 

arbitraria, pero es el limite en el cual la fase de secrecién aguda de insulina se pierde en 

respuesta a la administracidn endovenosa de glucosa 2’ y es asociado con un riesgo 
mayor de desarrollar complicaciones macro y microvasculares 2832, 

Muchos individuos con /GT son euglucémicos y pueden tener niveles normales o casi 

normales de hemoglobina glucosilada* y manifiestan hiperglucemia sdlo cuando son 
sujetos dé ufia carga oral de 75 gr de giucosa. 

En ausencia de embarazo, la IGF y la /GT no son entidades clinicas que por si solas, pero 
algo contribuyen como factores de riesgo para futura diabetes y enfermedad 

cardiovascular. 
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6. La clasificacién de Diabetes Mellitus Gestacional permanece igual que en las 

clasificaciones previas (NDDG y OMS). 

7. El grado de hiperglucemia puede tener variaciones en ia evolucion de la enfermedad 

(cuadro 4) 

CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA DIABETES MELLITUS 

Los criterios diagnésticos han sido modificados de los recomendados por las 

clasificaciones anteriores. Los criterios revisados para el diagnéstico se observan en el 

cuadro 

Hay tres formas posibles de diagnosticar diabetes y cada una debe ser confirmada. 

Por ejemplo, un paciente con sintomas clasicos con una elevacion casual de glucosa 

plasmatica > 200 mg/dl, debe ser confirmada al dia siguiente con FPG > 126 mg/dl, curva 

de tolerancia oral con carga de 75 gr de glucosa, con cifras > 200 mg/dl a las 2 horas. 

Para fines de realizar estudios epidemioldgicos que estimen la prevalencia y la incidencia 

de diabetes, pueden basarse en una glucosa plasmatica de ayuno (FPG) > 126 mg/dl. 

Esta recomendacion la hace el Comité de Expertos con el propésito de estandarizar 

criterios y facilitar el campo de trabajo, especialmente para disminuir costos y tiempo, que 

permitiria realizar mayor numero de estudios en grandes grupos de poblacién sin tener 

que efectuarles necesariamente a todos, curva de tolerancia a la glucosa. 

Esta recomendacién pudiera tender ligeramente a disminuir la estimacion de la 

prevalencia que si se utilizara la combinacién de FPG y curva de tolerancia a la glucosa. 

El Comité de Expertos reconoce que puede haber grupos de pacientes con categorias 

intermedias que no retinan las categorias para el diagnostico de diabetes: 

FPG < 110 mg/dl = Glucosa de ayunas normal 

FPG > 110 mg/dl y < 126 mg/dl = IFG = Intolerancia a la glucosa de ayuno. 

FPG > 126 mg/dl = diagnéstico provisional de diabetes que 

debe confirmarse como ya se menciono. 

Las categorias correspondientes cuando se utiliza 1a Curva de Tolerancia a la Glucosa 

(CTG) son: 

Alas 2h postcarga (2hPG) < 140 mg/di = Tolerancia a la 

giucosa normai. 

2nPG > 140 mg/dl y < 200 mg/dl = IGT 
2hPG > 200 mg/dl = diagndstico provisional de diabetes que 

debe confirmarse como se menciono. 
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El tener el punto de corte de 2h-CTG de 140 mg/dl identificara a mas personas con 

alteraciones de la homeostasis de glucosa, mas que 110 mg/dl en ayunas. Esto es 

esencial para que los investigadores mencionen que parametro utilizan en sus estudios de 

investigacion. 

Cuadro 1. Clasificacién de diabetes mellitus y otras categorias relacionadas (Grupo 

Nacional de Datos sobre Diabetes, Institutos Nacionales de Salud, Estados Unidos, 

1979) 

CLASES CLINICAS 
DIABETES MELLITUS 

Diabetes mellitus dependiente de insulina o tipo | (DMID) 

Diabetes mellitus no dependiente de insulina o tipo Ii (DMNID) 

No obeso 

Obeso 
Diabetes asociada con otras situaciones o sindromes 

Enfermedad pancreatica 

De etiologia hormonal 

Inducido por sustancias quimicas o farmacos 

Anormalidades del receptor de insulina 

Sindromes genéticos 

Miscelaneas 

Diabetes mellitus gestacional (DMG) 

ANORMALIDADES DE LA TOLERANCIA A LA GLUCOSA (ATG) 

No obeso 

Obeso 
Asociada con otras situaciones o sindromes (misma subdivision de la DM asociada con 

otras situaciones o sindromes) 

CLASES CON RIESGO ESTADISTICO 

Anormalidad previa de tolerancia a la giucosa DM o ATG previas, sin alteracion bioquimica 

presente. 

Anormalidad potencial de la tolerancia a la glucosa. Pacientes con historia familiar de DM, 

macrosomia, problemas obstétricos, miembros de ‘ribus con prevalencia alta de DM, 

gemelo idéntico a otro con diabetes, anticuerpos a islotes positivos, obesos. 
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*Sujetos con tolerancia a la glucosa normal, pero con riesgo aumentado de desarrollar 

diabetes. 

1.3. Clasificacién de la diabetes mellitus. Comité de Expertos de la OMS. 
Cuadro 2. Clasificacién de la diabetes mellitus y otras categorias relacionadas. 

Comité de Expertos de la OMS, 1985 

A. CLASES CLINICAS 
DIABETES MELLITUS 

Diabetes mellitus dependiente de insulina (DMID) 
Diabetes mellitus no dependiente de insulina (DMNID) 

No obeso 

Obeso 
Diabetes mellitus relacionada con malnutricion (DMRM) 
Diabetes pancreatica fibrocaiculosa 
Diabetes relacionada con desnutrici6n con deficiencia proteica 

Diabetes asociada con otras situaciones o sindromes 

Enfermedad pancreatica 
Enfermedad de etiologia hormonal 

Inducida por sustancias quimicas o farmacos 

Anormalidades de la molécula de insulina o sus receptores 

Ciertos sindromes genéticos 

Miscelaneas 
Diabetes mellitus gestacional (DMG) 

ANORMALIDAD DE LA TOLERANCIA A LA GLUCOSA 

No obeso 

Obeso 
Asociada con otras situaciones o sindromes 

B. CLASES CON RIESGO ESTADISTICO 

Anormalidad previa de tolerancia a la glucosa 

Misino criterio que GNDD 

Anormatidad potencia! de tolerancia a la glucosa 

Mismo criterio que GNDD 

* Sujetos con tolerancia a la glucosa normal, con riesgo aumentado de desarrollar 

diabetes. 
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1.4 Clasificacion de la Diabetes Mellitus, Comité de Expertos de la ADA. 

Cuadro 3. Clasificacion etiolégica de fa Diabetes Mellitus. Comité de Expertos dela 

American Diabetes Association, 1997. 

|. Diabetes tipo 1* (destruccién de células 8, que conduce a una deficiencia absoluta de 

insulina): 

A. Mediada por mecanismos inmunolégicos 

B. Idiopatica 

lI. Diabetes tipo 2* (con variaciones desde la resistencia a la insulina predominante con 

relativa deficiencia de insulina al defecto en la secrecion predominante con resistencia a la 

insulina). 

lll. Otros tipos especificos: 

A. Defectos genéticos de la funcién de la célula B en: 

1. Cromosoma 12, HNF-1aa ( MODY 3). 
2. Cromosoma 7, glucocinasa ( MODY 2). 
3. Cromosoma 20, HNF-4a ( MODY 4). 
4, ADN mitocrondrial. 
5, Otras. 

B. Defectos genéticos en la accion de la insulina 

1. Resistencia a la insulina tipo A 

2. Leprechaunismo 

3. Sindrome de Rabson-Mendehall 

4, Diabetes fipoatrofica 

5. Otras. 

C. Enfermedades del pancreas exdcrino 

1. Pancreatitis 

2. Traumatismo/pancreatectomia 

3. Neoplasia 

4. Fibrosis quistica 

5. Hemocromatosis 

6. Pancreatopatia fibrocaiculosa 

7. Otras 

D. Endocrinopatias 
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1. Acromegalia 
2. Sindrome de Cushing 
3. Glucagonoma 
4. Feocromocitoma 

5. Hipertiroidismo 

6. Somastotatinoma 
7. Aldosteronoma 

8. Otras 

Sustancias quimicas o drogas capaces de inducir 

diabetes: 

1. Pentamidina 

2. Acido nicotinico 

3. Glucocorticoides 

4. Hormona tiroidea 

5. Diazéxido 

6. Agonistas B-adrenérgicos 
7. Tiazidas 

8. Difenilhidantoina 

9. a-interferon 

10.Otras 

Infecciones 

1. Rubedla Congénita 
2. Citomegalovirus 

3. Otras 

Formas poco comunes de diabetes mediada 
inmunoldgicamente: 

1. “Sindrome del Hombre rigido” 
2. Anticuerpos contra e! receptor de insulina 
3. Otras 

Otros sindromes que algunas veces se asocian con 

diabetes: 

{. Sindrome de Down 

2. Sindrome de Klinefelter 

3. Sindrome de Turner 

4. Sindrome de Wolfram 

5. Ataxia de Friedriech 

6. Corea de Huntington 
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7. Sindrome de Lawrence Moon Beidel 

8. Distrofia mioténica 

9. Porfiria 

10.Sindrome de Prader Willi 

11.0tras 

\V. ° Diabetes Mellitus Gestacional (GDM) 

* Los pacientes con alguna de estas formas pueden requerir tratamiento con insulina en 

alguna etapa de la enfermedad. El uso de insulina no clasifica por si solo al paciente. 

Cuadro +4. Atteraciones de la glucosa, ellologia, tipos y etapas. 

  

  

        

Regulacién Normal Intolerancia 2 la Glucosa Diabetes Mellitus 
Tipos de glucosa Intolerancia a la Glutosa 

dea No requiere uiere Insulina — Requiere ed 9 Req au 

Insulina para su contol para sobrevivir 

Tipo 1 

Tigo 2 

Ovos tpos 

Diabetes Gestacional   
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1.5 Criterios para el Diagnéstico de Diabetes Mellitus 

Cuadro 5. Criterios para el Diagnéstico de Diabetes Mellitus. 

1. Sintomas de diabetes y una elevacion casual de glucosa plasmatica > 200 mgjdl.(11.1 

mmol/l) Casual se refiere como en cualquier tiempo y dia pero sin relacion con el tiempo 

del ultimo alimento. Los sintomas clasicos son: poliuria, polidipsia y pérdida de peso 

inexplicable por otras causas 

6 

2. FPG > 126 mg/dl (7.0 mmol). Ayuno es definido como ia no-ingestién de calorias por lo 

menos en las 8 horas anteriores. 

6 

3. 2h PG > 200 mg/dl durante una CTG. La prueba debe ser realizada con los criterios de 

ta OMS, utilizando 75 gr de glucosa para la carga oral disuelta en agua. 

2. DIABETES EXPERIMENTAL 

Los modelos genéticos que semejan a la diabetes mellitus tipo 2, son producidos a través 

de seleccién de especies, mutaciones espontaneas o ingenieria genética. Algunos 

ejemplos incluyen a los ratones db/db, los ob/ob, los KK, los NZO, las ratas fa/fa Zucker y 

las diabéticas faffa Zucker. La mayoria de esos modelos tienen grados variables de 

hiperglucemia, de insulinemia y de obesidad. 

Quimicamente, la diabetes mellitus, puede ser inducida por !a inyeccién de diversos 

agentes, siendo el mas usado, la estreptozotocina 

Los modelos genéticos o quimicos que semejan a la diabetes mellitus tipo 1, son los que 

ocasionan reducci6n del numero de céluias B°*. Estos inciuyen a ios ratones NOO y a las 

ratas diabéticas BB. En esos animales, la diabetes ocurre espontaneamente con una total 

dependencia de insulina exogena para poder sobrevivir. Desde el punto de vista quimico, 

se pueden clasificar a los agentes en: 
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1). Aquellos que causan dafio especifico a la célula B, 

2). Aquellos que causan inhibicién temporal de la produccion y/o 

secreci6n de insulina. 

3). Aquellos que causan inhibicién de la eficacia metabolica de la insulina 

en los érganos blanco. 

En general, los agentes quimicos de la primera categoria producen lesiones que ocurren 

durante la destruccién de la célula B semejante a lo que ocurre con diabetes tipo 1. Estos 

agentes permiten estudiar a los modelos animales por tiempo profongado ya que producen 

lesiones practicamente de largo plazo. La aloxana un analogo ciclico de la urea, fue el 

primer agente en ésta categoria, que se informé para producir diabetes permanente en 

animales de laboratorio® La estreptozotocina ha reemplazado a la aloxana y en la 

actualidad es el principal agente utilizado para producir diabetes experimental. Ello se 

debe a su gran selectividad por la célula B°’, la menor mortalidad de los animales y su 

vida media prolongadamente activa en el cuerpo del animal *. 

2.1 MECANISMO DE LA ACCION DIABETOGENICA DE LA ALOXANA (AL) 

Fue el primer agente diabetogénico descubierto por Dunn and Mc Letchie 

accidentalmente que producia necrosis de las células de los islotes del pancreas de 

conejos. in vitro, la aloxana posee una capacidad especifica inhibitoria y citotoxica sobre 

las células beta, sin afectar a otras células de los islotes 8. Sin embargo, ese mecanismo 

de accion no es del todo conocido. Algunos estudios reflejan el hecho de que aloxana 

ejerce su efecto interactuando en la membrana de las células B originando una necrosis 

selectiva 3 . Se ha informado, que inhibe |a liberacion de insulina a la estimulacion con 

glucosa “; y que a dosis elevadas produce necrosis de las células B- con una deficiencia 

de insulina, con cetosis. 

La aloxana es un potente toxico a la célula 8 de ratones; es soluble en agua y tiene alta 

afinidad por los grupos tiol y por el Zn** e inhibe la hexokinasa y otras enzimas 4. En 

ciertas especies, dichas caracteristicas quimicas de la aloxana, son responsables de la no- 

aparicion de los efectos diabetogénicos. De ese modo es posible que la interferencia con 

el metabolismo de esos elementos pueda ser importante en la accion de la droga 594, 

Okamoto ai estudiar el mecanismo de accion de la aloxana propuso un modelo en el cual, 

la fragmentacion del DNA nuclear de fas células 8 era importante para la induccion de ta 

diabetes con acumulacion de radicales hidroxilo y superoxido “, Actualmente, las dosis 

bajas de aloxana para inducir diabetes experimental, ocasionan una reduccion parcial de 

la masa de células B y produce un moderado estado de deficiencia de insulina, sin cetosis 

y también con resistencia a la insulina +“ 
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Se ha informado también, que la sensibilidad a este agente varia con la especie, la cepa, 

el sexo, la edad y el estado nutricional 4. 

2.2 MECANISMO DE ACCION DIABETOGENICA DE LA ESTREPTOZOTOCINA (STZ) 

La estreptozotocina es un antibiético de amplio espectro proveniente del Streptomyces 

achromogenes. La accion diabetogénica inicial fue descrita por fos Laboratorios Upjohn 

durante las pruebas como potencial antibiético. No obstante, el primero que describié la 

necrosis de las células B asi como la elevacién de los niveles de glucosa en sangre 

después de la dosis endovenosa del farmaco, fue Rakieten® quien la describid, tanto en 

ratas como en perros. 

La estructura quimica de la estreptozotocina incluye a una molécula de glucosa con alta 

reactividad en la cadena lateral de la nitrosourea y es asi como se inicia la accion 

citotoxica. La glucosa atrae directamente a éste agente a la célula B del pancreas, donde 

se une al receptor de membrana y ocasiona el dafio estructural. Cuando se sustituye a la 

glucosa por otros azUcares, disminuye la eficacia de la induccién de la diabetes, lo que 

sustenta la idea de que los receptores de membrana son estereoespecificos o bien que 

tengan reconocimiento especifico de la membrana probablemente a través de 

transportadores como GLUT 2 “7. 

Ya en el Ambito intracelular ocurren frecuentemente 3 fenodmenos responsables de la 

muerte de la célula B: 1) Procesos de metilacion, 2) Generacién de radicales libres y 3) 

Produccion de oxido nitrico. 

2.2.1. Procesos de metilacién: 

El efecto deletéreo de la estreptozotocina resulta de la generacion altamente reactiva de 

iones carbonio (CH3,). Estos iones causan ruptura del DNA por alquilacion de las bases 

del DNA en varias posiciones® originando activacién de enzimas nucleares poli-sintetasa 

(ADP-ribosa) como parte del mecanismo reparador celular. Como nucledtidos celulares, 

particularmente el NAD*, son utilizados como sustratos por enzimas nucleares, ocurriendo 

asi una profunda disminucién en NAD* dentro de los primeros 20 minutos. En efecto, un 

abrupto e irreversible agotamiento del NAD*, conduce a una cesacion de la energia y 

metaboiismo proteico dependientes de NAD*, iievan jinaimente a ia muerte ceiuiar. 

2.2.2. Radicales libres: 

Se ha demostrado que el peréxido de hidrogeno puede ser producido en los islotes del 

pancreas después de la exposicion a la estreptozotocina tanto in vivo como in vitro “5°. La 
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superoxido-dismutasa, enzima que ha demostrado dar proteccién contra las acciones 

diabetogénicas de la estreptozotocina, ha permitido suponer que el estrés oxidativo juega 

un papel en la toxicidad celular de la estreptozotocina *. 

2.2.3, Oxido nitrico: 

Se ha propuesto al dxido nitrico, dentro de las sustancias que actuan para mediar los 

efectos diabetogénicos de la estreptozotocina. No queda claro el mecanismo preciso de 

accién que conduce a la generacién de Oxido nitrico, sin embargo dicha produccién de 

éxido nitrico generada por estreptozotocina, parece estar involucrada en la citotoxicidad 

hacia las células B ®. 

También recientemente, se ha integrado una hipdtesis que intenta explicar el mecanismo 

de accién de la estreptozotocina, a través de la produccién de superdxido que genera 

superoxinitritos. Estos a su vez, se disocian en Oxido nitrico y radicales hidroxilo que 

conducen a dafiar el DNA de Ia célula B produciendo apoptosis. Cualquiera que sea el 

mecanismo, el DNA nuclear y mitocondrial son reparados utilizando la poli-sintetasa (ADP- 

ribosa) nuclear. La actividad de ésta enzima se incrementa de manera importante dentro 

de los 10 minutos después de la inyeccion de la estreptozotocina. Esta enzima utiliza 

como sustrato a NAD la cual disminuye notablemente dentro de los 20 minutos después de 

la inyeccién, con ello se producen unidades de ADP-ribosa, necesarias para reparar el 

DNA *. 
Después de multiples inyecciones de estreptozotocina a dosis bajas, existen degeneracion 

de islotes por accién directa citot6xica, lo cual inicia la respuesta inflamatoria con 

migracion de células mononucleares y la transformacion a macrofagos*. Dichas células 

fagocitan a las células B, liberando mediadores quimicos celulares e infiltracién de 

linfocitos®. 

Diversos mecanismos han sido postulados para explicar porque ocurren estos efectos 

fatales y selectivos sobre las células B, que incluyen; la elevada afinidad de la 

estreptozotocina sobre la membrana de la célula f; la presencia de grupos SH con 

sensibilidad especial a las interacciones oxidativas; la baja capacidad de las células B para 

deshacerse de radicales libres y por Ultimo, una disminuida relacin NAD*/DNA en isiotes, 

comparada con Ia de otros tejidos. 

2.3. RELACION DE LA DOSIS DE ESTREPTOZOTOCINA CON LA SEVERIDAD DE LA 

DIABETES. 

Desde el inicio de la utilizacion de la estreptozotocina en 1963 por Rakieten y 

colaboradores*, ésta ha sido administrada en un amplio rango de dosis, vias de 

administracion tanto en ratas como en otros animales. 
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Junod y colaboradores fueron los primeros en describir el patron trifasico de cambios en la 

glucosa sanguinea e insulina en las 24 horas siguientes a la administracion de 65 mg/ kg 

de la droga, en ratas macho de la cepa Wistar. Una hiperglucemia inicial que fue seguida 

de un periodo critico de marcada hipoglucemia, la cual traducia una desgranulacién 

masiva de las células ® con una gran cantidad de insulina pancreatica liberada. La 

hiperglucemia uniforme se establecié dentro de las 24 a 48 horas siguientes, 

permaneciendo las cifras de glucosa de 3 a 4 veces por arriba de lo normal, con una 

reduccién de insulina plasmatica y pancredtica de 5% con respecto a los controles®. 

Aunque estos animales son deficientes en insulina, no requieren suplementos de insulina 

para sobrevivir un tiempo y no desarrollan cetonuria. Después de una sola dosis de 

estreptozotocina, la necrosis de la célula 8 puede detectarse dentro de 2 a 4 horas en el 

examen ultraestructural y dentro de 24 horas con microscopia de luz®. Asi, 4 dias después 

de la administracién de estreptozotocina en ratas adultas, los islotes remanentes muestran 

desgranulacion y proliferacion celular que puede durar varios meses y probablemente la 

preexistencia de precursores de células B mas que transformacién de células acinares o 

ductales dentro de la célula B*. 

El grupo de Junod también establecio que la dosis de 25 mg/kg de estreptozotocina, no 

produjo una hiperglucemia después de 7 dias. 

La dosis de 100 mg/kg de estreptozotocina causa necrosis severa de las células B. La 

desintegracion y la fagocitosis de las células necroticas son rapidas sin evidencia de 

inflamacion visible después de 3 dias. De la misma forma, hubo una marcada elevacién de 

glucosa sérica dentro de las primeras 24 horas y cetonuria importante con muerte de la 

mayor parte de los animales, debido a la pérdida de insulina y a la falta de insulina 

exogena para suplir a la primera. Dosis entre 25 y 100 mg/kg tuvieron una variacion en la 

severidad de la diabetes, tanto en la elevacion de !a glucosa como en la disminucion de la 

insulina pancreatica. La relativa severidad se reflejo en los cambios en el peso corporal de 

las ratas en un periodo de 5 semanas, con las ratas que recibieron entre 55 y 65 mg/kg de 

estreptozotocina, no aumentaron de peso. 

Con dosis de 35 mg/kg, el 25% de las ratas recuperaron espontaneamente la diabetes que 

habian presentado al inicio, con una correlacion entre la insulina pancreatica y !a 

recuperacién de la diabetes. También demostraron que una segunda inyeccién de 

estreptozotocina, produjo diabetes de manera similar a la primera inyeccién, por ejemplo; 

dos inyecciones de 25 mg/kg con algunos dias de diferencia, provocaron diabetes de 

manera similar a una sola dosis de 50 mg/kg, incluso con la primera dosis de 25 mg no 

tuvieron signos clinicos de diabetes. Todos estos datos sugieren que el contenido de 

insulina pancreatica es una buena forma de medir la severidad de la diabetes. 

Los hallazgos de! grupo de Junod con relacion a la dosis-respuesta de la estreptozotocina 

fueron confirmados por Bar-On® quien administro entre 25 a 85 mg/kg de la droga a ratas 

Sprague-Dawiey con pesos entre 150 a 200 g. Las dosis de 25 a 35 mg/kg no 

incrementaron a glucosa plasmatica ni los triglicérides, mientras que dosis de 45 a 55 

mg/kg, si la incrementaron. La estabilidad a largo plazo de la condicién diabética fue 
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analizada por Ar’Rajab ® quien utilizé ratas macho Sprague-Dawley con pesos de 240 a 

260 g, administrando dosis de 50 a 70 mg/Kg de peso de estreptozotocina. 

Los estudios mencionados informan una dependencia de las dosis de estreptozotocina, sin 

embargo, no hay un consenso sobre las dosis en particular. Mientras que Junod y su 

grupo utilizaron ratas Wistar en ayuno antes de la inyeccién de estreptozotocina, Ar’Rajab, 

y Bar-On utilizaron ratas Sprague-Dawey, sin que estuvieran en ayunas antes de la 

inyeccién de la droga. Bar-On encontro al menos una muerte de seis animales con dosis 

de 55 mg/kg, mientras que Ar’Rajab no encontré muertes. Resultados de otros estudios 

que se muestran en el siguiente cuadro, indican que aun cuando la ruta de administracion 

y la dosis de estreptozotocina son constantes, existe una amplia variabilidad en ia 

severidad de la diabetes, entre los diferentes grupos de investigadores y con diferentes 

cepas de ratas. 

Cuadro 6. Rutas de Adminsitracién de la Estreptozotocina 

  

  

Dosis Peso Cepa Glucosa Referencias 
Ruta (mg/Kg)  (g) (mmolll) 

iv 50 100-200 Sherman 16.5 46 

iv 25-100 170-230 Wistar variable 56 

iv 25-85 150-250 Sprague-Dawley variable 58 

iv 30-70 250 
iv 30-100 150-200 Sprague-Dawley variable 60 

ip 40-60 350-450 Wistar variable 61 

ip 100 200 Sprague-Dawley 25.3 62 

ip 35 260-270 Wistar 27.5 63 

ip 100 180-220 Sprague-Dawley >16.6 64 

ip 70 140-160 Sprague-Dawley 23.9 65 

ip 50 200-225 Sprague-Dawey 25.3 66 

sc 40 dos veces 170-190 Sprague-Dawley 25 67 

sc 40 dos veces 
ic 65 290-350 Sprague-Dawley 15.9 68 

im 20-120 100-300 Sprague-Dawley variable 69     
  

Claves: iv = intravenosa, ip = intraperitoneal, sc = subcutanea, ic = intracardiaca, im = 

intramuscular 
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2.4 PREPARACION DE LA ESTREPTOZOTOCINA 

La estabilidad maxima de la droga es con un pH de 4. Dicha estabilidad se pierde si el pH 

aumenta o disminuye. Como consecuencia, la mayoria de los investigadores la preparan 

en un amortiguador de citratos ajustando el pH a 4.6 6 en solucién salina a! 0.9%, 

acidificada a pH de 4.5 inyectando !a solucién dentro de un corto tiempo (5 minutos 

aproximadamente). El requerimiento convencional para el pH de 4.6 en amortiguador de 

citratos fue puesto en duda por Axler ® quien encontré una efectiva accion diabetogénica 

en solucién salina a pH de 7.2, incluso cuando la solucién fue calentada a 37°C por 30 

minutos antes de ser inyectada a ratones hembra BALB/c. Povoski’' utilizo soluciones de 

estreptozotocina preparadas y almacenadas a 6°C por varios dias para inducir diabetes en 

hamsters dorados; no encontrando diferencias en los niveles de glucosa plasmatica al dia 

9 después de la inyeccién de estreptozotocina. EI utilizé soluciones frescas comparadas 

con las almacenadas a temperatura ambiente por 7 dias. La dosis utilizada fue de 50 

mg/kg inyectadas intraperitonealmente por 3 dias consecutivos. Los niveles de glucosa 

plasmatica 9 dias después de la inyeccién final, fueron de 16.2 a 17.8 mmol/l. Los autores 

concluyen que es preferible preparar la solucién de estreptozotocina, equilibrarla o ajustar 

su pH y almacenar alicuotas a 6°C. 

2.5 SUSCEPTIBILIDAD A LA ESTREPTOZOTOCINA EN LAS DIFERENTES CEPAS DE 

RATAS. 

Ramanadham y colaboradores” han utilizado ratas Wistar y Wistar- Kyoto con pesos de 

175 a 200 g con dosis de 55 y 65mg/kg por via endovenosa. Diferencias en los niveles de 

lipidos sanguineos fueron evidentes entre las dos cepas. Asi por ejemplo las ratas Wistar- 

Kyoto desarrollaron hiperlipidemia menos severa y menor afeccion cardiaca que las ratas 

de la cepa Wistar, estudios que también han sido confirmados al ser estudiadas por 

Rodrigues’. Es de llamar la atencién que en las ratas Wistar-Kyoto, no se demostro una 

elevacion importante de los niveles de trigiicéridos plasmaticos a pesar de haber utilizado 

dosis elevadas de estreptozotocina (75 mg/kg). Las diferencias en Ja respuesta 

diabetogénica de la estreptozotocina entre esas dos cercanas cepas de ratas, indica que 

existe diferente tipo de respuestas entre las diferentes cepas de ratas. Otras cepas pueden 

ser ain mas sensibles a los efectos de ia esireptozotocina. Por ejemplo, en ratas 

esponténeamente hipertensas, los niveles séricos de glucosa y triglicéridos se elevan 

después de la administracion de una dosis de 35 mg/kg de la droga, mientras que en la 

cepa de ratas Wistar-Kyoto, no tuvieron mayor elevacion 74. 
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3. LAS GLANDULAS SALIVALES. 

3.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS 

Las glandulas salivales humanas se localizan en la cavidad bucal y tienen conductos que 

se abren al interior de la cavidad misma. Existen tres pares de glandulas mayores, las 

cuales est4n clasificadas como glandulas salivales mayores o glandulas salivales 

propiamente dichas, estas son, las parétidas, las submaxilares y las sublinguales’® . 

Las pardtidas estan colocadas por debajo y enfrente del oido, tienen un conducto 

denominado parotideo o de Stenon que se abre a la cara interna de la mejilla. Las 

submaxilares y sublinguales situadas entre la mandibula y la parte inferior de ia lengua, las 

sublinguales tienen un conducto denominado conducto de Wharton. 

Ademas hay numerosas glandulas pequefias ampliamente distribuidas en la mucosa y 

submucosa de la cavidad oral; estas son conocidas como las glandulas salivales menores. 

De acuerdo a las substancias que las células secretoras elaboran, las glandulas pueden 

ser mucosas, serosas y mixtas’®. Las células secretoras de las glandulas mucosas 

elaboran una secrecién viscosa que contiene mucina. La porcion secretada de las 

glandulas serosas tiene una secreci6n liquida rica en alumina y finalmente, las glandulas 

mixtas tienen células productoras de porciones serosas y moco. Las glandulas 

sublinguales son predominantemente mucosas con muy pocos acinos serosos7*. Las 

glandulas pardtidas son exclusivamente serosas, sin embargo, dentro de los lobulos se 

pueden encontrar células grasas entre los acinos serosos. Los nicleos de las células 

serosas son redondos y estan localizados en !a region basal de la célula. Se identifican 

células mioepiteliales en los acini. El sistema de conductos de esta glandula es 

esencialmente similar a los de la glandula submaxilar (intercalada, estriada y excretora). 

Los linfocitos y las células plasmaticas son evidentes en el tejido conjuntivo que rodea a 

los acini y los conductos pequefios de las glandulas salivales. 

De acuerdo a lo anterior, queda claro que mientras la funcién exdcrina de jas glandulas 

salivales es mejor conocida”*, la funcién enddcrina es representada por algunos péptidos 

biolégicamente activos, aunque sdlo algunos de ellos estan relacionados con el 

metabolismo de los carbohidratos ”. 

3.2 SU RELACION CON LA DIABETES MELLITUS. 

Se ha demostrado que, los extractos de glandulas submaxilares tienen efectos 

hiperglucemiantes cuando son inyectados a animales® y coro contraparte, ia extirpacion 

bilateral de las glandulas submaxilares o la atrofia acinar debida a la ligadura del conducto 

salival, ocasiona disminucién de los niveles de glucosa tanto en animales sanos como en 

diabéticos’**!, asi como en seres humanos con diabetes mellitus®. 

Algunos investigadores sostienen que estos hallazgos indican la presencia de una 

sustancia similar al glucagon en esos organos. El glucagon inmunorreactivo®, y las células 

26 

 



  

neuroendocrinas han sido encontrados en glandulas submaxilares humanas y animales. 

Mas atin, los granulos neuroendécrinos se han visto incrementados en las glandulas 

submaxilares de un pequefio grupo de pacientes diabéticos y también en ratas a las que 

se les indujo diabetes mellitus con estreptozotocina®4. Estos hallazgos, fueron después 

reproducidos en seres humanos con diabetes mellitus tipo 2 (DM2), a los que se les 

estudio en autopsia, y se encontro aumento significativo en el numero de granulos en las 

glandulas salivales en comparacion con los no diabéticos. El peso de las glandulas fue 

significativamente mayor en el grupo de pacientes con DM2 que en los no diabéticos®. La 

explicacién de este hecho, pudiera obedecer a una hiperplasia glandular. 

El mecanismo responsable del aumento de tamafio de las glandulas salivales en la 

diabetes mellitus no se conoce, sin embargo; el solo hecho de haber encontrado glucagon 

inmunorreactivo en fas glandulas partidas humanas, ademas de diferentes precursores 

hormonales, hacen sospechar que estas glandulas juegan un papel importante en la 

patogenia de la diabetes mellitus® . 

Los diferentes precursores hormonales encontrados son: el factor de crecimiento 

neuronal, el factor de crecimiento epidérmico y la gastrina inmunorreactiva. Asimismo, los 

niveles elevados de hormona de crecimiento encontrados en diabéticos, podrian participar 

en el aumento de tamafio de las glandulas salivales, situacion que también ha sido 

relacionada con el crecimiento renal y en otras complicaciones tardias de estos 

enfermos®”. 

La hiperglucagonemia es un hallazgo comun en la diabetes mellitus tipo 2 y en la 

diabetes experimental 79.818 . 

La diabetes experimental inducida por estreptozotocina produce acumulacion de 

depdsitos cristaloides citoplasmicos, agrandamiento del aparato de Golgi de las células 

acinares, alteraciones focales de !a membrana basal y otros cambios como la hiperplasia 

de células microgranulares que pueden tener relacién directa con la propia 

estreptozotocina o indirecta entre el glucagon y la insulina®?*° . 

Existe un trabajo de investigacion controversial en cuanto a! tamafio de las glandulas 

salivales de ratas diabéticas inducidas con aloxana, en donde se menciona que disminuyo 

su tamafio y peso comparadas con ratas no diabéticas. Sin embargo, se menciona 

también que las ratas con diabetes inducida tuvieron acumulo de lipidos dentro de las 

células acinares y morfométricamente la cantidad de inclusiones correlaciond 

positivamente con los niveles de glucosa. Et tamafio de las células acinares estuvo 

significativamente incrementado en las mismas ratas con diabetes*. 

Posteriormente se ha demostrado que las glandulas pardtidas de ratas con diabetes 

inducida con estrepiozotocina, tienen la facitidad de internalizar proteinas exogenas como 

peroxidasa y ferritina y se han encontrado vacuolas densas y cristaloides presentes en el 

citoplasma apical de las células de los conductos estriados. Dichas vacuolas contienen 

proteinas de secrecion acinar y se observan por microscopia electronica, como vacuolas 

electro-densas®. Estos estudios demuestran que las células de los conductos estriados 
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captan proteinas salivales y que la endocitosis de algunas proteinas pueden tener una 

funcion significativa de dichas células en ciertas condiciones patoldgicas. 
Ademas la saliva humana se caracteriza por tener arginasa, que es una enzima 

dependiente de manganeso. A diferencia de la arginasa de otros fejidos, su actividad 

maxima es a un pH de 9.6 a 9.8 y tiene una Km de 4.2 mmol/l % . 
Estudios previos han demostrado que ia composicién proteica de la saliva de ratas con 

diabetes inducida por aloxana se altera y produce una relativa reducci6n de las proteinas 

acidicas ricas en prolina y una proteina identificada como fraccion V™. 

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Como se puede apreciar, los estudios con relacién al papel que las glandulas salivales 

tienen en la patogenia de la diabetes mellitus, son aislados y algunos controversiales y 

hasta han existido modelos experimentales con modificaciones dietéticas para intentar 
explicar mejor la patogenia ’#9".%5 , sin embargo; no existe un estudio que intente integrar 
y correlacionar las alteraciones funcionales con los aspectos ultraestructurales. 

5. HIPOTESIS 

En la diabetes experimentalmente inducida por estreptozotocina en la rata, existen 

cambios estructurales en las glandulas pardtidas correlacionables con la evolucion en 

tiempo del trastorno metabdlico, determinado por las alteraciones bioquimicas. 

6. OBJETIVOS 

6.1 GENERAL. 

Caracterizar los cambios morfoldgicos del sistema glandular endocrino en la diabetes 

experimentalmente producida con estreptozotocina en la rata. 

6.2 PARTICULARES. 

6.2.1. Evaluar el modelo de diabetes experimentalmente producido por aloxana en la rata 

6.2.2. Evaluar el modelo de diabetes experimentalmente producido por estreptozotocina 
en la rata 
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6.2.3. Conocer los cambios morfolégicos de la glandula pardtida de rata con diabetes 

experimentalmente producida por estreptozotocina, en funcién del tiempo de evolucién del 

trastorno metabdlico. 

7. MATERIALES Y METODOS 

Estudios con Aloxana: 

Se utilizaron 108 ratas macho Sprague-Dawley con peso promedio de 250 + 44 g, que 
se dividieron al azar, en 2 grupos con 9 subgrupos experimentales cada uno. Cada 

subgrupo estuvo integrado por 3 ratas, con un numero igual de ratas control. Todos los 

animales se mantuvieron en condiciones ideales de bioterio con alternancia de 

luzfoscuridad de 12/12 hs respectivamente, con alimento y agua ad-libitum. El manejo, 
cuidados y tratamiento de los animales y la obtencién de las muestras se llevé a cabo de 
acuerdo a los lineamientos nacionales e internacionales referentes a los animales de 

experimentacion. 

La diabetes fue inducida a 27 ratas con una inyecci6n intraperitoneal (ip) de aloxana a 

razon de 120 mg/kg de peso corporal disueltos en 1.0 ml de agua bidestilada. A las ratas 
control (20) se les inyect6 el mismo volumen ip. de agua bidestilada. 

Estudios con estreptozotocina: 

La estreptozotocina se inyecté en una sola dosis ip.a 27 ratas, a razon de 60 mg/kg de 

peso en 1.0 mi de amortiguador acetatos 0.1 M, pH 4.6. A las ratas control (20) se les 
inyecté ef mismo volumen ip de agua bidestilada. 

Los animales de cada grupo se pesaron y se les tomd muestra de sangre de 

aproximadamente 2 ml., de la vena de la cola, para estudios basales de los siguientes 

parametros: Triglicéridos, colesterol total, glucosa e insulina. 

7.1 INTEGRACION DE LOS GRUPOS 

Grupo! Diabetes inducida: Grupo Il Controies 

Subgrupo la estudio alos 30 minutos. la estudio a los 30 minutos. 
Subgrupo Ib estudio alas 24 hs. IIb estudio a las 24 hs. 
Subgrupo Ic estudio alas 48 hs. Ile estudio alas 48 hs. 
Subgrupo Id estudio alos 5 dias. Ild estudio alos 5 dias. 
Subgrupo le estudio alos 7 dias. lle estudio alos 7 dias. 
Subgrupo If estudio alos 9 dias. llf estudio alos 9 dias. 
Subgrupo Ig estudio alos 12 dias. lig estudio alos 12 dias. 
Subgrupo lh estudio alos 15 dias. lih estudio a los 15 dias. 
Subgrupo li estudio alos 20 dias. Ili estudio alos 20 dias. 
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6.2.3. Conocer los cambios morfoldgicos de !a glandula pardtida de rata con diabetes 
experimentalmente producida por estreptozotocina, en funcidn del tiempo de evolucién de! 

trastorno metabdlico. 

7. MATERIALES Y METODOS 

Estudios con Aloxana: 

Se utilizaron 108 ratas macho Sprague-Dawley con peso promedio de 250 + 44 g, que 
se dividieron al azar, en 2 grupos con 9 subgrupos experimentales cada uno. Cada 

subgrupo estuvo integrado por 3 ratas, con un numero igual de ratas control. Todos los 

animales se mantuvieron en condiciones ideales de bioterio con alternancia de 
luz/oscuridad de 12/12 hs respectivamente, con alimento y agua ad-libitum. El manejo, 
cuidados y tratamiento de los animales y la obtencién de las muestras se llevé a cabo de 
acuerdo a los lineamientos nacionales e internacionales referentes a los animales de 

experimentacion. 
La diabetes fue inducida a 27 ratas con una inyeccion intraperitoneal (ip) de aloxana a 
razon de 120 mg/kg de peso corporal disueltos en 1.0 ml de agua bidestilada. A las ratas 
control (20) se les inyect6 el mismo volumen ip. de agua bidestilada. 

Estudios con estreptozotocina: 

La estreptozotocina se inyecté en una sola dosis ip.a 27 ratas, a razon de 60 mg/kg de 

peso en 1.0 ml de amortiguador acetatos 0.1 M, pH 4.6. A las ratas control (20) se les 

inyecté el mismo volumen ip de agua bidestilada. 

Los animales de cada grupo se pesaron y se les tomé muestra de sangre de 

aproximadamente 2 mi., de la vena de la cola, para estudios basales de los siguientes 

parametros: Triglicéridos, colesterol total, glucosa e insulina. 

7.1 INTEGRACION DE LOS GRUPOS 

Grupo! Diabetes inducida: Grupo Il Controies 

Subgrupo Ia estudio alos 30 minutos. Ia estudio a los 30 minutos. 
Subgrupo Ib estudio alas 24 hs. lb estudio alas 24 hs. 
Subgrupo Ic estudio alas 48 hs. llc estudio a las 48 hs. 
Subgrupo Id estudio alos 5 dias. ltd estudio alos 5 dias. 
Subgrupo le estudio alos 7 dias. lle estudio alos 7 dias. 
Subgrupo If estudio alos 9 dias. lIf estudio alos 9 dias. 

Subgrupo Ig estudio a tos 12 dias. llg estudio alos 12 dias. 
Subgrupo Ih estudio a los 15 dias. lh estudio a los 15 dias. 
Subgrupo li estudio alos 20 dias. lliestudio alos 20 dias. 
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A los animales de ambos grupos y subgrupos se les realizo en los tiempos indicados, las 

siguientes determinaciones de laboratorio, previo sacrificio en cada uno de los tiempos 

establecidos: 

7.2 Triglicéridos: Se determind con el método modificado segun Wahlefeld®* basado en la 
hidrdlisis enzimatica de los triglicéridos por la lipasa y determinacion enzimatica 
subsiguiente del glicerol formado por medio de las enzimas glicerol-cinasa, fosfoglicerol- 
oxidasa y peroxidasa; con fo que se forma un complejo colorido cuya absorbancia se mide 

a 620 nm que es directamente proporcional a la concentracién de triglicéridos de la 
muestra. 

7.3 Colesterol Total: Se cuantificd por el método de Siedel y Katterman 7-1" de reaccion 
colorimétrica que se fundamenta en la hidrolisis enzimatica de los ésteres de colesterol por 

la colesterol-esterasa y la oxidacién de! colesterol libre por la colesterol oxidasa. La 
concentracién de colesterol es directamente proporcional a la absorbancia que da el 
complejo a 540 nm. 

7.4  Glucosa: Se utilizé el método de glucosa-oxidasa de Trinder'®? que se basa en la 
oxidacién de glucosa por la glucosa-oxidasa, con la subsiguiente cuantificacién del 

perdxido de hidrdgeno liberado, con et empleo del reactivo de color (4-aminofenazona) y 

fenol que por medio de la fenol oxidasa se forma un complejo colorido cuya absorbancia 

se mide a 540 nm, que es directamente proporcional a la concentraci6n de glucosa. 

7.5 Insulina: Por radioinmunoanalisis con el empleo del reactivo INSI-PR (Cis-Bio 

International®). La medicion del precipitado radiactivo se realizé con un contador gamma. 

La concentracion sérica se informa en pU/L. 

7.6 Sacrificio de los Animales y extraccién del tejido: 
Lo animales se pesaron entre las 9:00 y las 10:00 hs y se tomaron muestras sanguineas 
para la medicién de los parametros anotados. Se procedié a sacrificarlas a los 30 minutos, 
24 h, 48 h, 5, 7, 9, 15 y 20 dias después de la inyeccion de aloxana o de estreptozotocina, 
bajo anestesia general con ketamina. Se extrajo la glandula pardtida (Figura 1) y el 

pancreas, de los que !a mitad de cada tejido se fij6 en formol al 4% y glutaraldehido al 3% 
respectivamente, diluidos en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.2-7.4. 

El pancreas solamente se estudié con microscopia de luz, mientras que las glandulas 

pardlidas se esiudiaron con microscopia de luz y electronica. 
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Figura 1. Esquema de ja focalizacién y acceso para la diseccién de las glandulas 
pardtidas. 

7.7 ESTUDIO MORFOLOGICO: 

Los estudios morfolégicos aqui referidos, corresponden a animales inyectados con 
estreptozotocina y se dividieron en 2 partes, una de microscopia de luz y otra de 

microscopia electronica. 

Para la microscopia de luz, el tejido se fij6 en formol al 4%, se incluyé en parafina, y se 
efectuaron cortes de tejido de glandula parétida y de pancreas de 4 micrémetros, en 5 
diferentes sitios; se tifieron con hematoxilina-eosina y se determinaron insulina y 
glucagon con anticuerpos policionales de cuyo y anti-cerdo, marcados con peroxidasa. 

Estos anticuerpos, se detectaron tanto en animales control como en experimentales, para 
cerciorarse del efecto de la estreptozotocina sobre los islotes de Langerhans. 

Para la microscopia electronica, se utiliz6 la siguiente técnica: 
EI tejido se fijé con glutaraldehido al 3% en amortiguador fosfatos pH 7.4 y se postfijé en 

tetradxido de osmio al 1% y se proces6 de acuerdo a la técnica convencional para 
microscopia elecirénica. La inclusion se realizo en Epon 850 y se efectuaron cortes 
semifinos tefiidos con Paragon y finos que se contrastaron con acetato de uranilo y citrato 
de plomo. Las rejillas se observaron en un microscopio electrénico Zeiss EM-906. 
Antes y después de la induccidn de diabetes, los animales fueron pesados diariamente 

entre las 9:00 h y las 10:00 h y se llevé el registro correspondiente. El mismo 
procedimiento se efectud en el grupo control. 
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7.8 ANALISIS ESTADISTICO: 

Se utiliz6 la prueba T de Student para comparar los promedios de los animales del grupo 

control vs cada uno de los tiempos de los animales experimentales. Los parametros 

comparados fueron, la glucosa, la insulina, los triglicéridos y el colesterol total. Los 

resultados se expresaron como media y Desviacién Estandar (DE), siendo una p < 0.005 

como significancia estadistica entre las diferencias identificadas. 

8. RESULTADOS 

8.1.1 ANALSIS BIOQUIMICO 

La mortalidad dentro del grupo experimental de aloxana, fue de 3 de 6 de seis animales, 

con lo que fue necesario incluir mas animales para quedar con un fotal de 27 ratas 

diabéticas para cada grupo; en el grupo control no hubo mortalidad. La mortalidad dentro 

del grupo experimental de estreptozotocina, fue uno de seis animales por to que también 

se incluyeron mas animales para tener finalmente un total de 27 ratas diabéticas para cada 

grupo; en el grupo control no hubo mortalidad. 

RATAS TRATADAS CON ALOXANA (AL): 

Los niveles de glucosa fueron mas elevados al 5° dia después de la inyecci6n ip. (29.5 

mmol/l), para mostrar posteriormente una disminucién significativa al dia 20 (10.6 mmol/l). 

La concentracién mas baja de insulina fue detectada en el dia 5 después de la inyeccion 

ip. (5.04 U/ml), coincidiendo con los niveles mas altos de glucosa. Para el dia 20 

después de Ia inyeccién ip, los niveles de glucosa estaban practicamente recuperados 

(19.6 U/ml). 
Los valores de triglicéridos fueron mas elevados en el dia 9 (166 mg/dl) con disminucién al 

dia 20 (85.6 md/dl). El colestero! total se increment6 paulatinamente después de la 

inyeccién alcanzando sus valores mas elevados en el dia 20 (89 mg/dl) Tabla 1. 

RATAS TRATADAS CON ESTREPTOZOTOCINA (STZ): 

Los niveles de glucosa fueron mas elevados al 9° dia después de la inyecci6n ip. de STZ 

(34.5 mmol), pero comenzaron a incrementarse desde el 2° dia. Los nivoles bajos de 

insulina iniciaron su descenso desde los 30 minutos después de la inyeccién ip. pero la 

concentracion mas baja fue el dia 20 (4 U/ml), tabla 2. Los triglicéridos alcanzaron su 

nivel mas elevado el dia 20 (182 mg/dl) después de la inyeccion i.p.de STZ, pero su 

elevacion se inicid desde el dia 5. Las concentraciones de colestero! también alcanzaron 

su nivel mas elevado el dia 20 (94.2 mg/dl). Cuando se compararon los valores de glucosa 
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e insulina entre los 2 grupos experimentales, hubo diferencia estadisticamente significativa 

(p <0.005 ) en la mayoria de los diferentes tipos estudiados. Tabla 1, Graficas 1 y 2 

  

  

Tabla 1 
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was 14213 M209 132231 47¢0.62 144 185° 176 ¢ 0.6 Wad 21t 927 2 36° 

wre 1060025 23.7203 1862 1.1 40210 86.62 128 1829 39" eo 2 ie 2241* 

y colestaraé en ratas adutas, Loe yaiores 
    
  Election ce la inyeccion intrapertoneal de alazana y estreptazctocina score ios niveles sericos de giucosa, insulins, trigtycarkios 
00n expresades come media? Gesviaciin estindar, Cuando se comperaron ics valores de aloxena ve extreptozotocinag ° p<6.008 es significativa, “pNS® p esno 
sigmfcative. 

Cuando 26 compararon tos valores de colesterol vs valores control, asi coma ios triglicerides vs valores control; & p < 8.006 1s significant, @ p © ea no significativa 
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Grafica 1. Niveles de Glucosa de ratas inyectadas con STZ. 
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Grafica 2. Niveles de Insulina en ratas inyectadas con STZ 
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Los pesos corporaies de las ratas control fueron de 250 + 44.1 g, y los pesos corporales 

de las ratas a los 30 minutos no tuvieron variacion significativa siendo de 250 + 35 g. A las 

24 horas el peso fue de 248 + 18 g, a las 48 horas fue de 246 + 36, a los 5 dias fue de 243 

+8, alos 7 dias fue de 240 + 2.9 g, a los 12 dias fue de 225 + 8.3, y alos 15 dias fue de 
216 + 9.19. (Figura 2). Después del dia 5 de la inyeccién de STZ; los pesos fueron 

diferentes significativamente (Tabla 2). 

Tabla 2. Relacién de pesos corporales antes y después de la inyecci6n de STZ 

  

    

  

Ratas Peso Inicial Peso Final Control p 

Ratas diabéticas 
30 minutos 248 + 6.5 247 +6.0 252 + 5.2 NS 

Ratas Diabéticas 

24 horas 292 +16 282 +123 291 + 11.1 NS 

Ratas diabéticas 
48 horas 285 +6.5 275+ 55 289 + 10.0 NS 

Ratas diabéticas 

5 dias 289 +2.0 275 +45 292 + 2.0 < 0.01 

Ratas diabéticas 

7 dias 295 + 17 273 +146 297 + 17 NS 

Ratas diabéticas 

9 dias 283 + 6.2 269 + 5.5 282 +8.1 NS 

Ratas diabéticas 

12 dias 290 + 8.0 276 + 43 292 +4.3 NS 

Raias diabéticas 

15 dias 299+10.2 268+16.2 302 + 11.2 < 0.005 

Ratas diabéticas 

20 dias 292 + 7.5 264 +15 295 +6.5 < 0,005 
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Figura 2. Se observa el aspecto caquéctico de una de las ratas con diabetes después de 

20 dias de evolucién, debido a la pérdida de peso. 

8.1.2 ANALISIS MORFOLOGICO DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS 

El analisis histolégico de! pancreas mostr6 con la microscopia de luz, una gran reduccién 

det numero de islotes y una serie de cambios celulares como son, vacuolizacién 

intracitopl4smica, picnosis nuclear, hialinizacion en grados variables, nucleos no esféricos, 

necrosis focal (figura 3) y en general, una normalidad global alterada, comparados con el 

pancreas normal (figura 4). 
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Figura 3. Islote de Langerhans tefiido con hematoxilina y eosina, que muestra una 

arquitectura alterada, desorganizacion global del acini y necrosis focal, (40x) 

  

Figura 4. Islote de Langerhans normal, tefiido con hematoxilina y eosina Se aprecia la 

distribucién normal del islote con ios nucleos ovoides, con cromatina prominente, 

citoplasma poco palido, (40x). 
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EI andlisis histoquimico del pancreas mostré que la reaccién de los anticuerpos anti- 

insulina fue francamente positiva en las ratas control (figura 5). En los animales de 20 dias 

después de la inyeccion i.p. de STZ, dicha reaccién fue apenas positiva (figura 6). 
Todos estos cambios contrastan con los vistos en los animales contoles. 

En general, pérdida de la arquitectura tisular, cambios vasculares. Dichas lesiones se 

incrementaron después del dia 5 de {a induccién. 

  

Figuta 5. istote de Langerhans normal, tincién con inmunohistoquimica para demostrar ia 

presencia normal de los anticuerpos contra insulina, en una rata control. Técnica de 

anticuerpos policlonales de cuyo y anti-cerdo, marcados con peroxidasa (40x). 
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Figura 6. islote de Langrehans, tincion con inmunchistoquimica para demostrar !a 

presencia de anticuerpos contra insulina en una rata de 20 dias despues de la inyeccion 

de estreptozotocina; en donde se aprecia una captacin muy ligera comparada con el 

normal de la fiura 4. Esto demuestra una destruccidn de las células B del islote, (40x). 

Tabla 3. Resumen de alteraciones globales pancreaticas observadas en la microscopia de 

luz 
  

HISTOPATOLOGIA GLOBAL DEL PANCREAS DE RATAS CON DIABETES INDUCIDA 

POR ESTREPTOZOTOCINA EN DIFERENTES TIEMPOS DE EVOLUCION 

1. Disminucién del numero de Islotes 

2. Cambios celulares: Vacuolas intracitoplasmicas, 

hialinizacion de islotes, picnosis, pérdida de la 

arquitectura celular. 

3. Normalidad global: alterada 

4. Pérdida de positividad para anticuerpos contra insulina y contra 

glucagon 
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8.3 Analisis morfolégico de la Glandula Parétida 

8.3.1 Microscopia de luz 

Desde el punto de vista de la microscopia de luz, se observa la parotida de ratas control 

(figuras 7 y 8). Los cambios después de la estreptozotocina en distintos tiempos de 

evolucion, fueron; degeneracién grasa (figura 9) y tumefaccion turbia en grupos de acini y 

en grados variables, asi como aumento de componentes neuroendécrinos (figura 10) y 

calcificacion de la pared de algunos conductos excretores (figura 11). En la tabla 4, se 

resumen los hallazgos en diferentes tiempos de evolucién. 

  

Figura /. Pardtida de rata control. Tincién con hematoxilina y eosina. Se observan las 

células acinares, con nucleos basales, granulos de secrecion prominentes, citoplasma 

basofilico. Conductos intercalares normales. Las células de los conductos estriados tienen 

citoplasma claro. (40x). 
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Figura 8. Pardtida control. Tincién Grimelius. Se aprecian mejor los conductos intercalares 

y los acini con sus nuicleos basales. (40x). 

  

Figura 9. Pardtida de rata de 7 dias post-inyeccién de STZ, tefida con hematoxilina y 

eosina en donde se aprecian, grandes vacuolas grasas, con distorcién de la arquitectura 

normal. (100x) 
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Figura 10. Pardtida de rata de 20 dia post-inyeccién de STZ, teflida con hematoxilina y 

eosina, en donde apreciamos el acini, con su arquitectura distorsionada, y aumento de 

granulaciones que pueden corresponder a un incremento en los componentes 

neuroenddcrinos. (40x). 

Figura 11. Parotida de rata de 20 dia post-inyeccién de STZ, teflida con hematoxilina y 

eosina, en donde apreciamos calcificaciones en la pared de los conductos excretores. Este 

hallazgo no se ha informado previamente (40x). 
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Tabla 4. Resumen global de alteraciones parotideas observadas con microscopia de luz 
  

HISTOPATOLOGIA GLOBAL DE LA GLANDULA PAROTIDA DE RATAS CON 

DIABETES INDUCIDA POR ESTREPTOZOTOCINA EN DIFERENTES TIEMPOS DE 

EVOLUCION 

4. Tumefaccién turbia en acini glandulares 

2. Degeneracion vacuolar 

3. Acumulacion de grasa en vacuolas confluentes en 

células acinares 

4. Necrosis focal 

5, Aumento en componentes del sistema neuroendécrino 

difuso 

6. Calcificacién en paredes de conductos excretores   
  

8.4 Microscopia Electronica 

8.4.1 Animales Testigo. 
Cuando se examinaron tos cortes de pardtida con el microscopio electronico de 

transmision de los animales testigo, se identificaron los acini glandulares, en diferentes 

planos de corte, los conductos excretores de diferente tamafio asi como los componentes 

del tejido conjuntivo tanto interacinar como los que constituyen los tabiques interlobulillares 

e interlobulares. Estos componentes estuvieron constituidos por vasos sanguineos de 

diferente calibre, fibras nerviosas, vasos |infaticos y elementos del tejido conjuntivo laxo, 

asi como fibras de colagena, fibroblastos, células cebadas y células reticulares primitivas. 

Los acini glandulares estuvieron formados en el corte realizado en el maximo diametro de 

fos mismos por 6 a 8 células acinares las cuales mostraron su caracteristica forma 

piramidal o triangular, unidas unas con ol’as por complejos de union e interdigifaciones 

provenientes de la membrana plasmatica de las células contiguas; es decir, se identificé un 

espacio intercelular en donde se proyectaban las formaciones digitiformes de una y otra 

célula en contacto y hacia la porcion luminal se observaron los complejos de union 

caracterizados por una zénula adherens, una macula adherens o desmosoma, y una zona 

de oclusion entre las células epiteliales en contacto (z6nula ocludens). 
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En las siguientes figuras, se incluyen las micrografias mas representativas. 

  

Figura 12. Glandula parotida de rata control. Se observan acini glandulares en diferentes 

planos de corte, conductos excretores de diferente tamafio, asi como los componentes del 

tejido conjuntivo interacinar como los constituyen los tabiques interlobulillares e 

interlobulares. (2500x) 
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Rely. 

Figura 13. Glandula pardtida de rata control. Corte realizado en el maximo diametro de los 

mismos por 6 a 8 células acinares, que muestran su forma piramidal o triangular, unidas 

unas con otras por complejos de unién e interdigitaciones provenientes de la membrana 

plasmatica.(2500x). 

Hacia la region basal, se observé que estas células acinares estaban rodeadas por una 

membrana basal que cubria completamente la regidn externa del acino glandular. Hacia la 

luz acinar, se identificaron las proyecciones de microvellosidades correspondientes al 

borde apical de las células acinares. 

El nucleo de céluias acinares fue en general, esférico o ligeramente ovoide, con grumos 

gruesos de heterocromatina y un aspecto finamente granular en las areas 

correspondientes a la eucromatina. Se identificaron numerosos poros nucleares y 1 a 2 

nucleolos en el interior del nucleoplasma. La ubicacion de los nucleos fue tendiente hacia 

la region basal de las células pero con una ubicacion cercana al centro de las mismas. De 
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los organelos citoplasmicos, el reticulo endoplasmico granular fue muy prominente con 

una ubicacién fundamentalmente basal. La mayor parte de los ribosomas identificados en 

mayores amplificaciones se encontraron asociados a las membranas de reticulo 

endoplasmico. Sin embargo, numerosos cumulos de ribososmas libres y polisomas se 

observaron en Ja matriz citoplasmica. Otros 2 tipos de organelos que se observaron de 

manera prominente en las células acinares, fueron las mitocrondrias de localizacion 
fundamentalmente submembranal aunque también distribuidas entre los diferentes 
componentes citoplasmicos y el aparato de Golgi caracterizado por las apilaciones de 

cisternas membranales planas, con numerosas microvesiculas en su porcién cis 

fundamentaimente y macrovesiculas en los extremos de los agregados de cisternas 

aplanadas. No fue factible diferenciar los lisosomas primarios de los granulos de secrecin 

pequefios. Esto fundamentalmente por ausencia de subestructura en los lisosomas 

primarios y por la similitud en la densidad a los electrones entre ambos tipos de 

estructuras. De manera caracteristica, la principal inclusién celular estuvo representada 

por los granulos de secrecién de zimdgeno en diferentes fases de formacién, desde 

estructuras esféricas pequefias densas al haz de los electrones en la region cercana al 

Aparato de Golgi, hasta los granulos maduros grandes en la regi6n apical de las células. 

Los tubulos colectores pequefios estuvieron caracterizados, por células cuboidales de 

nucleo central, de cromatina moderadamente condensada y con escasos organelos en su 

citoplasma. Estos representados por moderada cantidad de cisternas del reticulo 

endoplasmico liso y granular, mitocrondrias, escasos elementos de! aparato de Golgi, 

ribosomas libres, lisosomas y componentes microfibrilares. Esas células estuvieron unidas 

unas con otras dejando un espacio intercelular angosto en cuya regién apical se 

identificaron los caracteristicos complejos de unién. En la region basal de las células se 
observaron invaginaciones escasas de la membrana plasmatica y todas esas células 

epiteliales descansaban sobre una membrana basal de caracteristicas normaies. 

Los capilares sanguineos estuvieron formados por células endoteliales fenestradas que 

descansaban sobre una membrana basal y parcialmente rodeados por pericitos que 

también estaban cubiertos por un desdoblamiento de la membrana basal que rodeaba a 
las células endoteliales. Se identificaron células cebadas caracterizadas por gran cantidad 
de una poblacién heterogénea de granulos intracitoplasmicos, mientras que las células 
plasmaticas se observaron en mucho menor numero, mostraron su caracteristico 

ergastoplasma formado por numerosas cisternas de reticulo endoplasmico granular en el 

citoplasma. Los fibroblastos y las células reticulares se identificaron en moderada cantidad 

en el tejido conjuntivo entre las fibras colagenas y los primeros mostraron un nucleo 

irregular u ovoide de cromatina moderadamente condensada, un nucledlo y escasa 

cantidad de organelos intracitoplasmicos. Las células reticulares mostraron un citoplasma 
muy abundante con escasas cisternas de reticulo endoplasmico, numerosos ribosomas 
libres y polisomas y un nucleo grande irregular de cromatina poco condensada, con gran 

cantidad de eucromatina y 1 a 2 nucleolos. En los tabiques conjuntivos interlobulares e 
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interlobulillares se identificaron algunas fibras mielinicas, mientras que en los 

interacinares, las fibras fueron principalmente amielinicas. Los vasos linfaticos se 

observaron como tapizados por células de tipo endotelial, fenestradas y con un material 

finamente granular en la luz vascular. Las fibras conjuntivas que predominaron en los 

tabiques interacinares, interiobulillares e interlobulares, fueron fundamentalmente fibras 

colagenas, y se identificaron escasas fibras elasticas. 

  
Figura 14. Glandula pardtida de rata control. Se observa el nucleo de las células acinares 

esférico o ligeramente ovoide, con grumos gruesos de heterocromatina y aspecto 

finamente granular en las areas correspondientes a la eucromatina. Se identifican poros 

nucleares y 1 a 2 nucleolos con ubicacién tendiente a la region basal. Reticulo 

endoplasmico granular muy prominente. (2500x). 
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8.4.2 Animales Experimentales 

Los cambios mas significativos observados con el microscopio electronico de transmisi6n 

en el material correspondiente a los 8 y 30 dias después de la inyeccion ip. de STZ. 

Las micrografias mas representativas, se ilustran en las siguientes figuras. 

8 dias postinyecci6n ip de STZ: 

Se observé en los acini glandulares, cambios morfoldgicos consistentes principalmente en 

desorganizacion parcial de ios componentes intracelulares de las células secretoras, una 

ligera distension del espacio intercelular, y diferente ubicacién de los nucleos en las 

células acinares. Estos Ultimos, se observaron no solamente en la porcién basal de las 

células sino también en la regién central de las mismas. No se observaron cambios en las 

microvellosidades ni en el borde luminal de los acini glandulares. Se observa 

desorganizacion en la distribucién de las cisternas de reticulo endoplasmico granular y la 

presencia de vacuolas claras de diferente tamafio en el citoplasma de las células acinares. 

Llam6 la atencién la presencia de numerosos granulos que contenian un material 

finamente granular y de aspecto lucido al haz de los electrones. Estas granulaciones 

estuvieron presentes en las células acinares mezcladas entre los granulos de zimégeno 

caracteristicos de las mismas. No se pudieron identificar lisososmas, por la 

electrodensidad de los granulos pequefios de zimégeno y no se observaron componentes 

fibrilares o filamentosos en las preparaciones examinadas. 

Se identificaron algunos citosegresomas, principalmente hacia !a region basal de algunas 

células acinares. No se observaron cambios anatémicos en la membrana basal de las 

células acinares. 
En los conductos excretores se identificaron células de citoplasma denso al haz de los 

electrones y células con citoplasma claro con moderada cantidad de organelos y muy 

escasos granulos esféricos limitados por membrana. Estas células claras fueron mas 

numerosas en algunos conductos de mediano calibre. La membrana basal de los tubulos 

excretores fue normal y no se observaron cambios en los componentes intercelulares ni en 

las microvellosidades de la luz de los conductos. 

Los componentes interacinares y del tejido conjuntivo, fibras nerviosas, capilares 

sanguineos, capilares linfaticos y elementos del tejido conjuntivo fueron de caracieristicas 

normales. 
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Figura 15. Glandula parotida de rata de 8 dias después de la inyeccion de STZ. Se aprecia 
desorganizaci6n en la distribucion de las cisternas de reticulo endoplasmico granular y la 
presencia de vacuolas claras de diferente tamafio en el citoplasma de las células acinares. 
(2500x). 
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Figura 16. Glandula pardtida de rata de 8 dias después de la inyeccién de STZ. En los 

conductos excretores se identificaron células de citoplasma denso al haz de los electrones 

y células con citoplasma claro con moderada cantidad de organelos, escasos granulos 

esféricos limitados por membrana. La membrana basal de los tubulos excretores fue 

normal (2500x). 

30 dias postinyeccién de STZ 

En el material examinado se observé una notoria desorganizacion de los componentes 

celulares en numerosos acini glandulares, con una disminucién importante en granulos de 

zimégeno electrodensos, mezclados con granulos claros cuyo contenido fue un material 

finamente granular, semejante al observado a los 8 dias de la inyeccién de STZ. No 

obstante que la mayoria de jas células acinares mostraron regularidad en la distribucion de 

las cisternas de! reticulo endoplasmico granular y del aparato de Golgi, en varias células 

acinares se observ distorsion de esos elementos con desorganizacion estructural dé los 

mismos. Las mitocondrias se observaron lucidas al haz de los electrones y de localizacion 

principalmente submembranal tanto en la region basal como en las zonas laterales de las 

células acinares. 
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Figura 17. Glandula pardtida de rata de 30 dias después de la inyeccién de 

estreptozotocina. Se observa una notoria desorganizacion de los componentes celulares, 

con disminucién de granulos de zimdgeno electrodensos, mezclados con granulos claros 

con material finamente granular. Se aprecia regularidad de en ja distribucién de las 

cisternas del reticulo endoplasmico granular y del aparato de Golgi. Las mitocondrias se 

observan liicidas al haz de los electrones y de localizacién principalmente submembranal 

(6000x). 

Se observaron cambios nucleares principalmente consistentes en iregularidad de la 

cisterna perinuclear, aumento de la heterocromatina, y cambios morfolagicos semejantes a 

los observados en células con apoptosis. El nucleolo fue muy prominente en varias de 

estas células, algunas de las cuales se observaron binucleadas. 

Los conductos excretores mostraron cambios semejantes a los observados en el material 

correspondiente a los 8 dias de la inyeccién de STZ. El resto de las estructuras 

interacinares, interlobulares e interlobuliliares, no mostraron alteraciones morfolégicas. 

52



  

Figura 18, Pardtida de rata de 30 dias después de la inyeccién de estreptozotocina. Se 

aprecian cambios nucleares consistentes en irregularidad de la cisterna perinuclear, 

aumento de la heterocromatina. Nucleolo de dichas células es prominente y algunas de las 

cuales se observan binucleadas (2500x). 

9. DISCUSION 

El analisis de nuestros resultados indica, que aunque existe una respuesta individual de 

las ratas para AL y para STZ, el estado de hiperglucemia fue inducido desde el segundo 

dia. 

La dosis utilizada de AL como de STZ en nuestro estudio, asi como la via intraperitoneal; 

fué la misma que se ha informado y utilizado en estudios previos 46.5659 En el caso de 

STZ ( 60mg/kg) ei estado diabético manifestado por hiperglucemia fue inducide desde el 

2° dia después de la inyeccion de la STZ, con la consiguiente disminucién de los niveles 

de insulina: los niveles de glucosa mas elevados fueron detectados al 9° dia y los mas 

bajos de insulina al dia 20, aunque iniciaron una reduccion gradual desde los primeros 30 

minutos. Este descenso gradual no reversible de la insulina demuestra dafio permanente 

de los islotes producidos por STZ. 
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En condiciones normales, la elevacién de la glucosa plasmatica, exhibe una elevacion 

rapida con una respuesta bifasica en la secrecién de insulina, reflejando una 

glucoestimulacién directa. La hiperglucemia cronica, ocasiona una desaparicion casi total 

de ésta respuesta’®>*°° como resultado de la insuficiencia en la respuesta de la célula, 

siendo la medicién de insulina la mejor manera de definir la severidad de la diabetes 97.175 

La hiperglucemia crénica, origina una desaparicion casi total de esa respuesta 5253 como 

resultado de una insuficiente respuesta de la célula B, esto puede observarse claramente 

en los resultados obtenidos con STZ, en donde la severa hiperglucemia producida se 

correlaciona con una disminucién de la insulina plasmatica. 

Asimismo, existe un concepto de neogénesis y apoptosis demostrado en ratas a las que se 

ies induce hiperglucemia con estreptozotocina a dosis bajas de 35 mg/kg de peso y luego 

son sometidas a una infusion continua de glucosa, lo que incrementa la masa de células B, 

éste incremento se debe al efecto de la glucosa en la neogénesis de nuevas células 

endocrinas mas que un incremento en proliferacion celular. Una semana después de 

suspender la infusion de glucosa, la masa celular regreso al nivel basal y se produjo 

apoptosis con disminucién de la replicacion de las células B. En conclusion, esto 

demuestra la impresionante piasticidad del pancreas endocrino y la pérdida de la relacion 

neogénisis-apoptosis del pancreas dajfiado por la estreptozotocina'®® 

En el caso de AL, los niveles mas elevados de glucosa coincidieron con los niveles mas 

bajos de insulina en el 5° dia después de la inyeccién. Los niveles de insulina mostraron 

una disminuci6n relacionada con el incremento de los niveles de glucemia, sin embargo; 

los animales recuperaron sus valores normales al dia 20, lo que correlacioné con una 

reduccién de la hiperglucemia. 

Existen multiples factores que intervienen en el binomio de la secrecién de insulina- 

glucosa en el estado diabético. En el estado diabético, la hiperglucemia crénica se asocia 

con una inadecuada accién de la insulina. Normalmente, una elevacion de la glucosa 

plasmatica, provoca una rapida y bifasica secrecion de insulina, que demuestra una gluco- 

estimulaci6n directa. 

Se ha demostrado en ratas Sprague-Dawley, que la hiperglucemia crénica afecta a la 

expresion de varios genes que inducen {a liberacion progresiva de insulina en respuesta a 

la glucemia®®, conciuyendo que la hiperglucemia induce una hipertrofia de las células B, 

asi como pérdida de su diferenciaci6n celular para producir insulina. 

La AL es una sustancia toxica especifica que afecta a las células B y provoca un estado de 

deficiencia primaria de insulina 38-*3. La glucocinasa, que tiene la funcion de reconocer y 

acoplar la secrecién de insulina con la concentracién de glucosa; cs particuiarmente 

sensible a fa inhibician por aloxana, al mismo tiempo que el grupo de enzimas sulfhidrilo, 

pueden ser primariamente blanco intracelular para aloxana y finalmente responsable de la 

toxicidad para la célula B 1-104 
Un hallazgo no informado previamente, fue el que nosotros encontramos en la microscopia 

de luz, en la glandula pardtida de rata a los 20 dias postinyeccion de STZ, y se refiere a las 

calcificaciones de la pared de los conductos excretores demostrada en la figura 11 y que 
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nos traduce el gran dafio del farmaco sobre la célula b del pancreas y con la acion de la 

hiperglucemia producida sobre la pardtida, o quiza la STZ actué directamente sobre la 

glandula salival. 
La estructura quimica de la STZ compromete a la molécula de glucosa con una elevada 
reactividad a la nitrosourea en su cadena lateral, sitio donde se inicia la accion citotoxica. 

La glucosa asi unida al agente STZ se une al receptor de membrana de la célula B*°° 

ocasionando el dafio estructural. A nivel intracelular ocurren tres fendmenos principales 

responsables de la muerte de la célula B ya descritos: Los procesos de metilacién, la 
generacién de radicales libres y la produccién de éxidonttrico (ON) “2. 
Se ha informado, que dosis entre 25 y 100 mg/kg de peso de STZ, ocasionan resultados 

variables en cuanto a Ja severidad de la diabetes, con un incremento en los niveles de 

glucosa y disminuci6n de Jos niveles de insulina en las primeras 24 horas. 

La relativa severidad en los cambios, también se ha reflejado en los pesos corporales en 

periodos de 5 semanas con las ratas que recibieron dosis entre 55 y 65 mg/Kg de STZ®, 

como es el caso de nuestros animales que fueron perdiendo peso de manera significativa, 

conforme se alteraban mas los niveles de glucosa. 
La mortalidad descrita por otros autores en jas ratas que reciben esas dosis de STZ 5*8 

de uno de seis ratas, también fue confirmada en nuestro estudio. 
La hipertrigliceridemia ocurre frecuentemente en la diabetes independientemente de la 

edad y del peso corporal, y esta relacionada, con los niveles de glucosa plasmatica'®6.115 
En las ratas de nuestro estudio, los niveles de triglicéridos y colesterol fueron 

incrementandose gradualmente con diferencias significativas con respecto a ios controles, 

hasta llegar a sus cifras mas elevadas en el dia 20. 
Una de las alteraciones detectables mas tempranamente en la estructura acinar de las 

glandulas pardtidas de ratas con diabetes inducida por estreptozotocina a la dosis de 65 
mg/kg de peso, fue la presencia de pequefias gotas de Iipidos en el citoplasma basal 

desde las 24 horas después de la induccién. La acumulaci6n de lipidos continuo, teniendo 
su pico maximo a los 4.5 meses después de la administracion de ta droga, con un 

contenido de grandes vacuolas lipidicas en las células acinares. Hubo agrandamiento del 

aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico granular fue prominente®; haliazgos que 
también concuerdan con los de nuestro trabajo. Se encontraron macrofagos conteniendo 

detritus de células acinares y cristaloides citoplasmicos, asociados con los conductos 
intercalares. En nuestros resultados, las células acinares contienen numerosos y 

relativamente homogéneos granulos secretores electrodensos de aproximadamente 1 um 

de diametro, un prominente aparato de Golgi asociado con granules inmaduros, 
mitocondrias dispersas y abundante reticulo endoplasmico granular. 

Se ha demostrado que en ratas a las que se les induce diabetes con STZ tienen depositos 

intracelulares de lipidos en las glandulas salivales, siendo mas evidentes a las dos 

semanas de la induccién con estreptozotocina como en nuestro grupo de ratas, y las 

proporciones de lipidos incrementados fueron iguales para el acido estearico, el acido 
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linoléico y disminucién de tos porcentajes de acido oléico y acido araquidénico. Se ha 

informado, que después de 1 semana de tratamiento con insulina, el metabolismo lipidico 

de las glandulas salivales, mejoré ya que el perfil de acidos grasos y el contenido de 

lipides, disminuy6. Esto revela que el contenido de lipidos aumentado se debe a pérdida 

de accién de la insulina, mas que a la accion de la estreptozotocina"' 

En las células de los ductos estriados de las ratas diabéticas, se encontraron vacuolas 

electrodensas que traducen captacién de proteinas salivales desde la luz y que la 

endocitosis de alguna de las proteinas secretoras de la saliva®, puede ser una funci6n 

significativa de dichas células en ciertos estados patolégicos como la diabetes, que 

concuerdan con algunos hallazgos de nuestro trabajo. 

Las células de los ductos estriados fueron caracterizadas por tener numerosas 

mitocrondrias y un acumulo de pequefios granulos secretores frecuentemente localizados 

en el citoplasma apical, hallazgos que concuerdan con los de Smith" y colaboradores 

que encontrd, células inmuno-reactivas a insulina, localizadas en las parotidas de ratas 

Sprague-Dawley. 

La determinacién inmunocitoquimica de anticuerpos anti-insulina efectuada en las 

muestras de pancreas de nuestros animales, se sustenta en otro estudio, donde se 

demuestra la evidencia morfolégica de la existencia de la enzima, oxido nitrico-sintetasa 

en las células de los islotes de Langerhans que producen insulina y glucagon inmuno- 

reactivo, afirmando el papel de la oxido-nitrico sintetasa en todos los tipos celulares de los 
islotes112-113 

Nuestros hallazgos concuerdan con la hipdtesis de Leonora’*y su grupo, quienes en ratas 

adultas encontraron un efecto insulinotropico de las pardtidas mas importante conforme las 

ratas diabéticas se hacen mas longevas, lo que afecta la secrecion y la accion de la 

insulina pancreatica. 
Todos los hallazgos de nuestro estudio sugieren que jas glandulas parotidas de ratas con 

diabetes inducida por estreptozotocina, tienen alteraciones ultraestucturales que son mas 

importantes conforme avanza e! tiempo de evolucién de la diabetes y que correlacionan 

con las alteraciones bioquimicas en los niveles de glucosa, insulina y lipidos. Contrastando 

fos resultados con los animales control, sugieren que el mantenimiento de la estructura y 

funcién normales en la glandula pardtida de rata, pueden ser parcialmente dependientes 

de insulina. 
De manera aliernativa, es plausible pensar también, que los cambios observados en las 

glandulas pardtidas sean causados por el efecto directo de la estreptozotocina; 

independientemente del efecto sobre los islotes de Langerhans y de las alteraciones 

metabolicas resultantes de ello. Esto requiere explorarse a futuro con otro disefio 

experimental. 
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